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DESCRIPCION
Un antigeno asociado con artritis reumatoide

La presente invencion se refiere al tratamiento de la artritis reumatoide (AR). La invencion implica el uso de un
miembro de union que se une a la isoforma ED-A de fibronectina, especialmente un miembro de unién que se une al
dominio ED-A de fibronectina.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria cronica y destructiva de las articulaciones que afecta al
0,5-1 % de la poblacién en los paises industrializados y frecuentemente lleva a una desestabilidad significativa y a
una consecuente reduccion de la calidad de vida.

Se considera que la angiogénesis de la membrana sinovial de los pacientes con AR es una etapa temprana
importante en la patogénesis y en la perpetuacion de la enfermedad (Taylor, 2002). Como en la neoplasia, la
angiogénesis nutre la membrana sinovial en expansién (Walsh y col., 1998). El crecimiento de vasos sanguineos
probablemente contribuye a la proliferacion del pafio sinovial inflamatorio asi como a la entrada de leucocitos
inflamatorios en el tejido sinovial. La membrana sinovial de los pacientes con AR contenia cantidades aumentadas
de factor de crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2) y de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Koch,
2003). Las concentraciones séricas de VEGF se correlacionan con la actividad de la enfermedad y el descenso,
cuando se suprime con éxito la sinovitis mediante terapia (Taylor, 2002).

La fibronectina (FN) es una glucoproteina y se expresa ampliamente en una variedad de tejidos normales y fluidos
corporales. Es un componente de la matriz extracelular (MEC) y desempefia un papel en muchos procesos
bioldgicos, incluyendo la adhesién celular, la migracion celular, la hemostasia, la trombosis, la cicatrizacién de
heridas, la diferenciacion tisular y la transformacién oncogénica.

Las diferentes formas de FN se generan mediante corte y empalme alternativo de tres regiones (ED-A, ED-B, IlICS)
del transcrito primario pre-ARNm de FN, un proceso que estd modulado mediante citocinas y pH extracelular (Balza
1988; Carnemolla 1989; Borsi 1990; Borsi 1995). La fibronectina contiene dos extradominios globulares de tipo Il
que se pueden someter a un corte y empalme alternativo: ED-A y ED-B (ffench-Constant 1995, Hynes 1990, Kaspar
y col. 2006). Los EDA de fibronectina de ratén y fibronectina humana son el 96,7 % idénticos (solo difieren 3
aminoacidos entre las dos secuencias de 90 aminoacidos, véase la Figura 2).

La expresion del ED-A de fibronectina se ha documentado en células tumorales y en tumores solidos a nivel de
ARNmM en cancer de mama (Jacobs y col. 2002, Matsumoto y col. 1999) y en cancer de higado (Oyama y col. 1989,
Tavian y col. 1994) y a nivel de proteina aislada en fibrosarcoma, rabdomiosarcoma y melanoma (Borsi y col. 1987).

A nivel inmunohistoquimico, la presencia de ED-A se ha detectado en la matriz extracelular (MEC) de los tumores
odontogénicos (Heikinheimo y col. 1991) y en carcinoma hepatocelular (Koukoulis y col. 1995). Por el contrario, se
ha detectado ED-A en el estroma de neoplasias malignas de mama (Koukoulis y col. 1993), y en los vasos
sanguineos y en las membranas basales de carcinoma de células renales bien diferenciado (Lohi y col. 1995). Sin
embargo, en carcinoma de células renales menos diferenciado (Lohi y col. 1995) y el carcinoma papilar del tiroides
(Scarpino y col. 1999) se ha detectado EDA en los vasos sanguineos, membranas basales y estroma tumoral. La
presencia de ED-A en el sistema vascular de los gliomas también se ha documentado (Borsi y col. 1998). Por ende,
el patrén de expresion de ED-A documentado para los diferentes tipos de tumores es altamente variable.

El suministro dirigido basado en anticuerpos de agentes bioactivos a lugares de angiogénesis es una estrategia
terapéutica atractiva para el tratamiento de cancer, pero esta en gran parte sin explorar para las enfermedades
inflamatorias crénicas. Los inventores han demostrado previamente que el dominio ED-B de fibronectina, un
marcador de angiogénesis, se expresa en lesiones psoriasicas en pacientes y en un modelo de ratén de psoriasis
asi como en patas con artritis en el modelo de ratén de artritis reumatoide inducida por colageno. Usando tanto
técnicas radiactivas como fluorescentes, se descubrid que el anticuerpo monoclonal humano L19, especifico para
EDB se localiza de manera selectiva en los lugares de inflamacion in vivo, tras la administracion intravenosa. Estos
resultados sugieren un potencial terapéutico para el suministro selectivo de compuestos bioactivos basados en L19 a
lugares de inflamacion (Trachsel, 2007; documento PCT/EP2007/004044).

Se ha demostrado antes mediante hibridacion in situ que ademas de ED-B, también puede estar presente el dominio
ED-A de fibronectina en muestras de artritis humanas (Berndt y col., 1998; Kriegsmann y col., 2004).

Los inventores han demostrado en el presente documento que el anticuerpo anti-EDA, tal como el anticuerpo F8
desvelado en el presente documento, es capaz de dar un patrén de tinciobn mas fuerte en muestras de artritis
humanas comparado con el anticuerpo anti-EDB L19 y los anticuerpos anti-tenascina-C F16 y G11.

Por otro lado, usando tanto técnicas radiactivas como fluorescentes, se descubrié que el anticuerpo monoclonal
humano F8, especifico para ED-A se localiza de manera selectiva en los lugares de inflamacién in vivo, tras la
administracion intravenosa.

Por consiguiente, el ED-A de fibronectina se indica como un marcador vascular de artritis reumatoide.
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Las moléculas de unién tales como moléculas de anticuerpo que se unen al A-FN y/o al ED-A de fibronectina
representa nuevos agentes que se pueden usar para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
artritis reumatoide (AR).

La presente invencion proporciona el uso de un miembro de unién, por ejemplo, una molécula de anticuerpo, que se
une a la isoforma del Extra Dominio-A (ED-A) de fibronectina (A-FN), para la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de artritis reumatoide. La invencion también proporciona el uso de un miembro de unién, por ejemplo,
una molécula de anticuerpo, que se une al ED-A de fibronectina para la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de artritis reumatoide.

La invencién proporciona adicionalmente el uso de un miembro de union, por ejemplo, una molécula de anticuerpo,
que se une a la isoforma de ED-A de fibronectina para el suministro, a los lugares de artritis reumatoide, de una
molécula conjugada con el miembro de unién. La invencion también proporciona el uso de un miembro de union, por
ejemplo, una molécula de anticuerpo, que se une al ED-A de fibronectina para el suministro, a los lugares de artritis
reumatoide, de una molécula conjugada con el miembro de unién. El miembro de unién se puede usar para la
fabricacion de un medicamento para el suministro de tal molécula.

La divulgacion proporciona el uso de un miembro de unién, por ejemplo, una molécula de anticuerpo, que se une a la
isoforma ED-A de fibronectina para la fabricacion de un producto de diagnéstico para su uso en el diagnéstico de
artritis reumatoide. La divulgacion también proporciona el uso de un miembro de unién, por ejemplo, una molécula
de anticuerpo, que se une al ED-A de fibronectina para la fabricacién de un producto de diagndstico para su uso en
el diagnostico de artritis reumatoide.

La divulgacion proporciona adicionalmente un procedimiento de deteccion o de diagndstico de artritis reumatoide en
un ser humano o un animal que comprende:

(a) administrar al ser humano o al animal un miembro de unién, por ejemplo, una molécula de anticuerpo, que se
une al ED-A de fibronectina y

(b) determinar la presencia o ausencia del miembro de unién en los lugares de artritis reumatoide del cuerpo del
ser humano o del animal,

en el que la localizacion del miembro de unién a lugares de artritis reumatoide indica la presencia de artritis
reumatoide.

La presente invencién proporciona un procedimiento de tratamiento de artritis reumatoide en un individuo que
comprende la administracion al individuo de una cantidad terapéuticamente eficaz de un medicamento que
comprende un miembro de unién, por ejemplo, una molécula de anticuerpo, que se une a la isoforma ED-A de
fibronectina. La presente invencion también proporciona un procedimiento de tratamiento de artritis reumatoide en un
individuo que comprende administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de un medicamento que
comprende un miembro de unién, por ejemplo, una molécula de anticuerpo, que se une al ED-A de fibronectina.

La presente invencién proporciona una composicion que comprende un miembro de unién, por ejemplo, una
molécula de anticuerpo, que se une a la isoforma ED-A de fibronectina, para su uso en un procedimiento de
tratamiento de artritis reumatoide en un individuo que comprende administrar al individuo una cantidad
terapéuticamente eficaz de un medicamento que comprende un miembro de unién, por ejemplo, una molécula de
anticuerpo, que se une a la isoforma ED-A de fibronectina. La presente invencion también proporciona una
composicion que comprende un miembro de unién, por ejemplo, una molécula de anticuerpo, que se une al ED-A de
fibronectina, para su uso en un procedimiento de tratamiento de artritis reumatoide en un individuo que comprende
administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de un medicamento que comprende un miembro de
union, por ejemplo, una molécula de anticuerpo, que se une al ED-A de fibronectina.

La invencién proporciona un procedimiento de suministro de una molécula a la neovasculatura de lugares de artritis
reumatoide en un ser humano o animal que comprende la administracion al ser humano o animal de un miembro de
unién, por ejemplo, una molécula de anticuerpo, que se une a la isoforma ED-A de fibronectina, en el que el miembro
de unién se conjuga con la molécula. La invenciéon también proporciona un procedimiento de suministrar una
molécula a la neovasculatura de lugares de artritis reumatoide en un ser humano o animal que comprende la
administracion al ser humano o animal de un miembro de union, por ejemplo, una molécula de anticuerpo que se
une al ED-A de fibronectina, en el que el miembro de unién se conjuga con la molécula.

Un miembro de union para su uso en la invencion puede ser un anticuerpo que se une a la isoforma ED-A de
fibronectina y/o al ED-A de fibronectina, comprendiendo una 0 mas regiones determinantes de complementariedad
(CDR) del anticuerpo H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 o G9. Preferentemente, un miembro de unién para su
uso en la invencién es un anticuerpo que se une a la isoforma ED-A de fibronectina y/o al ED-A de fibronectina,
comprendiendo una o mas regiones determinantes de complementariedad (CDR) del anticuerpo B2, C5, D5, C8, F8,
B7 o G9. Mas preferentemente, un miembro de unién para su uso en la invencién es un anticuerpo que se une a la
isoforma ED-A de fibronectina y/o al ED-A de fibronectina, comprendiendo una o mas regiones determinantes de
complementariedad (CDR) del anticuerpo F8.
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Un miembro de unién para su uso en la divulgaciéon puede comprender un conjunto de CDR de H y/o L del
anticuerpo H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 0 G9, o un conjunto de CDR de H y/o L de anticuerpo H1, B2, C5,
D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 o G9 con diez o menos, por ejemplo uno, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones de
aminoacidos en el conjunto de CDR de H y/o L desvelado. Preferentemente, un miembro de union para su uso en la
divulgacion comprende un conjunto de CDR de H y/o L del anticuerpo B2, C5, D5, C8, F8, B7 o G9 con diez o
menos, por ejemplo uno, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones de aminoacidos en el conjunto de CDR de H y/o L
desvelado. Preferentemente, un miembro de unién para su uso en la divulgacion comprende un conjunto de CDR de
H y/o L del anticuerpo F8 con diez 0 menos, por ejemplo uno, dos, tres, cuatro o cinco, sustituciones de aminoacidos
en el conjunto de CDR de H y/o L desvelado.

Se pueden hacer sustituciones potencialmente en cualquier resto en el conjunto de las CDR, y puede ser en CDR1,
CDR2 y/o CDR3.

Por ejemplo, un miembro de union para su uso en la invencion puede comprender una o mas CDR tal como se
describe en el presente documento, por ejemplo, una CDR3, y opcionalmente también una CDR1 y CDR2 para
formar un conjunto de CDR.

El miembro de unién para su uso en la invencién también puede comprender una molécula de anticuerpo, por
ejemplo, una molécula de anticuerpo humano. El miembro de unién normalmente comprende un dominio VH y/o VL
del anticuerpo. Los dominios VH de miembros de unién también se proporcionan para su uso en la invencion. En
cada uno de los dominios VH y VL hay regiones determinantes de complementariedad, ("CDR") y regiones marco,
("FR"). Un dominio VH comprende un conjunto de HCDR, y un dominio VL comprende un conjunto de LCDR. Una
molécula de anticuerpo puede comprender un dominio VH de anticuerpo que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3
y una regiéon marco de VH. Como alternativa o también puede comprender un dominio VL que comprende una
CDR1, CDR2 y CDR3 y una region marco de VL. Los dominios VH y VL y las CDR de los anticuerpos H1, B2, C5,
D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 y G9 se describen en el presente documento. Todas las secuencias de VH y VL, las
secuencias de CDR, los conjuntos de CDR y los conjuntos de HCDR vy los conjuntos de LCDR desvelados en el
presente documento representan realizaciones de un miembro de unién para su uso en la invencion. Tal como se
describe en el presente documento, un "conjunto de CDR" comprende CDR1, CDR2 y CDR3. Por ende, un conjunto
de HCDR se refiere a la HCDR1, HCDR2 y HCDR3 y un conjunto de LCDR se refiere a la LCDR1, LCDR2 y LCDR3.
Salvo que se indique de otra forma, un “"conjunto de CDR" incluye HCDR y LCDR.

Un miembro de unién para su uso en la invencién puede comprender un dominio VH de anticuerpo que comprende
las regiones determinantes de complementariedad HCDR1, HCDR2 y HCDR3 y una region marco, en el que HCDR1
es la SEQ ID NO: 3, 23, 33, 43, 53, 63, 73, 83, 93, 103 0 113, y en el que de manera opcional HCDR2 es la SEQ ID
NO: 4 y/lo HCDR3 es la SEQ ID NO: 5. Preferentemente, la HCDR1 es la SEQ ID NO: 23, 33, 43, 53, 73, 83 0 103.
Mas preferentemente, la HCDR1 es la SEQ ID NO: 83.

Tipicamente, un dominio de VH se empareja con un dominio VL para proporcionar un sitio de unién a antigeno del
anticuerpo, aunque tal como se trata adicionalmente a continuaciéon, un dominio VH o VL solo se puede usar para la
unién a antigeno. Por ende, un miembro de union para su uso en la invencion puede comprender adicionalmente un
dominio VL que comprende las regiones determinantes de complementariedad LCDR1, LCDR2 y LCDR3 y una
region marco, en el que LCDR1 es la SEQ ID NO: 6, 26, 36, 46, 56, 66, 76, 86, 96, 106 0 116 y en el que LCDR2 es
la SEQ ID NO: 7 y/o LCDRS3 es la SEQ ID NO: 8. Preferentemente, la LCDR1 es la SEQ ID NO: 26, 36, 46, 56, 76,
86 0 106. Mas preferentemente, la LCDRL1 es la SEQ ID NO: 86.

Un miembro de unién para su uso en la invencién puede ser una molécula de anticuerpo aislada para el ED-A de
fibronectina, que comprende un dominio VH y un dominio VL, en el que el dominio VH comprende una region marco
y un conjunto de regiones determinantes de complementariedad HCDR1, HCDR2 y HCDR3 y en el que el dominio
VL comprende las regiones determinantes de complementariedad LCDR1, LCDR2 y LCDR3 y una regién marco, y
en el que

HCDRL1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 3, 23, 33, 43, 53, 63, 73, 83, 93, 103 0 113,
HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4,

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

LCDR1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 6, 26, 36, 46, 56, 66, 76, 86, 96, 106 o0 116;
LCDR?2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 7; y

LCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8.

Una o0 mas CDR o un conjunto de CDR de un anticuerpo se pueden insertar en una regién marco (por ejemplo, una
region marco humana) para proporcionar una molécula de anticuerpo para su uso en la invencion. Las regiones
marco pueden comprender secuencias de segmentos de genes de la linea germinal humana. Por ende, se puede
integrar la linea germinal en la regién marco, en la que uno o mas restos de la region marco se cambian para que
coincidan los restos con la posicién equivalente de la manera mas similar en la regién marco de la linea germinal
humana. Un miembro de unién para su uso en la invencién puede ser una molécula de anticuerpo aislada que tiene
un dominio VH que comprende un conjunto de HCDR en una regién marco de una linea germinal humana, por
ejemplo, DP47. Normalmente, el miembro de unién también tiene un dominio VL que comprende un conjunto de
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LCDR, por ejemplo, en una regién marco de una linea germinal humana. La regiéon marco de la linea germinal
humana del dominio VL puede ser DPK22.

Un dominio VH para su uso en la invencion puede tener la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1, 21, 31, 41, 51,
61, 71, 81,91, 101 o 111. Preferentemente, un dominio VH para su uso en la invencion tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 21,31,41, 51,71,81 o 101. Mas preferentemente, un dominio VH para su uso en la
invencion tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 81. Un dominio VL para su uso en la invencion puede
tener la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2, 22, 32, 42, 52, 62, 72, 82, 92, 102 o 112. Preferentemente, un
dominio VL para su uso en la invencion tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 22, 32, 42, 52, 72, 82 0 102.
Mas preferentemente, un dominio VL para su uso en la invencién tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 82.

Un miembro de unidon para su uso en la invencién puede ser o comprender una Fv de cadena simple (scFv), que
comprende un dominio VH y un dominio VL unidos mediante un enlace peptidico. El experto en la materia podra
seleccionar una longitud y secuencia de enlazador apropiadas, por ejemplo, al menos 5 o 10 aminoacidos de
longitud, hasta aproximadamente 15, 20 o 25 aminoacidos de longitud. El enlazador puede tener la secuencia de
aminoacidos GSSGG (SEQ ID NO: 28). La scFv puede consistir en o comprender la secuencia de aminoacidos SEQ
ID NO: 9.

Una Fv de cadena simple (scFv) puede estar comprendida en una miniinmunoglobulina o inmunoproteina pequefia
(SIP, del inglés small immunoprotein), por ejemplo, tal como se describe en (Li y col., 1997). Una SIP puede
comprender una molécula de scFv fusionada al dominio CH4 de la isoforma IgE-S2 de la IgE secretora humana (es2-
CH4; Batista y col., 1996) formando una molécula de anticuerpo miniinmunoglobulina homodimérica.

Como alternativa, un miembro de unién para su uso en la divulgacién puede comprender un sitio de unién a antigeno
en una molécula de no anticuerpo, normalmente provista de una o mas CDR, por ejemplo, un conjunto de CDR en
una proteina de estructura no de anticuerpo. Los miembros de unién, incluyendo moléculas no de anticuerpo y
anticuerpo, se describen en mas detalle en otra parte en el presente documento.

Un miembro de unién para su uso en la invencion se puede conjugar con una molécula que tenga actividad biocida,
citotéxica inmunosupresora o antiinflamatoria. La interleucina-10 es una molécula ventajosa para la conjugacion con
un miembro de unién de acuerdo con la presente invencion, y es Util en el tratamiento de artritis reumatoide. Por otro
lado, un miembro de unién para su uso en la invencion se puede conjugar con un radoisétopo, una etiqueta
detectable o un fotosensibilizador.

Estos y otros aspectos de la invencion se describen en mas detalle a continuacion.

Breve descripcién de las figuras

La Figura 1 muestra los resultados de la inmunohistoquimica de muestras de artritis humana usando anticuerpos
dirigidos hacia los marcadores de angiogénesis. La tincidn mas oscura indica una fuerte expresion del antigeno,
visualizada mediante flechas blancas. F8 es una molécula de anticuerpo que se une al ED-A, desvelada en el
presente documento, L19 es una molécula de anticuerpo que se une al ED-B (por ejemplo, Pini y col. 1998), F16
y G11 son moléculas de anticuerpo que se unen a los dominios A1 y C de tenascina-C, respectivamente
(documento W0O2006/050834).

La Figura 2 muestra los resultados del analisis de inmunofluorescencia en muestras de artritis humana usando la
molécula de anticuerpo F8 dirigida contra el dominio ED-A de fibronectina. La tincién blanca indica una fuerte
expresion del antigeno.

La figura 3 muestra un alineamiento entre A: el ED-A humano (secuencia superior) y B: el ED-A de ratdon
(secuencia inferior). Los asteriscos indican las posiciones de aminoacidos en las que los aminoacidos del ED-A
humano y el ED-A de ratdn son idénticos.

La Figura 4A muestra la secuencia de nucledtidos de la cadena pesada (VH) del anticuerpo H1 anti-ED-A (SEQ
ID NO: 12). La secuencia de nuclettidos de la CDR1 de cadena pesada del anticuerpo H1 anti-ED-A esta
subrayada. La secuencia de nucleétidos de la CDR2 de cadena pesada del anticuerpo H1 anti-ED-A se muestra
en letras en cursiva y subrayadas. La secuencia de nucleétidos de la CDR3 de cadena pesada de anticuerpo H1
anti-ED-A se muestra en |etras en negrita y subrayadas

La Figura 4B muestra la secuencia de nucleétidos de la secuencia del enlazador del anticuerpo H1 anti-ED-A
(SEQ ID NO: 14).

La Figura 4C muestra la secuencia de nucleétidos de la cadena ligera (VL) del anticuerpo H1 anti-ED-A (SEQ ID
NO: 13). La secuencia de nucledtidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo H1 anti-ED-A esta
subrayada. La secuencia de nucleétidos de la CDR2 de la cadena ligera del anticuerpo H1 anti-ED-A se muestra
en letras en cursiva y subrayadas. La secuencia de nucle6tidos de la CDR3 de la cadena ligera del anticuerpo H1
anti-ED-A se muestra en letras en negrita y subrayadas
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La Figura 5A muestra la secuencia de aminoacido de la cadena pesada (VH) del anticuerpo H1 anti-ED-A (SEQ
ID NO: 1). La secuencia de la CDR1 de la cadena pesada (SEQ ID NO: 3) del anticuerpo H1 anti-ED-A esta
subrayada. La secuencia de la CDR2 de la cadena pesada (SEQ ID NO: 4) del anticuerpo H1 anti-ED-A se
muestra en letras en cursiva y subrayadas. La secuencia de la CDR3 de la cadena pesada (SEQ ID NO: 5) del
anticuerpo H1 anti-ED-A se muestra en letras en negrita v subrayado . La Figura 5B muestra la secuencia de
aminoacidos de la secuencia del enlazador del anticuerpo H1 anti-ED-A (SEQ ID NO: 11).

La Figura 5C muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera (VL) del anticuerpo H1 anti-ED-A (SEQ
ID NO: 2). La secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera (SEQ ID NO: 6) del anticuerpo H1 anti-
ED-A esta subrayada. La secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la cadena ligera (SEQ ID NO: 7) del
anticuerpo H1 anti-ED-A se muestra en letras en cursiva y subrayadas. La secuencia de aminoéacidos de la
CDR3 de la cadena ligera (SEQ ID NO: 8) del anticuerpo H1 anti-ED-A se muestra en letras en negrita vy

subrayadas .

La Figura 6 muestra la secuencia de una construccion de acido nucleico que incluye una secuencia codificante
para F8-IL10. La estructura es HINDIII secuencia de secrecion F8 enlazador (enlazador de 14 aa) (SSSSG)s-
IL10-Parada-Notl, del modo siguiente: un sitio de restriccion de HINDIII esta subrayado, la secuencia que codifica
la sefial de secrecidn esta en cursiva, la secuencia que codifica la VH de F8 esta en negrita tras la secuencia de
sefial de secrecidn, la secuencia que codifica el enlazador de 14 aminoacidos esta en minlsculas, la secuencia
que codifica la VL del F8 estd en negrita tras la secuencia del enlazador de 14 aminoacidos, una secuencia
(SSSSG)s sigue a la secuencia que codifica F8 subrayada y en cursiva, la secuencia que codifica IL-10 esta
doblemente subrayada; la parada esta después en minUsculas, seguida por un sitio de restriccion de NOTI que

esta subrayado.

La Figura 7 muestra la secuencia de aminoacidos de un conjugado de scFv de anticuerpo (F8) con IL-10, que
incluye enlazadores, de estructura: VH-enlazador-VL-enlazador-IL-10. Los dominios VH y VL estan en negrita , el
enlazador de scFv esta en minlsculas, en enlazador entre scFv y IL10 estd en mindsculas y en cursiva, la
secuencia de IL-10 esta subrayada.

La Figura 8 ilustra la clonacidn, expresion y purificaciéon de F8-1L10 y HyHel10-IL10:

la Figura 8a muestra una representacion esquematica de un vector pcDNA3.1 que contiene los elementos de
las proteinas de fusién F8-1L10. El resto de IL10 humana se fusiond al extremo C-terminal del fragmento de
anticuerpo scFv mediante el enlazador de 15 aminoacidos (SSSSG)3. La secuencia de secrecion en el
extremo N-terminal se requiere para la secrecién de proteinas recombinantes.

La Figura 8b muestra los resultados del andlisis SDS-PAGE de proteinas de fusion purificadas: Carril 1,
marcador de peso molecular; carriles 2 y 3, F8-IL10 en condiciones no reductoras y reductoras. Se espera
que la proteina de fusion monomérica tenga un peso molecular de 46 kDa.

La figura 8c muestra un perfil de cromatografia por exclusiéon de tamafio de F8-IL10 purificada (Superdex
200). El pico que eluye a 13 ml de volumen de retencion se corresponde con la forma homodimérica no
covalente de F8-IL10, el pico mas pequefio que eluye a un volumen de retenciéon de 14 ml se corresponde
con la porcién monomérica.

La Figura 8d muestra los resultados de un ensayo de actividad de F8-IL10. La actividad de F8-IL10 se
comparé con la de la IL10 humana recombinante en células MC/9.

TERMINOLOGIA
Fibronectina

Fibronectina es un antigeno sometido a corte y empalme alternativo, y se conoce una serie de isoformas de
fibronectina, tal como se describe en otra parte del presente documento. el Extradominio-A (EDA o ED-A) también se
conoce como ED, repeticion A extra de tipo Ill (EllIA) o EDI. La secuencia del ED-A humano se ha publicado por
Kornblihtt y col. (1984), Nucleic Acids Res. 12, 5853-5868 y Paolella y col. (1988), Nucleic Acids Res. 16, 3545-3557.
La secuencia del ED-A humano también esta disponible en la base de datos SwissProt como los aminoacidos 1631-
1720 (Fibronectina de tipo Il 12; extradominio 2) de la secuencia de aminoacidos depositada con el nimero de
acceso P02751. La secuencia del ED-A de raton esta disponible en la base de datos SwissProt como los
aminoacidos 1721-1810 (Fibronectina tipo Il 13; extradominio 2) de la secuencia de aminoacidos depositada con el
numero de acceso P11276.

La isoforma ED-A de fibronectina (A-FN) contiene el extradominio-A (ED-A). La secuencia de la AFN humana se
puede deducir de la correspondiente secuencia precursora de fibronectina humana que esta disponible en la base de
datos SwissProt con el nimero de acceso P02751. La secuencia de la A-FN de ratén se puede deducir a partir de la
correspondiente secuencia precursora de fibronectina de ratén que esta disponible en la base de datos SwissProt
con el nimero de acceso P11276. La A-FN puede ser la isoforma ED-A humana de fibronectina. El ED-A puede ser
el extradominio-A de la fibronectina humana.
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ED-A es una secuencia de 90 aminoacidos que se inserta en la fibronectina (FN) mediante corte y empalme
alternativo y se localiza entre el dominio 11 y el 12 de la FN (Borsi y col., 1987, J. Cell Biol., 104, 595-600). El ED-A
esta principalmente ausente en la forma de plasma de la FN pero es abundante durante la embriogénesis, la
remodelacion tisular, la fibrosis, el trasplante cardiaco y el crecimiento de tumor soélido.

Corte y empalme alternativo

El corte y empalme alternativo se refiere a la ocurrencia de diferentes patrones de corte y empalme de ADN de un
transcrito primario de ARN para producir diferentes ARNm. Tras la escision de los intrones, la seleccidon puede
determinar qué exones se cortan y empalman juntos para formar el ARNm. El corte y empalme alternativo lleva a la
produccién de diferentes isoformas que contienen diferentes exones y/o diferente nimero de exones. Por ejemplo,
una isoforma puede comprender una secuencia de aminoacidos adicional correspondiente con uno o mas exones,
gue pueden comprender uno 0 mas dominios.

Miembro de unién

Esto describe un miembro de un par de moléculas que se unen entre si. Los miembros de un par de union puede
tener origen natural o ser de origen total o parcialmente sintético. Un miembro del par de moléculas tiene un area en
su superficie, o una cavidad, que se une a y es por tanto complementaria con una organizacion espacial particular y
polar del otro miembro del par de moléculas. Los ejemplos de tipos de pares de unién son antigeno-anticuerpo,
biotina-avidina, hormona-receptor de hormona, receptor-ligando, enzima-sustrato. La presente invencion se refiere a
reacciones de tipo antigeno-anticuerpo.

Un miembro de uniéon normalmente comprende una molécula que tiene un sitio de unién a antigeno. Por ejemplo, un
miembro de unién puede ser una molécula de anticuerpo o una proteina no anticuerpo que comprende un sitio de
unién a antigeno.

Un sitio de union a antigeno se puede proporcionar por medio de la disposicion de las regiones determinantes de
complementariedad (CDR) de proteinas de estructura tales como fibronectina o citocromo B, etc. (Haan y Maggos,
2004; Koide 1998; Nygren 1997), aleatorizando o mutando restos de aminodacidos de un bucle en una proteina de
estructura para conferir especificidad de unién para una diana deseada. Las estructuras para el disefio de nuevos
sitios de unidn en proteinas se han revisado en detalle en Nygren y col. (1997). Las estructuras de proteina para los
imitadores de anticuerpos se desvelan en el documento WO/0034784, en el que los inventores describen proteinas
(imitadores de anticuerpos) que incluyen un dominio de tipo Ill de fibronectina que tiene al menos un bucle
aleatorizado. Una estructura adecuada en la que insertar una o mas CDR, por ejemplo, un conjunto de HCDR, se
puede proporcionar mediante cualquier miembro de dominio de la superfamilia de genes de inmunoglobulina. La
estructura puede ser una proteina humana o no humana. Una ventaja de una proteina de estructura no de
anticuerpo es que puede proporcionar un sitio de unién a antigeno en una molécula de estructura que es mas
pequefia o mas facil de construir que al menos algunas moléculas de anticuerpo. El pequefio tamafio de un miembro
de union puede conferir propiedades fisiolégicas Utiles tales como una capacidad para introducirse en las células,
para penetrar profundamente en tejidos o alcanzar dianas con otras estructuras, o para unirse a cavidades de
proteinas del antigeno diana. El uso de sitios de unién a antigeno en proteinas de estructura no de anticuerpos se
revisa en Wess, 2004. Lo tipico son proteinas que tienen una estructura principal estable y uno o mas bucles
variables, en los que la secuencia de aminoacidos del bucle o de los bucles esta mutada de manera especifica o
aleatorizada para crear un sitio de unién a antigeno que se une al antigeno diana. Tales proteinas incluyen los
dominios de unién a IgG de proteina A de S. aureus, transferrina, tetranectina, fibronectina (por ejemplo, el 10°
dominio de tipo Il de la fibronectina) y lipocalinas. Otras estrategias incluyen "microcuerpos” sintéticos (Selecore
GmbH), que estan basados en ciclotidos - pequefias proteinas que tiene enlaces disulfuro intramoleculares.

Ademas de las secuencias de anticuerpo y/o un sitio de uniéon a antigeno, un miembro de unién para su uso en la
presente invencién puede comprender otros aminoacidos, por ejemplo, que forman un péptido o polipéptido, tales
como un dominio plegado, o para otorgarle a la molécula otra caracteristica funcional ademas de la capacidad para
unirse al antigeno. Los miembros de unién para su uso en la invencion pueden llevar una etiqueta detectable o
pueden conjugarse con una toxina o un resto de direccionamiento o enzima (por ejemplo, mediante un enlace
peptidico o un enlazador). Por ejemplo, un miembro de unién puede comprender un sitio catalitico (por ejemplo, en
un dominio enzimatico) asi como un sitio de unién a antigeno, en el que el sitio de uniéon a antigeno se une al
antigeno y por tanto dirige el sitio catalitico al antigeno. El sitio catalitico puede inhibir la funcién biolégica del
antigeno, por ejemplo, mediante escision.

Aungue, como se ha sefialado, las CDR las pueden llevar estructuras de no anticuerpos, la estructura para llevar
una CDR o un conjunto de CDR serd generalmente una secuencia de cadena pesada o de cadena ligera de
anticuerpo o una porcion sustancial del mismo en el que la CDR o el conjunto de CDR se localiza en una ubicacion
que se corresponde con la CDR o conjunto de CDR de los dominios variables de VH y VL de origen natural
codificados por genes reordenados de inmunoglobulina. Las estructuras y las ubicaciones de los dominios variables
de inmunoglobulina se pueden determinar por referencia a Kabat 1987 y a las actualizaciones del mismo,
actualmente disponibles en internet (en immuno.bme.nwu.edu o buscando "Kabat" usando cualquier buscador).
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Con region CDR o CDR, se pretende indicar las regiones hipervariables de las cadenas pesadas y ligeras de las
inmunoglobulinas tal como se define por Kabat y col. (1987), (Kabat 1991a, y las Ultimas ediciones). Un anticuerpo
tipicamente contiene 3 CDR de cadena pesada y 3 CDR de cadena ligera. El término CDR y su plural se usa en el
presente documento con el fin de indicar, segun el caso, una o varias de estas regiones, o incluso la totalidad de
estas regiones que contienen la mayoria de los restos de aminoacidos responsables de la union por afinidad del
anticuerpo por el antigeno o el epitopo que lo reconoce.

Entre las seis secuencias cortas de CDR, la tercera CDR de la cadena pesada (HCDR3) tiene una mayor
variabilidad de tamafio (mayor diversidad, esencialmente debido a los mecanismos de reordenacion de los genes
que lo originan). Puede ser tan corta como 2 aminoacidos aunque el tamafio mas largo conocido es de 26.
Funcionalmente, HCDR3 desempefia un papel en parte en la determinacion de la especificidad del anticuerpo (Segal
1974; Amit 1986; Chothia 1987; Chothia 1989; Caton 1990; Sharon 1990a; Sharon 1990b; Kabat y col., 1991b).

Molécula de anticuerpo

Esto describe una inmunoglobulina bien natural o bien producida parcial o totalmente de forma sintética. La
expresion también se refiere a cualquier polipéptido o proteina que comprende un sitio de unién a antigeno de
anticuerpo. Se debe entender en el presente documento que la invencién no se refiere a los anticuerpos en la forma
natural, es decir, que no estan en su entorno natural pero que se ha sido capaz de aislarlos u obtenerlos mediante
purificacién a partir de fuentes naturales, o bien se pueden obtener mediante recombinacién genética o mediante
sintesis quimica y que entonces pueden contener aminoacidos no naturales tal como se describird mas adelante.
Los fragmentos de anticuerpo que comprenden un sitio de unién a antigeno incluyen, pero sin limitacién, moléculas
de anticuerpo tales como Fab, Fab’, Fab’-SH, scFv, Fv, dAb, Fd; y diacuerpos.

Es posible tomar anticuerpos monoclonales y otros anticuerpos y usar técnicas de tecnologia de ADN recombinante
para producir otros anticuerpos o moléculas quiméricas que se unen al antigeno diana. Tales técnicas pueden
implicar la introduccién del ADN que codifica la region variable de la inmunoglobulinas, o las CDR, de un anticuerpo
en las regiones constantes, o0 en las regiones constantes mas las regiones marco, de una inmunoglobulina diferente.
Véanse, por ejemplo, los documentos EP-A-184187, GB 2188638A o EP-A-239400, y una gran cantidad de
referencias posteriores. Un hibridoma u otra célula que produce un anticuerpo se puede someter a mutacién
genética u otros cambios, que pueden o no alterar la especificidad de unién de los anticuerpos producidos.

Como los anticuerpos se pueden modificar de una serie de formas, la expresion "molécula de anticuerpo” deberia
interpretarse como que abarca cualquier miembro de unidn o sustancia que tiene un sitio de unién a antigeno de
anticuerpo con la especificidad y/o la unién a antigeno requerida. Por ende, esta expresion abarca fragmentos de
anticuerpo y derivados, incluyendo cualquier polipéptido que comprende un sitio de unién a antigeno de anticuerpo,
tanto si es natural como si es total o parcialmente sintético. Las moléculas quiméricas que comprenden un sitio de
uniéon a antigeno o similar, fusionado con otro polipéptido (por ejemplo, que proviene de otra especie 0 que
pertenece a otra clase o subclase de anticuerpo) por lo tanto se incluyen. La clonacién y expresién de anticuerpos
quiméricos se describe en el documento EP-A-0120694 y en el documento EP-A-0125023 y en una gran cantidad de
referencias posteriores.

Las técnicas adicionales disponibles en la materia de disefio de anticuerpo han hecho posible aislar anticuerpos
humanos y humanizados. Por ejemplo, los hibridomas humanos se pueden preparar tal como se describe por
Kontermann y Dubel (2001). La expresion en fago, otra técnica establecida para generar miembros de union se ha
descrito en detalle en muchas publicaciones tales como el documento W092/01047 (tratado adicionalmente a
continuacién) y las patentes de Estados Unidos US5969108, US5565332, US5733743, US5858657, US5871907,
US5872215, US5885793, US5962255, US6140471, US6172197, US6225447, US6291650, US6492160,
US6521404 y Kontermann y Dubel (2001). Los ratones transgénicos en los que los genes de anticuerpo de ratén
estan inactivados y funcionalmente reemplazados con genes de anticuerpo humano mientras se dejan intactos otros
componentes del sistema inmunitario del ratén, se pueden usar para aislar anticuerpos humanos (Mendez, 1997).

Las moléculas de anticuerpo sintéticas se pueden crear mediante expresion a partir de genes generados por medio
de oligonucledtidos sintetizados y ensamblados en vectores de expresion adecuados, por ejemplo tal como se
describe en Knappik y col. (2000) o Krebs y col. (2001).

Se ha demostrado que los fragmentos de un anticuerpo completo pueden realizar la funcién de unirse a antigenos.
Los ejemplos de fragmentos de unidn son (i) el fragmento Fab que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; (ii) el
fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; (iii) el fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de
un Unico anticuerpo; (iv) el fragmento dAb (Ward 1989; McCafferty 1990; Holt 2003), que cosiste en un dominio VH o
en un dominio VL; (v) regiones CDR aisladas; (vi) fragmentos F(ab’)2, un fragmento bivalente que comprende dos
fragmentos Fab enlazados (vii) moléculas Fv de cadena simple (scFv), en las que un dominio VH y un dominio VL se
enlazan mediante un enlace peptidico que permite que los dos dominios se asocien para formar un sitio de unién a
antigeno (Bird 1988; Huston 1988); (viii) dimeros de Fv biespecificos de cadena simple (PCT/US92/09965) y (ix)
"diacuerpos", fragmentos multivalentes o multiespecificos construidos por fusién génica (documento W094/13804;
Holliger 1993a). Las moléculas de Fv, scFv o diacuerpo se pueden estabilizar mediante la incorporacion de puentes
disulfuro que enlazan los dominios VH y VL (Reiter 1996). Los minicuerpos que comprenden una scFv unida a un
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dominio CH3 también se pueden preparar (Hu 1996). Otros ejemplos de fragmentos de unién son Fab’, que difiere
de los fragmentos Fab mediante la adiciéon de unos pocos restos en el extremo carboxilo del dominio CH1 de la
cadena pesada, que incluye una o mas cisteinas de la region bisagra del anticuerpo, y Fab’-SH, que es un fragmento
Fab’ en el que el (los) resto(s) de cisteina de los dominios constantes llevan un grupo tiol libre.

Los fragmentos de anticuerpo para su uso en la invencién se pueden obtener comenzando a partir de cualquiera de
las moléculas de anticuerpo descritas en el presente documento, por ejemplo, moléculas de anticuerpo que
comprenden los dominios VH y/o VL o las CDR de cualquiera de los anticuerpos descritos en el presente
documento, mediante procedimientos tales como digestién por enzimas, tales como pepsina o papaina y/o mediante
escisién de los puentes disulfuro mediante reduccién quimica. De otra manera, los fragmentos de anticuerpo de la
presente invencion se pueden obtener mediante técnicas de recombinacion genética igualmente bien conocidas por
el experto en la materia o bien mediante sintesis de péptidos por medio de, por ejemplo, sintetizadores automaticos
de péptidos tales como los suministrados por la compaiiia Applied Biosystems, etc., 0 mediante sintesis y expresion
de &cido nucleico.

Los fragmentos funcionales de anticuerpo de acuerdo con la presente invencién incluyen cualquier fragmento
funcional cuya semivida se aumenta mediante una modificacion quimica, especialmente mediante PEGilacion o
mediante incorporacién en un liposoma.

Un dAb (anticuerpo de dominio) es un pequefio fragmento monomérico de unién a antigeno de un anticuerpo, a
saber la regién variable de una cadena pesada o una cadena ligera de un anticuerpo (Holt 2003). Los dAb de VH se
dan de manera natural en camélidos (por ejemplo, camello, llama) y se pueden producir inmunizando a un camélido
con un antigeno diana, aislando linfocitos B especificos de antigeno y clonando directamente los genes dAb a partir
de linfocitos B individuales. Los dAb también son producibles en cultivo celular. Su pequefio tamafio, su buena
solubilidad y su estabilidad a temperaturas los hace particular y fisiolégicamente Utiles y adecuados para la seleccion
y maduracion de la afinidad. Un miembro de union de la presente divulgacion puede ser un dAb que comprende un
dominio VH o VL sustancialmente como se establece en el presente documento, o un dominio VH o VL que
comprende un conjunto de CDR sustancialmente como se establece en el presente documento.

Tal como se usa en el presente documento, la frase "sustancialmente como se establece" se refiere a que la(s)
caracteristica(s) de las CDR relevantes del dominio VH o VL de los miembros de unién descritos en el presente
documento seran o bien idénticas o altamente similares a las regiones especificadas en las que la secuencia se
establece en el presente documento. Tal como se describe en el presente documento, la frase "altamente similar"
con respecto a la(s) region(es) especificada(s) de uno o mas dominios variables, contempla que desde 1 hasta
aproximadamente 5, por ejemplo de 1 a 4, incluyendo 1 a 3, 0 1 0 2 0 3 0 4, sustituciones de aminoacidos se pueden
hacer en la CDR y/o en el dominio VH o VL.

Los anticuerpos biespecificos o bifuncionales forman una segunda generacién de anticuerpos monoclonales en la
que dos regiones variables diferentes se combinan en la misma molécula (Holliger 1999). Su uso se ha demostrado
tanto en el campo de diagndstico como en el campo de terapia a partir de su capacidad para reclutar nuevas
funciones efectoras o para dirigirse a varias moléculas en la superficie de células tumorales. Cuando se van a usar
anticuerpos biespecificos, estos pueden ser anticuerpos biespecificos convencionales, que se pueden fabricar de
una variedad de formas (Holliger 1993b), por ejemplo, quimicamente preparadas o a partir de hibridomas hibridos, o
puede ser cualquiera de los fragmentos de anticuerpos bioespecifcios mencionados anteriormente. Estos
anticuerpos se pueden obtener mediante procedimientos quimicos (Glennie 1987; Repp 1995) o procedimientos
somaticos (Staerz 1986; Suresh 1986) pero igualmente mediante técnicas de ingenieria genética que permiten que
se fuerce la heterodimerizacion y por tanto se facilite el proceso de purificacion del anticuerpo buscado (Merchand
1998). Los ejemplos de anticuerpos biespecificos incluyen los de tecnologia BITE™ en los que los dominios de unién
de dos anticuerpos con diferente especificidad se pueden usar y enlazar directamente mediante péptidos cortos
flexibles. Esto combina dos anticuerpos en una Unica cadena de polipéptidos corta. Los diacuerpos y la scFv se
pueden construir sin una region Fc, usando solamente dominios variables, que potencialmente reducen los efectos
de la reaccion antiidiotipica.

Los anticuerpos biespecificos se pueden construir como una IgG entera, como Fab’2 biespecifica, como Fab’PEG,
como diacuerpos o bien como scFv biespecificos. Adicionalmente, se pueden enlazar dos anticuerpos biespecificos
usando procedimientos habituales conocidos en la materia para formar anticuerpos tetravalentes.

Los diacuerpos biespecificos, a diferencia de los anticuerpos biespecificos completos, también pueden ser
particularmente Utiles porque se pueden construir y expresar facilmente en E.coli. Los diacuerpos (y muchos otros
polipéptidos tales como fragmentos de anticuerpo) de especificidades de union apropiada se pueden seleccionar
facilmente usando la expresion en fago (documento W094/13804) de las bibliotecas. Si un brazo del diacuerpo se
mantiene constante, por ejemplo, con una especificidad dirigida contra un anticuerpo diana, entonces se puede
generar una biblioteca en la que el otro brazo varia y se selecciona un anticuerpo de especificidad apropiada. Los
anticuerpos biespecificos completos se pueden generar mediante procedimientos de disefio alternativos tal como se
describe en Ridgeway 1996.

En la materia estan disponibles diversos procedimientos para obtener anticuerpos frente a un antigeno diana. Los
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anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales, especialmente de origen humano, murino, quimérico o
humanizado, que se pueden obtener de acuerdo con los procedimientos convencionales bien conocidos por el
experto en la materia.

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

Los anticuerpos monoclonales se pueden obtener, por ejemplo, a partir de una célula animal inmunizada frente a A-
FN o uno de sus fragmentos que contienen el epitopo reconocido mediante dichos anticuerpos monoclonales, por
ejemplo, un fragmento que comprende o que consiste en el ED-A, o un fragmento de péptido del ED-A. El A-FN, o
uno de sus fragmentos, se puede producir de manera especifica de acuerdo con los procedimientos comunes de
trabajo, mediante recombinacién genética comenzando con una secuencia de acido nucleico contenida en la
secuencia de ADNc codificada por A-FN o un fragmento del mismo, por sintesis de péptidos comenzando a partir de
una secuencia de aminoacidos comprendida en la secuencia de péptidos de A-FN y/o un fragmento del mismo.

Los anticuerpos monoclonales pueden, por ejemplo, purificarse en una columna de afinidad en la que A-FN o uno de
sus fragmentos que contienen el epitopo reconocido por dichos anticuerpos monoclonales, por ejemplo, un
fragmento que comprende o que consiste en el ED-A o un fragmento del ED-A, se ha inmovilizado previamente. Los
anticuerpos monoclonales se pueden purificar mediante cromatografia en proteina A y/o G, seguido o no por
cromatografia de intercambio i6nico enfocada a eliminar los contaminantes proteicos residuales asi como el ADN y
el LPS, en si, seguido o no por cromatografia de exclusion en gel de sefarosa con el fin de eliminar los posibles
agregados debido a la presencia de dimeros o de otros multimeros. El conjunto de estas técnicas se puede usar de
manera simultanea o de manera sucesiva.

Sitio de unién a antigeno

Esto describe la parte de una molécula que se une a y es complementaria a todos o parte del antigeno diana. En
una molécula de anticuerpo se refiere como el sitio de unién a antigeno de anticuerpo, y comprende la parte del
anticuerpo que se une a y que es complementaria con todos o parte del antigeno diana. Cuando un antigeno es
grande, un anticuerpo solo puede unirse a una parte determinada del antigeno, cuya parte se denomina un epitopo.
Un sitio de unién a antigeno se puede proporcionar mediante uno o mas dominios variables del anticuerpo. Un sitio
de unién a antigeno de anticuerpo puede comprender una region variable de cadena ligera (VL) y una region
variable de cadena pesada (VH).

Aislado

Esto se refiere al estado en el que los miembros de unién para su uso en la invencion o el acido nucleico que
codifica tales miembros de unién, estara generalmente de acuerdo con la presente invenciéon. Por ende, los
miembros de unién, los dominios VH y/o VL de la presente invencién se pueden proporcionar aislados y/o
purificados, por ejemplo, a partir de su entorno natural, de forma sustancialmente pura u homogénea, o, en el caso
de &cido nucleico, libre o sustancialmente libre de acido nucleico o genes de origen distinto al de la secuencia que
codifica un polipéptido con la funcién requerida. Los miembros aislados y el acido nucleico aislado estara libre o
sustancialmente libre de material con el que se asocian de manera natural tal como otros polipéptidos o acidos
nucleicos con los que se encuentran en su entorno natural, o el entorno en el que se preparar (por ejemplo, cultivo
celular) cuando tal preparacioén se realiza in vitro o in vivo mediante tecnologia del ADN recombinante. Los miembros
y el acido nucleico se pueden formular con diluyentes o adyuvantes y, aun con fines practicos, se pueden aislar - por
ejemplo los miembros normalmente se mezclaran con gelatina u otros vehiculos si se usan para recubrir placas de
microtitulacién para su uso en inmunoensayos, 0 se mezclaran con vehiculos o diluyentes farmacéuticamente
aceptables cuando se usan en diagnostico o en terapia. Los miembros de unién se pueden glicosilar, bien de
manera natural o mediante sistemas de células eucariotas heterélogas (por ejemplo, células CHO o NSO (ECACC
85110503), o pueden estar (por ejemplo si se producen mediante la expresion en una célula procariota) sin glicosilar.

Las preparaciones heterogéneas que comprenden moléculas de anticuerpo también se pueden usar en la invencion.
Por ejemplo, tales preparaciones pueden ser mezclas de anticuerpos con cadenas pesadas de longitud completa y
cadenas pesadas que carecen de lisina en el extremo C-terminal, con diversos grados de glicosilacion y/o con
aminoéacidos derivados, tales como ciclizacién de un acido glutamico en el extremo N-terminal para formar un resto
de acido piroglutamico.

Uno o mas miembros de unioén para un antigeno, por ejemplo el A-FN o el ED-A de fibronectina, se pueden obtener
poniendo en contacto una biblioteca de miembros de unién de acuerdo con la invencién y el antigeno o el fragmento
del mismo, por ejemplo, un fragmento que comprende o consiste en el ED-A o un fragmento de péptido del ED-A y
seleccionando uno o mas miembros de unién de la biblioteca capaces de unirse al antigeno.

Se puede explorar una biblioteca de anticuerpos usando la exploracién iterativa de colonias en filtros (ICFS, del
inglés lterative Colony Filter Screening). En la ICFS, las bacterias que contienen el ADN que codifica varias
especificidades de unién se cultiva en medio liquido y, una vez se ha alcanzado la etapa de crecimiento exponencial,
algunos miles de millones de ellos se distribuyen en un soporte de crecimiento que consiste en un filtro de
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membrana pretratado de manera adecuada que se incuba hasta que aparecen colonias de bacterias completamente
confluentes. Un segundo sustrato trampa consiste en otro filtro de membrana, prehumidificado y recubierto con el
antigeno deseado.

El filtro de membrana trampa se colocan entonces en una placa que contiene un medio de cultivo adecuado y se
recubre con el filtro de crecimiento con la superficie recubierta con colonias bacterianas apuntando hacia arriba. El
sandwich obtenido entonces se incuba a temperatura ambiente durante aproximadamente 16 horas. Es, por tanto,
posible obtener la expresion de los genes que codifican fragmentos scFv de anticuerpo que tienen una accién
expansiva, de manera que aquellos fragmentos que se unen de manera especifica con el antigeno que esta
presente en la membrana de la trampa quedan atrapados. La membrana de trampa entonces se trata para sefalar
los fragmentos scFv de anticuerpo unidos con técnicas colorimétricas comunmente usadas para este fin.

La posicion de las manchas coloreadas en el filtro de trampa permite volver a las correspondientes colonias
bacterianas que estan presentes en la membrana de crecimiento y producir los fragmentos de anticuerpo atrapados.
Tales colonias se recolectan y se cultivan y las bacterias, unos pocos millones de ellas, se distribuyen en una nueva
membrana de cultivo repitiendo los procedimientos descritos anteriormente. Los ciclos analogos se llevan a cabo
entonces hasta que las sefiales positivas en la membrana de la trampa se corresponden con colonias positivas
Unicas, cada una de las cuales representa una posible fuente de fragmentos de anticuerpo monoclonal dirigidos
contra el antigeno usado en la seleccion. la ICFS se describe por ejemplo en el documento WO0246455.

Una biblioteca también se puede expresar en particulas o complejos moleculares, por ejemplo, paquetes genéticos
replicables tales como particulas de bacteriéfago (por ejemplo, T7), u otros sistemas de expresion in vitro,
conteniendo cada particula o complejo molecular acido nucleico que codifica el dominio variable VH de anticuerpo
expresado en él, y opcionalmente también un dominio VL expresado si esta presente. La expresion en fago se
describe en el documento W092/01047, y por ejemplo en las patentes de Estados Unidos US5969108, US5565332,
US5733743, US5858657, US5871907, US5872215, US5885793, US5962255, US6140471, US6172197,
US6225447, US6291650, US6492160 y US6521404.

Tras la seleccion de los miembros de unién capaces de unirse al antigeno y expresados en el bacteriéfago u otras
particulas o complejos moleculares de la biblioteca, el acido nucleico se puede tomar a partir de un bacteriéfago u
otra particula o complejo molecular que expresa un dicho miembro de unién seleccionado. Tal acido nucleico se
puede usar en la posterior produccién de un miembro de unién o un dominio variable VH o VL de anticuerpo
mediante la expresion a partir de acido nucleico con la secuencia de acido nucleico tomada de un bacteriéfago u otra
particula o complejo molecular que expresa un dicho miembro de union seleccionado.

Un dominio variable VH de anticuerpo con la secuencia de aminoacidos de un dominio variable VH de anticuerpo de
un dicho miembro de unién seleccionado se puede proporcionar de forma aislada, como puede ser un miembro de
unién que comprende tal dominio VH.

La capacidad para unirse a A-FN o al ED-A de la fibronectina u otro antigeno diana o isoforma se puede ensayar
adicionalmente, por ejemplo, la capacidad para competir con, por ejemplo, uno cualquiera de los anticuerpos anti-
ED-A H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 0 G9 por la unién a A-FN o a un fragmento del A-FN, por ejemplo, el
ED-A de fibronectina.

Un miembro de unién para su uso en la invencion se puede unir al A-FN y/o al ED-A de fibronectina de manera
especifica. Un miembro de unién de la presente invencién se puede unir al A-FN y/o al ED-A de fibronectina con la
misma afinidad que el anticuerpo anti-ED-A H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 o G9, por ejemplo en formato
scFv o con una afinidad que es mejor. Un miembro de unién para su uso en la invencion se puede unir al A-FN y/o al
ED-A de fibronectina con una Kp de 3 x 108 M o una afinidad que es mejor. Preferentemente, un miembro de unién
para su uso en la invencion se una al A-FN y/o al ED-A de fibronectina con una Kp de 2 x 10® M o una afinidad que
es mejor. Mas preferentemente, un miembro de unidén para su uso en la invencion se una al A-FN y/o al ED-A de
fibronectina con una Kp de 1,7 x 10® M o una afinidad que es mejor. Ain mas preferentemente, un miembro de
unioén para su uso en la invencion se una al A-FN y/o al ED-A de fibronectina con una Kp de 1,4 x 10 M o una
afinidad que es mejor. Mas preferentemente, un miembro de unién para su uso en la invencién se una al A-FN y/o al
ED-A de fibronectina con una Kp de 3 x 10 M o una afinidad que es mejor.

Un miembro de uniéon de la presente invencion se puede unir al mismo epitopo en A-FN y/o al ED-A de fibronectina
como el anticuerpo anti-ED-A H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 o0 G9.

Un miembro de unién para su uso en la invencion no puede presentar cualquier union significativa a moléculas que
no sean el AFN y/o el ED-A de fibronectina. En particular, el miembro de unién no se puede unir a otras isoformas de
fibronectina, por ejemplo a la isoforma ED-B y/o a la isoforma IIICS de la fibronectina.

Las variantes de moléculas de anticuerpo desveladas en el presente documento se pueden producir y usar en la
presente divulgacion. Las técnicas requeridas para hacer sustituciones en las secuencias de aminoacidos de las
CDR, los dominios VH o VL del anticuerpo y los miembros de uniéon generalmente estan disponibles en la materia.
Las secuencias de variante se pueden hacer, con sustituciones que se pueden o no predecir que tienen un efecto
minimo o beneficioso en la actividad, y ensayar la capacidad para unirse al A-FN y/o al ED-A de fibronectina y/o para
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cualquier otra propiedad deseada.

Las variantes de secuencia de aminoacido del dominio variable de cualquiera de los dominios VH y VL cuyas
secuencias se desvelan de manera especifica en el presente documento se pueden emplear de acuerdo con la
presente divulgacion, tal como se trata. Las variantes particulares pueden incluir una o mas alteraciones en la
secuencia de aminoéacidos (adicion, delecion, sustitucion y/o insercion de un resto de aminoacido), puede ser menos
de aproximadamente 20 alteraciones, menos de aproximadamente 15 alteraciones, menos de aproximadamente 10
alteraciones o menos de aproximadamente 5 alteraciones, quizas 5, 4, 3, 2 0 1. Las alteraciones se pueden hacer en
una o mas regiones marco y/o una o mas CDR. Las alteraciones normalmente no dan como resultado la pérdida de
funcién, de manera que un miembro de uniéon que comprende una secuencia de aminoacidos alterada de ese modo
puede mantener la capacidad de unirse a A-FN y/o al ED-A de fibronectina. Por ejemplo, puede mantener la misma
unién cuantitativa que un miembro de union en el que la alteracion no se produce, por ejemplo tal como se mide en
un ensayo descrito en el presente documento. El miembro de unién que comprende una secuencia de aminoacidos
alterada de este modo puede tener una capacidad mejorada para unirse a A-FN y/o al ED-A de fibronectina.

Las nuevas regiones VH o VL que llevan secuencias derivadas de CDR para su uso en la divulgacion se pueden
generar usando mutagénesis aleatorizada de uno o mas genes de VH y/o VL seleccionados para generar
mutaciones en todo el dominio variable. En algunas divulgaciones se hacen una o dos sustituciones de aminoacidos
en todo el dominio variable o conjunto de CDR. Otro procedimiento que se puede usar es dirigir la mutagénesis a
regiones CDR de los genes de VH o VL.

Como se ha indicado anteriormente, una secuencia de aminoacidos de CDR sustancialmente como la expuesta en
el presente documento se puede llevar como una CDR en un dominio variable de anticuerpo humano o una porcién
sustancial del mismo. Las secuencias de HCDRS3 sustancialmente como las expuestas en el presente documento
representa realizaciones de la presente invencion y, por ejemplo, cada una de ellas se puede llevar como una
HCDRS3 en un dominio variable de cadena pesada humana o una porcién sustancial del mismo.

Los dominios variables empleados en la invencién se pueden obtener o derivad de cualquier linea germinal o
dominio variable humano reordenado, o puede ser un dominio variable sintético basado en consenso o en
secuencias reales de dominios variables humanos conocidos. Un dominio variable puede provenir de un anticuerpo
no humano. Una secuencia de CDR para su uso en la invencion (por ejemplo CDR3) se puede introducir en un
repertorio de dominios variables que carecen de una CDR (por ejemplo, CDR3) usando la tecnologia del ADN
recombinante. Por ejemplo, Marks y col. (1992) describen procedimientos de produccion de repertorios de dominios
variables de anticuerpo en los que los cebadores consenso dirigidos a o adyacentes al extremo 5’ de la superficie del
dominio variable se usan junto con los cebadores consenso para la tercera regién marco de los genes VH humanos
para proporcionar un repertorio de dominios variables VH que carecen de una CDR3. Marks y col. describen
adicionalmente como este repertorio se puede combinar con una CDR3 de un anticuerpo particular. Usando técnicas
analogas, las secuencias derivadas de CDR3 de la presente invencién se pueden barajar con repertorios de
dominios VH o VL que carecen de una CDR3, y los dominios VH o VL completos barajados combinados con un
dominio VL o VH afin para proporcionar miembros de unién para su uso en la invencién. El repertorio se puede
expresar después en un sistema de hospedador adecuado tal como el sistema de expresion en fago del documento
W092/01047 o cualquiera de una gran cantidad de referencias posteriores, incluyendo Kay, Winter y McCafferty
(1996), de manera que los miembros de uniéon adecuados se pueden seleccionar. Un repertorio puede consistir en
cualquier cosa a partir de 10* miembros individuales en adelante, por ejemplo, al menos 10%, al menos 108, al menos
107, al menos 108, al menos 10° o al menos 10° miembros.

De forma andaloga, una o mas, o todas las tres CDR se pueden insertar en un repertorio de dominios VH o VL que se
seleccionan entonces para un miembro de unién o miembros de unién para el A-FN y/o el ED-A de fibronectina.

Una o mas de la HCDR1, HCDR2 y HCDR3 del anticuerpo H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 o G9, o el
conjunto de HCDR se pueden emplear, y/o una o méas de las X LCDR1, LCDR2 y LCDR3 del anticuerpo H1, B2, C5,
D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 0 G9 o el conjunto de LCDR del anticuerpo H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 0 G9
se pueden emplear.

De forma andloga, otros dominios de VH y VL, conjuntos de CDR y conjuntos de HCDR y/o conjuntos de LCDR
desvelados en el presente documento se pueden emplear.

El A-FN y/o el ED-A de fibronectina se puede usar en una seleccion para miembros de unién, por ejemplo, moléculas
de anticuerpo, para su uso en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de artritis reumatoide. La
seleccién puede ser una seleccion de un repertorio tal como se desvela en otra parte del presente documento.

Una porcién sustancial de un dominio variable de inmunoglobulina puede comprender al menos las tres regiones
CDR, junto con sus regiones marco de intervencién. La porcion también puede incluir al menos aproximadamente el
50 % de cualquiera o ambos de la primera y cuarta regiones marco, siendo el 50 % el 50 % del C-terminal de la
primera regién marco y el 50 % del N.terminal de la cuarta regiéon marco. Los restos adicionales en el extremo N-
terminal o C-terminal de la parte sustancial del dominio variable pueden ser aquellos normalmente asociados con
regiones de dominio variable de origen natural. Por ejemplo, la construccion de miembros de unién de la presente
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invencion hecha mediante técnicas de ADN recombinante puede dar como resultado la introduccién de restos de N-
terminal o C-terminal codificados por enlazadores introducidos para facilitar la clonacién u otras etapas de
manipulacion. Otras etapas de manipulacion incluyen la introduccién de enlazadores para unir los dominios variables
desvelados en otra parte en el presente documento a secuencias de proteina adicionales que incluyen las regiones
constantes del anticuerpo, otros dominios variables (por ejemplo en la produccién de diacuerpos) o etiquetas
detectables/funcionales tal como se trata en mas detalle en alguna parte del presente documento.

Aungue los miembros de uniéon pueden comprender un par de dominios VH y VL, los Unicos dominios de unién
basados bien en las secuencias de dominio de VH o VL también se pueden usar en la divulgacion. Es sabido que los
dominios simples de inmunoglobulinas, especialmente los dominios VH, son capaces de unirse a antigenos diana de
una manera especifica. Por ejemplo, véase el tratamiento de los dAbs anterior.

En el caso de cualquiera de los dominios simples de unién, estos dominios se pueden usar para explorar dominios
complementarios capaces de formar un miembro de unién de dos dominios capaz de unirse al A-FN y/o al ED-A de
fibronectina. Esto se puede lograr mediante procedimientos de exploracion de expresion en fago que usan el, asi
llamado, enfoque combinatorio doble jerarquico tal como se desvela en el documento W092/01047, en el que una
colonia individual que contiene bien un clon de cadena H o de L se usa para infectar una biblioteca completa de
clones que codifican la otra cadena (L o H) y el miembro de unién de cadena doble resultante se selecciona de
acuerdo con las técnicas de expresion en fago tales como las descritas en esa referencia. Esta técnica también se
desvela en Marks 1992.

Los miembros de unién para su uso en la presente invencién pueden comprender adicionalmente regiones
constantes de anticuerpos o partes de las mismas, por ejemplo, regiones constantes de anticuerpos humanos o
partes de las mismas. Por ejemplo, se puede unir un dominio VL en su extremo C-terminal a los dominios constantes
de la cadena ligera del anticuerpo que incluyen las cadenas Ck o CA, por ejemplo CA. De forma anéaloga, un
miembro de union basado en un dominio VH se puede unir en su extremo C-terminal a toda o parte (por ejemplo, un
dominio CH1) de una cadena pesada de inmunoglobulina que proviene de cualquier isotipo de anticuerpo, por
ejemplo, 1gG, IgA, IgE e IgM y cualquiera de las subclases del isotipo, particularmente IgG1 y IgG4. Cualquier
variante sintética u otra regién constante que tenga estas propiedades y estabilice regiones variables es también (til
en las realizaciones de la presente invencion.

Los miembros de unién para su uso en la invencién se pueden etiquetar con una etiqueta detectable o funcional.
Una etiqueta puede ser cualquier molécula que produce o que puede inducir la produccién de una sefial, incluyendo
pero sin limitarse a fluorescentes, radiomarcadores, enzimas, quimioluminiscentes o fotosensibilizadores. Por ende,
la union se puede detectar y/o medir mediante la deteccion de fluorescencia o luminiscencia, radiactividad, actividad
enzimatica o absorbancia de luz. Las etiquetas detectables se pueden unir a anticuerpos para su uso en la invencion
usando quimica convencional conocida en la materia.

Existen numerosos procedimientos mediante los cuales la etiqueta puede producir una sefial detectable por medios
externos, por ejemplo, mediante examen visual, radiacion electromagnética, calor y reactivos quimicos. La etiqueta
también se puede unir a otro miembro de unién que se une al anticuerpo para su uso en la invencién o a un soporte.

Los miembros de unién etiquetados, por ejemplo, scFv etiquetado con una etiqueta detectable, se puede usar para
diagndstico in vivo, ex vivo o in vitro y/o para terapia.

Por ejemplo, los miembros de union radiomarcados (por ejemplo, miembros de unién conjugados con un
radioisotopo) se pueden usar en radiodiagnoéstico y radioterapia. Los radiois6topos que se pueden conjugar con un
miembro de unién para su uso en la invencién incluyen is6topos tales como %4MTc, %°™Tc, 18Re, 88Re, 203Ph, 67Ga,
68Ga 47SC 111|n 97Ru 62Cu 64Cu 86Y 88Y QOY 121Sn 161Tb 1538m 166HO lOSRh 177Lu 123| 124| 125|y131|.

Por ejemplo, se puede usar un miembro de unién para su uso en la divulgaciéon etiquetado con una etiqueta
detectable para detectar, diagnosticar o controlar la artritis reumatoide en un ser humano o animal.

Un miembro de unién de la presente divulgacion se puede usar para la fabricacién de un producto de diagnéstico
para su uso en el diagnéstico de artritis reumatoide.

La presente divulgacion proporciona un procedimiento de deteccion o de diagndstico de artritis reumatoide en un ser
humano o animal que comprende:

(a) administrar al ser humano o animal un miembro de unién de la presente invencion, por ejemplo, etiquetado
con una etiqueta detectable, que se une a la isoforma ED-A de fibronectina y/o al ED-A de fibronectina 'y

(b) determinar la presencia o ausencia del miembro de unién en la neovasculatura del cuerpo humano o del
animal;

en el que la localizacion del miembro de unién en la neovasculatura en el ser humano o animal es indicativa de la
presencia de artritis reumatoide.

Cuando el miembro de union se etiqueta con una etiqueta detectable, la presencia o ausencia de la etiqueta
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detectable se puede determinar mediante deteccién de la etiqueta.

En la presente invencion se puede emplear un conjugado o fusion entre un miembro de unién para su uso en la
invencion y una molécula que ejerce un efecto biocida, inmunosupresor citotoxico o antiinflamatorio en células diana
en las lesiones y un anticuerpo dirigido contra un componente de la matriz extracelular que esta presente en tales
lesiones. Por ejemplo, la molécula conjugada puede ser, entre otras, interleucina-10, un antiinflamatorio u otro
farmaco, un fotosensibilizador o un radionucleido. Tales conjugados se pueden usar de manera terapéutica, por
ejemplo, para el tratamiento de artritis reumatoide tal como se menciona en el presente documento.

La produccién y el uso de fusiones o conjugados de miembros de unién con moléculas biocidas o citotoxicas se
describe por ejemplo en el documento W0O01/62298.

La invencién proporciona un procedimiento de tratamiento de artritis reumatoide, comprendiendo el procedimiento la
administracion a un individuo de una cantidad terapéuticamente eficaz de un medicamento que comprende un
miembro de unién para su uso en la invencion.

El miembro de unién puede ser un conjugado de (i) una molécula que ejerce un efecto antiinflamatorio en células
diana mediante interaccion celular, una molécula antiinflamatoria, IL-10, TGF beta u otro farmaco y (ii) un miembro
de unién para la isoforma ED-A de fibronectina y/o el ED-A de fibronectina.

El miembro de unidon puede ser un conjugado de (i) una molécula que ejerce un efecto inmunosupresor o
antiinflamatorio y (ii) un miembro de unién para la isoforma ED-A de fibronectina y/o el ED-A de fibronectina.

El miembro de unién puede ser un conjugado de (i) interleucina-10 (IL10) o TGF beta y (ii) un miembro de unién para
la isoforma ED-A de fibronectina y/o el ED-A de fibronectina. Tal miembro de unién es util en aspectos de la
invencion desvelados en el presente documento referidos al tratamiento de la artritis reumatoide.

La invencién proporciona el uso de un miembro de unién para su uso en la invencion para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de artritis reumatoide.

El miembro de unién puede ser un conjugado o una fusion a una molécula que ejerce un efecto biocida, citotéxico,
inmunosupresor o antiinflamatorio tal como se describe en el presente documento. EI miembro de unién puede ser
un conjugado de (i) una molécula que ejerce un efecto biocida o citotéxico en células diana mediante interaccion
molecular o tiene un efecto inmunosupresor o antiinflamatorio y (ii) un miembro de unién para la fibronectina humana
de acuerdo con la presente invencion.

También se describe en el presente documento un conjugado de (i) una molécula que ejerce un efecto biocida o
citotéxico en células diana mediante interaccién celular, o un efecto inmunosupresor o antiinflamatorio y (ii) un
miembro de unién para la fibronectina humana segun para su uso en la presente invencién. Tal conjugado
preferentemente comprende una proteina de fusion que comprende la molécula biocida, citotéxica, inmunosupresora
o antiinflamatoria y un dicho miembro de union, o, cuando el miembro de unién es de cadena doble o de cadena
multiple, una proteina de fusién que comprende la molécula biocida, citotéxica, inmunosupresora o antiinflamatoria y
un componente de cadena polipeptidica de dicho miembro de union. Preferentemente, el miembro de unién es un
polipéptido de cadena simple, por ejemplo, una molécula de anticuerpo de cadena simple, tal como scFv.

Se puede usar en la invencién una proteina de fusibn que comprende la molécula inmunosupresora o
antiinflamatoria y una molécula de anticuerpo Fv de cadena simple.

La molécula inmunosupresora o antiinflamatoria que ejerce su efecto en células diana mediante interaccion celular,
puede interaccionar directamente con las células diana, puede interaccionar con un receptor de union a membrana
en la célula diana o alterar el potencial electroquimico de la membrana celular. En una realizacion ejemplar preferida
la molécula es IL-10.

Tal como se trata adicionalmente a continuacién, el miembro de unién especifico es preferentemente un anticuerpo o
comprende un sitio de unién a antigeno de anticuerpo. Convenientemente, el miembro de unién especifico puede ser
un polipéptido de cadena simple, tal como un anticuerpo de cadena simple. Esto permite la produccién conveniente
de una proteina de fusibn que comprende anticuerpo de cadena simple y molécula inmunosupresora o
antiinflamatoria (por ejemplo, interleucina-10 o TGF beta). Se puede proporcionar un sitio de unién a antigeno por
medio de la asociacion de un dominio VH de anticuerpo y un dominio VL de anticuerpo en polipéptidos separados,
por ejemplo, en un anticuerpo completo o en un fragmento de anticuerpo tal como Fab o diacuerpo. Cuando el
miembro de unién especifica es una molécula de cadena doble o de cadena muiiltiple (por ejemplo, Fab o el
anticuerpo completo, respectivamente), la molécula inmunosupresora o antiinflamatoria se puede conjugar como un
polipéptido de fusién con una o mas cadenas de polipéptidos en el miembro de unién especifica.

El miembro de union se puede conjugar con la molécula inmunosupresora o antiinflamatoria por medio de un enlace
peptidico, es decir, en un polipéptido de fusién que comprende dicha molécula y el miembro de unién especifica o un
componente de la cadena polipeptidica del mismo (véase por ejemplo Trachsel y col.). Otros medios de conjugacion
incluyen la conjugacion quimica, especialmente la formacién de enlaces transversales usando un reactivo bifuncional
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(por ejemplo, empleando la Guia de seleccién de reactivos para la formaciéon de enlaces transversales DOUBLE-
REAGENTS™, Pierce).

También se describe en el presente documento un acido nucleico aislado que codifica un miembro de unién para su
uso en la presente invencion. El acido nucleico puede incluir ADN y/o ARN. Un &cido nucleico puede codificar una
CDR 0 un conjunto de CDR o dominio VH o dominio VL o sitio de unién a antigeno de anticuerpo o molécula de
anticuerpo, por ejemplo, scFv o 1gG, por ejemplo, IgG1, tal como se define anteriormente. Las secuencias de
nucleotidos pueden codificar los dominios VH y/o VL desvelados en el presente documento.

En el presente documento se describen adicionalmente construcciones en la forma de plasmidos, vectores, casetes
de transcripcion o de expresion que comprenden al menos un polinucleétido tal como se describe anteriormente.

También se describe una célula hospedadora recombinante que comprende una 0 mas construcciones como las
anteriores. Se describe un acido nucleico que codifica cualquier CDR o conjunto de CDR o dominio VH o dominio VL
o sitio de unién a antigeno de anticuerpo o molécula de anticuerpo, por ejemplo, scFv o IgG1 o IgG4 tal como se
proporciona, como también un procedimiento de produccién del producto codificado, cuyo procedimiento comprende
la expresioén a partir del acido nucleico codificante. La expresion se puede lograr de manera conveniente cultivando
en condiciones apropiadas las células hospedadoras que contienen el acido nucleico. Tras la produccién mediante la
expresion, un dominio VH o VL o un miembro de unién se puede aislar y/o purificar usando cualquier técnica
adecuada, después se usa segun corresponda.

Un é&cido nucleico puede comprender ADN o ARN y puede ser total o parcialmente sintético. La referencia a una
secuencia de nucleétidos tal como se expone en el presente documento abarca una molécula de ADN con la
secuencia especificada, y abarca una molécula de ARN con la secuencia especificada en la que U se sustituye por
T, salvo que el contexto requiera otra cosa.

También se describe un procedimiento de un dominio variable VH de anticuerpo, incluyendo el procedimiento el
provocar la expresion a partir del acido nucleico codificante. Tal procedimiento puede comprender cultivar células
hospedadoras en condiciones para la produccién de dicho dominio variable VH de anticuerpo.

Un procedimiento de produccién puede comprender una etapa de aislamiento y/o purificacién del producto. Un
procedimiento de produccién puede comprender formular el producto en una composicion que incluye al menos un
componente adicional, tal como un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Los sistemas para la clonacion y expresion de un polipéptido en una variedad de diferentes células hospedadoras es
bien conocido. Las células hospedadoras adecuadas incluyen bacterias, células de mamifero, células vegetales,
hongos filamentosos, levaduras y sistemas de baculovirus y plantas y animales transgénicos. La expresion de
anticuerpos y fragmentos de anticuerpos en células procariotas esta bien establecido en la materia. Para una
revision, véase por ejemplo Plickthun 1991. Un hospedador bacteriano comin es E.coli.

La expresion en células eucariotas en cultivo esta también disponible para los expertos en la materia como una
opcién para la produccién de un miembro de unién, por ejemplo Chadd y Chamow (2001), Andersen y Krummen
(2002), Larrick y Thomas (2001). Las lineas celulares de mamifero disponibles en la materia para la expresion de un
polipéptido heterdlogo incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), células Hela, células renales de cria de
hamster, células NSO de melanoma de ratén, células YB2/0 de mieloma de rata, células renales de embrién humano,
células retinianas de embrion humano y muchas otras.

Se pueden elegir o construir vectores adecuados, que contienen secuencias reguladoras apropiadas, incluyendo
secuencias promotoras, secuencias de terminacion, secuencias de poliadenilacidn, secuencias potenciadoras, genes
marcadores y otras secuencias segun corresponda. Los vectores pueden ser plasmidos, por ejemplo fagémido, o
viricos, por ejemplo fago, segun corresponda. Para mas detalles, véase, por ejemplo, Sambrook y Russell (2001).
Muchas técnicas y protocolos conocidos para la manipulacion del acido nucleico, por ejemplo en la preparacion de
construcciones de acido nucleico, mutagénesis, secuenciacion, introduccion de ADN en células y expresion génica y
andlisis de proteinas, se describen en detalle en Ausubel 1999.

Una célula hospedadora puede contener un acido nucleico tal como se describe en el presente documento. Tal
célula hospedadora puede estar in vitro y puede estar en cultivo. Tal célula hospedadora puede estar in vivo. La
presencia in vivo de la célula hospedadora puede permitir la expresion intracelular de un miembro de unién para su
uso en la presente invenciéon como "intracuerpos” o0 anticuerpos intracelulares. Los intracuerpos se pueden usar para
la terapia génica.

También se describe un procedimiento que comprende la introduccién de un &cido nucleico desvelado en el
presente documento en una célula hospedadora. La introduccién puede emplear cualquier técnica disponible. Para
las células eucariotas, las técnicas adecuadas pueden incluir la transfeccion de fosfato céalcico, DEAE-Dextrano,
electroporacion, transfeccion mediada por liposoma y transduccién usando retrovirus u otro virus, por ejemplo,
vacuna o, para células de insecto, baculovirus. La introduccion de acido nucleico en la célula hospedadora, en
particular una célula eucariota puede usar un sistema virico o basado en plasmido. El sistema de plasmido se puede
mantener a modo de episoma o se puede incorporar en la célula hospedadora o en un cromosoma artificial. La
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incorporacion puede ser bien mediante aleatorizacién o mediante integracién dirigida de una o mas copias de un
solo o de multiples loci. Para células bacterianas, las técnicas adecuadas pueden incluir la transformacion de cloruro
de calcio, la electroporacion y la transfeccién usando bacteriéfago.

La introduccion puede estar seguida de provocar o permitir la expresion a partir del acido nucleico, por ejemplo,
cultivando las células hospedadoras en condiciones para la expresion del gen. La purificacion del producto
expresado se puede lograr mediante procedimientos conocidos por el experto en la materia.

El acido nucleico se puede integrar en el genoma (por ejemplo, cromosoma) de la célula hospedadora. La
integracion se puede promover mediante la inclusion de secuencias que promueven la recombinacion con el
genoma, de acuerdo con las técnicas convencionales.

También se describe un procedimiento que comprende el uso de una construccion tal como se indicé anteriormente
en un sistema de expresion con el fin de expresar un miembro de unién o polipéptido como anteriormente.

Los miembros de unién para su uso en la presente invencion se disefian para su uso en procedimientos de
diagndstico o tratamiento en sujetos humanos o animales, por ejemplo, el ser humano. Los miembros de union para
su uso en la invencién se pueden usar, tal como se desvela, en el diagndstico o, de acuerdo con la invencion, para el
tratamiento de artritis reumatoide.

Por consiguiente, la invencion proporciona procedimientos de tratamiento que comprenden la administracién de un
miembro de unién tal como se proporciona, composiciones farmacéuticas que comprenden tal miembro de union, y
el uso de tal miembro de unién en la fabricacion de un medicamento para la administracion, por ejemplo, en un
procedimiento de preparacion de un medicamento o composicion farmacéutica que comprende formular el miembro
de unién con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables son bien conocidos y se adaptaran por el experto en la materia en
funcién de la naturaleza y del modo de administracion del(los) compuesto(s) activo(s) elegido(s).

Los miembros de unién para su uso en la presente invencion normalmente se administraran en la forma de una
composicion farmacéutica, que puede comprender al menos un componente ademas del miembro de union. Por lo
tanto, las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente divulgacion, y para su uso de acuerdo con la
presente invencién, pueden comprender, ademas del principio activo, un excipiente farmacéuticamente aceptable,
vehiculo, tampon, estabilizante u otros materiales bien conocidos por los expertos en la materia. Tales materiales no
deberian ser téxicos y no deberian interferir con la eficacia del principio activo. La naturaleza precisa del vehiculo u
otro material dependeran de la via de administracién, que puede ser oral, inhalada o mediante inyeccion, por
ejemplo, intravenosa.

Las composiciones farmacéuticas para la administracion oral tales como por ejemplo nanocuerpos, etc. también se
conciben en la presente invencion. Tales formulaciones orales pueden estar en forma de comprimidos, capsulas,
polvos, forma liquida o semisélida. Un comprimido puede comprender un vehiculo sélido tal como gelatina o un
adyuvante. Las composiciones farmacéuticas liquidas generalmente comprende un vehiculo liquido tal como agua,
petréleo, aceites animales o vegetales, aceites minerales o aceites sintéticos. Se puede incluir solucion salina
fisiologica, dextrosa u otra solucién de sacaridos o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol.

Para la inyeccion intravenosa o la inyeccion en el lugar de afliccion, el principio activo estara en la forma de una
solucién acuosa aceptable por via parenteral que es sin pirébgenos y tiene un pH, isotonicidad y estabilidad
adecuados. Los expertos en la materia serdn capaces de preparar soluciones adecuadas usando, por ejemplo,
vehiculos isotdnicos tales como inyeccién de cloruro de sodio, inyeccién de Ringer, inyeccion de Ringer lactada. Se
pueden emplear conservantes, estabilizantes, tampones, antioxidantes y otros aditivos segin sea necesario. Muchos
procedimientos para la preparacion de formulaciones farmacéuticas son conocidos por los expertos en la materia.
Véase, por ejemplo, Robinson, 1978.

Se puede administrar una composicion sola o en combinacién con otros tratamientos, de manera concurrente o de
manera secuencial 0 como una preparacion combinada con otro agente o agentes terapéuticos, dependiendo de la
afeccion a tratar.

Se puede usar un miembro de unidn para su uso en la presente invencién como parte de una terapia de
combinacion junto con un componente medicinal adicional. Los tratamientos de combinacién se pueden usar para
proporcionar efectos sinérgicos significativos, particularmente la combinaciéon de un miembro de unién para su uso
en la presente invencién con uno u otros farmacos mas. Un miembro de unidn para su uso en la presente invencién
se puede administrar de manera concurrente o de manera secuencial 0 como una preparacion combinada con otro
agente o agentes terapéuticos, para el tratamiento de una o0 mas de las afecciones enumeradas en el presente
documento.

Por ejemplo, se puede usar un miembro de union en la invenciéon en combinacién con un agente terapéutico
existente para el tratamiento de la artritis reumatoide.
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Los agentes terapéuticos existentes para el tratamiento de artritis reumatoide incluyen IL-10, TGFbeta,
fotosensibilizadores o farmacos citotdxicos.

Se puede usar un miembro de unién para su uso en la invencién y uno o mas de los componentes medicinales
adicionales en la fabricacion de un medicamento. El medicamento puede ser para la administracion separada o
combinada a un individuo, y por consiguiente puede comprender el miembro de unién y el componente adicional
como una preparacion combinada o como preparaciones separadas. Las preparaciones separadas se pueden usar
para facilitar la administracion separada y secuencial o simultanea, y permitir la administracion de los componentes
mediante diferentes vias, por ejemplo, administracion oral y parenteral.

De acuerdo con la presente invencion, las composiciones proporcionadas se pueden administrar a mamiferos. La
administracion puede ser en una "cantidad terapéuticamente eficaz", siendo ésta suficiente para presentar beneficios
para un paciente. Tales beneficios pueden ser al menos mejorar al menos un sintoma. Por lo tanto, el "tratamiento
de la artritis reumatoide" se refiere a la mejora de al menos un sintoma. La cantidad real administrada y la tasa y
evolucion temporal de la administracion, dependeran de la naturaleza y gravedad de lo que se esté tratando, el
mamifero particular que se esta tratando, la afeccion clinica del paciente individual, la causa del trastorno, el lugar de
administracion de la composicion, el tipo del miembro de union, el procedimiento de administracién, la pauta de
administracion y otros factores conocidos por los practicantes médicos. La prescripcion del tratamiento, por ejemplo,
las decisiones en la dosificacién, etc., esta bajo la responsabilidad de los practicantes generales y otros médicos y
puede depender de la gravedad de los sintomas y/o de la progresion de una enfermedad que se esté tratando. Las
dosis apropiadas de anticuerpo son hien conocidas en la materia (Ledermann 1991 y Bagshawe 1991). Se pueden
usar las dosificaciones especificas indicadas en el presente documento, o en Physician’s Desk Reference (2003)
como apropiadas para el tipo de medicamento que se esta administrando. Se puede determinar una cantidad
terapéuticamente eficaz o una dosis adecuada de un miembro de unién para su uso en la invenciéon comparando su
actividad in vitro e in vivo en un modelo animal. Los procedimientos de extrapolacion de dosificaciones eficaces en
ratones y otros animales de ensayo a humanos son conocidos. La dosis precisa dependera de una serie de factores,
que incluyen si el anticuerpo es para el diagnostico, para la prevencion o para el tratamiento, el tamafio y
localizacién del area a tratar, la naturaleza precisa del anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo completo, fragmento o
diacuerpo) y la naturaleza de cualquier etiqueta detectable u otra molécula unida al anticuerpo. Una dosis tipica de
anticuerpo estara en el intervalo de 100 pg a 1 g para aplicaciones sistémicas, y de 1 ug a 1 mg para aplicaciones
tépicas. Se puede administrar una dosis inicial de carga mas alta, seguida de una o mas dosis mas bajas. Un
anticuerpo puede ser un anticuerpo completo, por ejemplo el isotipo IgG 1 o IgG4. Esta es una dosis para un Unico
tratamiento de un paciente adulto, que se puede ajustar de manera proporcional para nifios y lactantes, y también
para otros formatos de anticuerpo en proporciéon con el peso molecular. Los tratamientos se pueden repetir en
intervalos diarios, de dos veces a la semana, semanales o mensuales, a discrecion del médico. Los tratamientos
pueden ser cada dos a cuatro semanas para la administracién subcutanea y cada cuatro a ocho semanas para la
administracion intravenosa. En algunas realizaciones de la presente invencion, el tratamiento es periddico, y el
periodo entre las administraciones es de aproximadamente dos semanas o mas, por ejemplo aproximadamente dos
semanas 0 mas, aproximadamente cuatro semanas o mas, o aproximadamente una vez al mes. En otras
realizaciones de la invencion, el tratamiento se puede dar antes y/o después de la cirugia y se puede administrar o
aplicar directamente en el lugar anatomico del tratamiento quirdrgico.

Los aspectos y las realizaciones adicionales de la invencién seran evidentes para los expertos en la materia dada la
presente divulgacién que incluye la siguiente ejemplificacion experimental.

SECCION EXPERIMENTAL
RESULTADOS
Anadlisis histoquimico de muestras de artritis humana

La expresion de los dominios EDA y EDB de fibronectina asi como de los dominios A1 y C de tenascina-C se
investigaron mediante inmunohistoquimica en muestras de artritis humana usando los anticuerpos F8, L19, F16 y
G11, respectivamente.

En la Figura 1, la tincion mas oscura indica la expresion de los respectivos antigenos (indicada con flechas blancas).
El anticuerpo F8 anti-EDA llevé a la tincion mas fuerte, por lo tanto todos los experimentos adicionales se realizaron
con este anticuerpo.

Se realizaron experimentos de inmunofluorescencia con el anticuerpo F8 que mostraron una buena tincion
perivascular (visible como estructuras blancas en la Figura 2).

El anticuerpo monoclonal humano F8 se acumula de manera selectiva en lugares de artritis en ratones

Los inventores estudiaron el direccionamiento in vivo de F8 en formato de mini-anticuerpo (SIP) (Borsi y col. 2002)
en el modelo de ratén CIA (Courtney y col. 1980) usando tanto fluorescencia como radiactividad para la deteccién de
anticuerpos. El formato SIP consiste en un fragmento de anticuerpo scFv unido al dominio CH4 de la IgE humana
que da lugar a una proteina homodimérica de 80 kDa de tamafio.
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Se inyect6 a los ratones con artritis con SIP(F8) etiquetado con el tinte de infrarrojo cercano Alexa 750. Veinticuatro
horas tras la inyeccion intravenosa, se obtuvieron imagenes de los ratones usando un generador de imagenes por
fluorescencia infrarroja (Birchler y col., 1999), revelando una gran acumulacion selectiva de anticuerpos en las
lesiones presentes en el miembro con artritis, visible como patas blancas resplandecientes, con alguna hinchazén de
grado 2 en las patas delanteras de los ratones.

Veinticuatro horas tras la inyeccion intravenosa de SIP(F8) marcado radiactivamente con 1?1, se sacrificé a los
ratones y se obtuvieron imagenes de las patas mediante autorradiografia (phosphorimaging). Se observé una
acumulacién preferencial de radiactividad en las extremidades inflamadas de los ratones inyectados con SIP(F8),
visible como tincion negra en autorradiografia. Una pata mostré una puntuacion de artritis de 2 (hinchazén de la pata
completa). Otra pata se clasific6 como artritis de grado 1 (hinchazén solo de dedos).

Actividad de la fusion anticuerpo anti-ED-A - interleucina-10

La molécula de anticuerpo F8 en formato scFv se conjugé en una proteina de fusién con interleucina-10 (IL-10). La
actividad biolégica de la proteina de fusion se compar6 con la de la IL-10 humana en un ensayo determinando la
capacidad para inducir la proliferacion de células MC/9 dependiente de IL-4 (Thompson y col., 1991). Los resultados
se muestran en la Figura 8(d).

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS
Analisis inmunohistoquimico de muestras de artritis humana

Las secciones congeladas de muestras de artritis humana se fijaron en acetona enfriada con hielo durante 10
minutos, se bloquearon con suero bovino fetal durante 30 minutos y se tifieron con marcadores de neovasculatura
(ED-A y ED-B de fibronectina, dominio Al y C de tenascina-C). Los anticuerpos F8, L19, F16 y G11 se usaron como
scFvs etiquetados con myc en una concentracion de 10 ug/ml y se incubaron durante 1 hora. Los anticuerpos
primarios se coincubaron con el anticuerpo 9E10 anti-myc en concentracion de 7 ug/ml. Como anticuerpos de
deteccion terciaria se usaron un anticuerpo IgG de conejo anti-raton (Dako, Dinamarca) y anticuerpos APAAP
monoclonales de ratén (Dako, Dinamarca) en concentraciones de 5y 50 ug/ml respectivamente durante 1 hora cada
uno. Se usaron comprimidos de Fast Red (Sigma, Suiza) para desarrollar la tincién, incubando durante 15 minutos.
Se hizo una tincién de contraste de los portaobjetos con hematoxilina durante 2 minutos, se lavaron con agua, se
montaron con medio de montaje Glycergel (Dako, Dinamarca) y se analizaron con un microscopio Axiovert S100 TV
(Zeiss, Suiza).

Andlisis de inmunofluorescencia en muestras de artritis humana

Las secciones congeladas de muestras de artritis humana se fijaron en acetona enfriada con hielo durante 10
minutos, se bloquearon con suero bovino fetal durante 30 minutos y se tifieron para el dominio EDA de fibronectina.
El anticuerpo F8 se usé como scFv etiquetado con myc en una concentracion de 10 ug/ml y se incubaron durante 1
hora. El anticuerpo primario se coincub6 con el anticuerpo 9E10 anti-myc en una concentracion de 7 ug/ml. Como
anticuerpo de deteccién terciaria se us@ un anticuerpo anti-raton-Alexa 596 fluorescente (Molecular Probes,
Dinamarca) en una concentracién de 10 ug/ml durante 1 hora cada uno. Se hizo una tincidon de contraste de los
portaobjetos con Hoechst 33342, se mont6 con medio de montaje Glycergel (Dako, Dinamarca) y se analizé con un
microscopio AxioScop 2MOT+ (Zeiss, Suiza).

Modelo animal

Se inmunizaron ratones DBA/1 macho (8-12 semanas de vida) mediante inyeccién intradérmica en la base de la cola
de 200 pg de colageno bovino de tipo Il (MD Biosciences) emulsionados con volimenes iguales de adyuvante
completo de Freund (MD Biosciences). 2 semanas después de la primera inmunizacion se repitié el procedimiento
pero se us6é adyuvante incompleto de Freund (MD Biosciences) para emulsionar el colageno. Se inspeccioné
diariamente a los ratones y cada ratén que presentaba eritema y/o hinchazén de patas en 1 0 mas miembros se
asigno para la obtencién de imagenes o estudios de tratamiento.

La artritis se control6 usando 2 indices de enfermedad (puntuacion clinica e hinchazén de la pata). Para la
puntuacion clinica se puntué cada miembro diariamente de manera no cegada. (0 = normal, 1 = hinchazén de 1 o
mas dedos del mismo miembro, 2 = hinchazon de la pata completa), dando como resultado una puntuacién maxima
de 8 por animal. La hinchazén de la pata se evalué cada segundo dia usando un calibre para medir el grosor de
cada miembro con anestesia de isoflurano. El valor medio de las 4 patas se asign6 como el grosor de la pata de
cada animal.

Generacion de imagenes de infrarrojo cercano de patas con artritis

La acumulacion selectiva de SIP(F8) en ratones con artritis se ensayd mediante analisis de generacion de imagenes
de infrarrojo cercano tal como se describe por Birchler y col. (1999). Brevemente, el SIP(F8) purificado se tifié con
Alexa750 (MolecularProbes, Leiden, Paises Bajos) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante y 100 ug de
proteina etiquetada se inyectaron en la vena de la cola de los ratones con artritis. Los ratones se anestesiaron con
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80 mg/kg de ketamina y con 0,2 mg/kg de medetomidina y se obtuvieron imagenes en un generador de imagenes de
ratén en infrarrojo cercano 24 horas tras la inyeccion (Trachsel y col. 2007; Birchler y col. 1999).

Experimentos de biodistribucién

El rendimiento de direccionamiento in vivo de SIP(F8) en ratones con artritis se evalué mediante analisis de
biodistribucion tal como se describe anteriormente (Borsi y col. 2002; Tarli y col., 1999). Brevemente, el SIP(F8) se
radioyodd y 10 ug de proteina, correspondiente con 11 uCi de *?°1, se inyectaron en la vena de la cola de los ratones
con artritis. Los ratones se sacrificaron a las 24 horas tras la inyeccion y se expusieron las patas durante 1 hora y se
leyeron en un aparato de autorradiografia (Fujifilm BAS-5000) tal como se describe anteriormente (Trachsel y col.
2007).

Anticuerpos

El aislamiento del fragmento de anticuerpo scFv(L19) anti-ED-B se ha descrito anteriormente (Pini y col. 1998). El
anticuerpo parental anti-ED-A se aisl6 a partir de la biblioteca ETH-2 usando los procedimientos publicados
(Giovannoni, Nucleic. Acid Research, 2001,29(5):E27). La maduracién de afinidad del anticuerpo parental anti-ED-A,
gue produce los anticuerpos anti-ED-A de alta afinidad, se describe en la siguiente seccion.

Maduracion de afinidad del anticuerpo parental anti-ED-A

El anticuerpo parental anti-ED-A (un anticuerpo derivado de ETH-2) se usé como molde para la construccion de una
biblioteca de maduracién de afinidad. La variabilidad de secuencia en la CDR1 de VH (linea germinal DP47) y la
CDR1 de VL (linea germinal DPK22) de la biblioteca se introdujo mediante PCR usando los cebadores parcialmente
degenerados 5'-CTGGAGCCTGGCGGACCCAGCTCATMNNMNNMNNGCTAAAGGTGAAT CCAGA-3' (SEQ ID NO:
17) para VH y 5-CCAGGTTTCTGCTGGTACCAGGCTAA MNNMNNMNNGCTAACACTCTGACTGGCCCTGC-3
(SEQ ID NO: 18) para VL (todos los oligonucledtidos se solicitaron a Operon Biotechnologies, Colonia, Alemania), en
un proceso que genera mutaciones aleatorizadas en las posiciones 31, 32 y 33 de la CDR1 de VH y en las
posiciones 31, 3la y 32 de la CDR1 de VL. Las combinaciones VHVL se ensamblaron en formato scFv mediante
ensamblaje de PCR usando los cebadores LMB31long (5'-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTAC-3") (SEQ ID NO:
19) y fdseqglong (5-GACGTTAGTAAATGAATTTTCTGTATGAGG-3’) (SEQ ID NO: 20), usando segmentos de VH y
VL purificados en gel como moldes. Los fragmentos VH-VL ensamblados se digirieron doblemente con Ncol/Notl y
se clonaron en el vector fagémido pHENL1 digerido con Ncol/Notl (Hoogenboom y col., 1991). El producto de unidon
resultante se electroporo en células E.coli TG-1 electrocompetentes de acuerdo con (Viti y col., 2000), dando lugar a
una biblioteca que contiene 1,5 x 107 clones individuales de anticuerpo, que se exploré para anticuerpos que se
unen al ED-A con una afinidad mejorada.

Seleccion de anticuerpos anti-ED-A

La biblioteca de anticuerpos descrita anteriormente se exploré para anticuerpos que se unian al ED-A con una mayor
afinidad que el anticuerpo parental anti-ED-A usando el andlisis BlAcore. El antigeno (11A12) usado en el analisis
BlAcore contenia el dominio ED-A de la fibronectina humana y tiene la siguiente secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 120):

MRSYRTEIDEPSOMOVTDVODHSISVEWLPSSSPVTGYRVTT TPRKNGPGPTKTKTAGPDO
TEMTIEGLOPTVEYVVSVYAQNPSGESQPLVQTAVTINIDRPEGLAFTDVDVDS IKIAWES
POGOVSRYRVTYSSPEDGIHELFPAPDGEEDTAELQGLRPGSEYTVSVVALHDDMESQPL
IGTQSTAIPAPTDLKFTQVIPTSLSAQWT PPNVOLTGYRVRVTPREKTGPMKE INLAPDS
SSVVVSGLMVATKYEVSVYALKDTLTSRPAQGVVTTLENVRSHHHHHH

La secuencia de nuclettidos del antigeno (11A12) (SEQ ID NO: 121) es como sigue:
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atgagatcctaccgaacagaaattgacaaaccatcccagatgcaagtgaccgatgttcaggacaa
cagecattagtgtcaagtggctgecttcaagttecectgttactggttacagagtaaccaccacte
ccaaaaatggaccaggaccaacaaaaactaaaactgecaggtcecagatcaaacagaaatgactatt
gaaggcttgcageccacagtyggagtatgtggttagtgtetatgetecagaatecaageggagagag
tcagecctetggttcagactgecagtaaccaacattgategecctaaaggactggecattcactgatyg
tggatgtcgattccatcaaaattgettgggaaageccacaggggcaagtttecaggtacagggty
acctactcgagecctgaggatggaatccatgagetattecctgecacctgatggtgaagaagacac
tgcagagctgraaggectcagaccgggttectgagtacacagtecagtgtggttgecttgecacgaty

atatggagagccageccctgattggaacccagtccacagetattectgeaccaactgacctgaag

ttcactcaggtcacacccacaagectgagegeccagtggacaccacccaatgttecagetcactygg
atatcgagtgegggtgaccceocaaggagaagaccggaccaatgaaagaaatcaaccttgetecty
acagctcatceccgtggttgtatcaggacttatggtggecaccaaatatgaagtgagtgtetatget
cttaaggacactttgacaagcagaccagctcagggagttgtcaccactetggagaatgtcagate

tcatcaccatcaccatcactaa

La secuencia de nucleétidos del antigeno se amplific6 mediante PCR usando cebadores que contienen los sitios de
restriccion BamHI y Bglll en 5’ y 3, respectivamente. El producto de PCR resultante y el vector pQE12 (QIAGEN) se
digirieron con la endonucleasa de restriccion BamHI y Bglll y se unieron posteriormente en una reaccion que
contiene una relacion de insercién frente a vector de 3:1. El vector resultante se secuencio para comprobar que la
secuencia era correcta.

Preparacioén del antigeno

Se electropor6 un precultivo electrocompetente de TG1 en 10 ml de 2TY, Amp, glucosa al 1 % en presencia de 1 pl
de una miniprep de ADN de 11A12. El precultivo se diluyé entonces a 1:100 (8 ml en 800 ml de 2TY, Amp, Glucosa
al 0,1 %) y se cultivé hasta una DO600 de 0,4-0,6 y después se indujo con IPTG durante la noche. Al dia siguiente
se volted a las células y se filtré el sobrenadante (0,22 um Millipore). Tras la centrifugacion y la clarificacion del caldo
de cultivo, 11A12 se purificd usando una columna Hitrap en FPLC. La columna Ni/ se regener6 como sigue: la
columna se enjuag6 con 5 volimenes de columna (VC) de H20 seguido por la aplicaciéon de 3 VC de EDTA 0,5 M/
Tris 0,2 M a pH 8 para retirar el antiguo niquel de la columna. Esto fue seguido de un enjuague de la columna con 5
VC de H20. La columna entonces se recargd con 2 VC de NiSO4 100 mM seguido del enjuague de la columna con
varios VC de H20. La columna entonces se equilibré con 5 VC de tampén de lisis (imidazol 20 mM/NaCl 250 mM/
PBS a pH 7,4). El lisado celular se filtr6 (0,45 um Millipore) y se cargd en la columna (de manera manual). La
columna entonces se volvié a poner en FPLC y se dejo fluir el tampén de lisis hasta que la sefial UV fue estable
(constante), aproximadamente 3 VC. El programa de elucién comenzé entonces: Gradiente del 0 % al 100 % de
tampon de elucién (imidazol 400 mM / NaCl 250 mM / PBS a pH 7,4) en 5 VC. Las fracciones que contienen el
antigeno eluido se agruparon y se sometieron a dialisis en PBS durante la noche.

Expresion y purificacion de los anticuerpos anti-ED-A

Los anticuerpos anti-ED-A se expresaron y purificaron como sigue: Se electroporé un precultivo electrocompetente
de TG1 en 10 ml de 2TY, Amp, glucosa al 1 % en presencia de 1 pl de una miniprep de ADN de uno de los
anticuerpos anti-ED-A. El precultivo se diluyé entonces a 1:100 (8 ml en 800 ml de 2TY, Amp, Glucosa al 0,1 %) y se
cultivd hasta una DO600 de 0,4-0,6 y después se indujo con IPTG durante la noche. Al dia siguiente se volte6 a las
células y se filtré el sobrenadante (0,22 um Millipore). Los scFv se purificaron en una columna de proteina A-
Sefarosa y se uso trietilamina para eluir los scFv de la columna. Las fracciones que contienen los scFv eluidos se
sometieron a didlisis en PBS durante la noche a 4 °C. Las fracciones de scFv se pusieron entonces en una columna
Superdex 75 con PNS fluyendo a 0,5 ml/min y se recogieron fracciones de 0,25 ml. Las fracciones monoméricas se
usaron para el andlisis BlAcore.

Andlisis BIAcore™ 1

La micromatriz BIAcore™ se lavé durante la noche a un caudal de 5 pl/min con tampén HBS-EP de BIACORE™,
Hepes 0,01 M a pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,005 % (el mismo tampo6n usado para el
ensayo). El antigeno (11A12) se diluy6 a una concentracion de 50 pg/ml en tampén de acetato (pH 4,0) y los grupos
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COOH en la micromatriz se activaron mediante inyeccion de 50 pl de una mezcla de N-Hidroxisuccinimida (NHS) y
etil-N-(dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC). Se inyectaron 40 pl del antigeno 11A12 en la micromatriz y los
grupos libres COOH restantes se bloquearon con 30 pl de etanolamina. Tras una filtracién de 0,22 um, se inyectaron
20 pl de cada sobrenadante bacteriano individual en la micromatriz y la interaccién con el antigeno se controlé a
tiempo real.

Andlisis BIAcore™ 2

La kon, kot y Kb del anticuerpo parental anti-ED-A y los anticuerpos anti-ED-A B2, C5, D5, C8, F8, B7 y G9 se
evaluaron usando la resonancia de plasmon superficial. La microplaca se equilibré durante la noche con el mismo
tampon usado durante el ensayo a un caudal del tampon de 5 pl/min. Todo el procedimiento de recubrimiento se
realiz6 a este caudal. El antigeno 11A12 se diluyé a 1:25 con tampdn de acetato a pH 4,00 (proporcionado por
BIACORE™) a una concentracion final de 20 pg/ml. EI NHS y el EDC se mezclaron entonces y se inyectaron 50 pl
para activar los grupos COOH en el chip CM5. Esto fue seguido por la inyeccion de 40 pl del antigeno (esto dura
unos 40 segundos). Después se inyectaron 30 pl de etanolamina con el fin de bloguear la reactividad de los COOH
libres eventuales.

Cada muestra se ensay6 a un caudal de 20 pl/min. Se inyectaron 20 ul de proteina monomeérica sin diluir (como si
saliera de la filtracién en gel). El tiempo de disociacion se dejo correr durante aproximadamente 200 segundos.
Después se inyectaron 10 ul de HCI 10 mM para regenerar la micromatriz. La inyeccion de proteina monomérica se
repitié a diferentes diluciones, es decir, dilucién 1:2 (en PBS) seguido por la regeneracion con HCI. Esto fue seguido
por una tercera inyeccion de la proteina, a una diluciéon de 1:4 seguido de nuevo por regeneracién con HCI. Los
valores de kon, kot y KD para cada anticuerpo anti-ED-A se evaluaron usando el programa informatico BlAevaluation.

Seleccion de anticuerpos anti-ED-A del analisis BIAcore™ 1

El andlisis BIAcore™ produjo un grafico para cada anticuerpo anti-ED-A que se analizé para deducir la afinidad de
un anticuerpo por un antigeno como sigue: El eje x de cada grafico se corresponde con el tiempo y el eje y se
corresponde con las unidades de resonancia (una medicién que indica la afinidad de union del anticuerpo ensayado
por el antigeno recubierto en la micromatriz BIAcore™). Cada gréafico presenté 3 picos y 1 descenso que se
corresponde con cambios en el tampon y, por lo tanto, son irrelevantes para la interpretacion de los resultados.

La parte ascendente de cada grafico representa la fase de asociacién. Cuanto mas pronunciada sea la curva en esta
parte del grafico, méas rapida sera la asociacion del anticuerpo con el antigeno. La parte descendente de cada grafico
representa la fase de disociacion del anticuerpo respecto del antigeno. Cuanto mas plana sea la curva en esta parte
del grafico, mas lenta sera la disociacion del anticuerpo con respecto del antigeno.

Los anticuerpos anti-ED-A H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 y G9 mostraron todos una curva de disociacion
mas plana que el anticuerpo parental anti-ED-A del que provienen, lo que indica que se unen al ED-A y por tanto
también al A-FN, con una mayor afinidad que el anticuerpo parental anti-ED-A. Los graficos para los anticuerpos E5,
F1, F8 y H1 presentaron las curvas de disociacién mas planas de todos los anticuerpos anti-ED-A ensayados. Las
curvas de asociacion de los anticuerpos H1, C5, D5, E5, C8, F8 y F1 fueron mas inclinados que la observada para el
anticuerpo parental anti-ED-A mientras que la curva de asociacion observada para los anticuerpos B2, B7, E8 y G9
fueron tan inclinadas como la curva de asociacion observada para el anticuerpo parental anti-ED-A. Sin embargo,
como se usaron sobrenadantes bacterianos de células E. coli TG-1 inducidas por IPTG para el analisis BIAcore™ de
anticuerpos H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 y G9, la concentracion de las muestras de anticuerpo ensayadas
era desconocida pero, lo mas probable, menor que la concentracidn de la muestra de anticuerpo parental anti-ED-A
usada para la comparacion. Por consiguiente, la curva de asociacion de anticuerpos H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1,
B7, E8 y G9 pueden ser artificialmente baja debido a la baja concentracién de anticuerpo en las muestras usadas
para el analisis BIAcore™. Sin embargo, como la concentracion no afecta de manera significativa a la disociacion de
un anticuerpo de su antigeno diana en el andlisis BIAcore™, las curvas de disociacién planas observadas para los
anticuerpos H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 y G9 muestran que estos anticuerpos se unen al ED-A con al
menos una igual y, probablemente, mayor afinidad, que el anticuerpo parental anti-ED-A.

Analisis BlAcore 2

Los valores de kon, kot y KD para cada anticuerpo anti-ED-A se evaluaron usando el programa informatico
BlAevaluation. Los valores de kon, kot y KD del anticuerpo parental anti-ED-A y los anticuerpos anti-ED-A B2, C5, D5,
C8, F8, B7 y G9 para el antigeno 11A12 se detallan en la Tabla 2. Los anticuerpos anti-ED-A B2, C5, D5, C8, F8, B7
y G9 tienen todos unos mejores valores de Kp para el antigeno 11A12 que el anticuerpo parental anti-ED-A del que
provienen, lo que indica que se unen al ED-A y por tanto también al A-FN, con una mayor afinidad que el anticuerpo
parental anti-ED-A.

Secuencias

Los anticuerpos anti-ED-A H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 y G9 son todos anticuerpos scFv y se
secuenciaron usando procedimientos convencionales. La secuencia de nucleétidos del anticuerpo H1 anti-ED-A se
muestra en la Figura 3. La secuencia de aminoacidos del anticuerpo H1 anti-ED-A se muestra en la Figura 4.
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Las secuencias de nucleétido preferidas que codifican la VH y/o VL de los anticuerpos anti-ED-A B2, C5, D5, E5, C8,
F8, F1, B7, E8 y G9 son idénticas a las secuencias de nucledtidos que codifican la VH y/o la VL del anticuerpo H1
anti-ED-A, excepto en que las secuencias de nucleétido que codifican las CDR1 de H1 de la cadena ligera (VL) y
pesada (VH) se sustituyen con las secuencias de nucleétidos que codifican las CDR1 de cadena ligera (VL) y
pesada (VH) enumeradas en la Tabla 1 para el respectivo anticuerpo.

Las secuencias de nucledtidos preferidas que codifican la VH y/o VL del diacuerpo scFv F8 anti-ED-A son idénticas
a las secuencias de nucleétido que codifican la VH y/o VL del anticuerpo H1 anti-ED-A, excepto en que las
secuencias de nucledtido que codifican las CDR1 de H1 de la cadena ligera (VL) y pesada (VH) se sustituyen con
las secuencias de nucleétidos que codifican las CDR1 de cadena ligera (VL) y pesada (VH) enumeradas en la Tabla
1 para el anticuerpo F8 anti-ED-A. La secuencia de nucleétido preferida que codifica el enlazador que enlaza la VH y
VL del diacuerpo scFv F8 anti-ED-A es gggtccagtggcggt (SEQ ID NO: 29).

Los anticuerpos anti-ED-A B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 y G9 son secuencias de aminoacidos idénticas a las
del anticuerpo H1 anti-ED-A, excepto en que las secuencias de las CDR1 de H1 de la cadena ligera (VL) y pesada
(VH) se sustituyen con las secuencias de aminoéacidos de las CDR1 de cadena ligera (VL) y pesada (VH)
enumeradas en la Tabla 1 para el respectivo anticuerpo. La secuencia de aminoacidos del diacuerpo scFv F8 anti-
ED-A es idéntica a las secuencias de aminoacidos del anticuerpo H1 anti-ED-A, excepto en que las secuencias de
aminoéacidos de las CDR1 de H1 de la cadena ligera (VL) y pesada (VH) se sustituyen con las secuencias de
aminoacidos de las CDR1 de cadena ligera (VL) y pesada (VH) enumeradas en la Tabla 1 para el anticuerpo F8 anti-
ED-A, y la secuencia de aminoacidos del enlazador en H1 se sustituye con la secuencia de aminoacidos del
enlazador GSSGG (SEQ ID NO: 28).

La secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo B2 anti-ED-A (SEQ ID NO: 21) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 23 se
sustituye por la CDR1 de VH de H1.

La secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo C5 anti-ED-A (SEQ ID NO: 41) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 43 se
sustituye por la CDR1 de VH de H1.

La secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo D5 anti-ED-A (SEQ ID NO: 51) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 53 se
sustituye por la CDR1 de VH de H1.

La secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo E5 anti-ED-A (SEQ ID NO: 61) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 63 se
sustituye por la CDR1 de VH de H1.

La secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo C8 anti-ED-A (SEQ ID NO: 71) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 73 se
sustituye por la CDR1 de VH de H1.

La secuencia de aminoéacidos del dominio VH del anticuerpo F8 anti-ED-A (SEQ ID NO: 81) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 83 se
sustituye por la CDR1 de VH de H1. El dominio VH del diacuerpo F8 anti-EDA tiene la misma secuencia de
aminoacidos que el dominio VH del anticuerpo F8 anti-ED-A (es decir, la SEQ ID NO: 81).

La secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo F1 anti-ED-A (SEQ ID NO: 91) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 93 se
sustituye por la CDR1 de VH de H1.

La secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo B7 anti-ED-A (SEQ ID NO: 101) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 103 se
sustituye por la CDR1 de VH de H1.

La secuencia de aminoéacidos del dominio VH del anticuerpo E8 anti-ED-A (SEQ ID NO: 111) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 113 se
sustituye por la CDR1 de VH de H1.

La secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo G9 anti-ED-A (SEQ ID NO: 31) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 33 se
sustituye por la CDR1 de VH de H1.

La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo B2 anti-ED-A (SEQ ID NO: 22) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 26 se
sustituye por la CDR1 de VL de H1.
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La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo C5 anti-ED-A (SEQ ID NO: 42) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 46 se
sustituye por la CDR1 de VL de H1.

La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo D5 anti-ED-A (SEQ ID NO: 52) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 56 se
sustituye por la CDR1 de VL de H1.

La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo E5 anti-ED-A (SEQ ID NO: 62) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 66 se
sustituye por la CDR1 de VL de H1.

La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo C8 anti-ED-A (SEQ ID NO: 72) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 76 se
sustituye por la CDR1 de VL de H1.

La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo F8 anti-ED-A (SEQ ID NO: 82) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 86 se
sustituye por la CDR1 de VL de H1. El dominio VL del diacuerpo F8 anti-ED-A tiene la misma secuencia de
aminoacidos que el dominio VL del anticuerpo F8 anti-ED-A (es decir, la SEQ ID NO: 82).

La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo F1 anti-ED-A (SEQ ID NO: 92) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 96 se
sustituye por la CDR1 de VL de H1.

La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo B7 anti-ED-A (SEQ ID NO: 102) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 106 se
sustituye por la CDR1 de VL de H1.

La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo E8 anti-ED-A (SEQ ID NO: 112) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 116 se
sustituye por la CDR1 de VL de H1.

La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo G9 anti-ED-A (SEQ ID NO: 32) es idéntica a la
secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 anti-ED-A excepto en que la SEQ ID NO: 36 se
sustituye por la CDR1 de VL de H1.

Opcionalmente, el aminoacido en la posicion 5 del dominio VH de los anticuerpos anti-ED-A H1, B2, C5, D5, E5, C8,
F8, F1, B7, E8, G9 y el diacuerpo scFv F8 puede ser un resto de leucina (L) en lugar de un resto de valina (V) como
se muestra en la Figura 4A. Ademas, o como alternativa, el aminoacido en la posicion 18 del dominio VL de los
anticuerpos anti-ED-A H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8, G9 y el diacuerpo scFv F8 puede ser un resto de
arginina (R) en lugar de un resto de lisina (K) como se muestra en la Figura 4C.

Clonacién, produccion y caracterizacion de F8-1L10
El gen de la IL-10 humana se amplific6 mediante PCR usando las siguientes secuencias de cebador:

un cebador de antisentido hacia atras,
5-TCGGGTAGTAGCTCTTCCGGCTCATCGTCCAGCGGCAGCCCAGGCCAGGGCACC-3

y un cebador de sentido hacia delante,
5-TTTTCCTTTTGCGGCCGCtcattaGTTTCGTATCTTCATTGTCATGTA-3,

cuya parte de apéndice de enlazador de 15 aminoéacidos (SSSSG)3 en su extremo N-terminal y su codén de
parada y su sitio de restriccion Notl en su extremo C-terminal.

El ADN que codifica el fragmento (F8) variable de cadena simple se amplificé con un péptido sefial usando los

siguientes pares de cebadores:

un cebador de antisentido hacia atras,
5-CCCAAGCTTGTCGACCATGGGCTGGAGCC-3' y un cebador de sentido hacia delante,

5'-
GAGCCGGAAGAGCTACTACCCGATGAGGAAGAGARTTCTTTGATTTCCACCTTGGTCCCTTG-
3.
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Usando esta estrategia, se insert6 un sitio de restriccion Hindlll en el extremo N-terminal y una parte complementaria
de la secuencia de enlazador se insert6 en el extremo C-terminal.

Los fragmentos de Fv de cadena ligera y de IL-10 se ensamblaron entonces usando PCR y se clonaron en los sitios
de restriccion Hindlll y Notl del vector de expresion en células de mamifero pcDNA3.1(+).

Las células CHO-S se transfectaron de manera estable con los plasmidos descritos anteriormente y la seleccion se
llevé a cabo en presencia de G418 (0,5 g/l).

Los clones de células resistentes a G418 se seleccionaron para la expresion de la proteina de fusién mediante
ELISA usando un EDA recombinante de fibronectina humana como antigenos y Proteina A para la deteccion.

Las proteinas de fusién se purificaron a partir del medio de cultivo celular mediante cromatografia de afinidad sobre
columnas de proteina A.

El tamafio de las proteinas de fusion se analiz6 en condiciones reductoras y no reductoras en SDS-PAGE y en
condiciones naturales mediante FPLC de filtracion en gel en una columna de exclusiéon Superdex S-200 (Amersham
Pharmacia Biotech, Dibendorf, Suiza).

Ensayo de actividad

La actividad biolégica de hIL10 se determind mediante su capacidad para inducir la proliferacion de células MC/9
dependiente de IL-4 (Thompson y col., 1991) usando el ensayo colorimétrico de reduccion del colorante MTT.

Se trataron 10.000 células MC/9 (ATCC, Manassas, EEUU)/ pocillo en 200 pl de medio que contiene 5 pg (0,05
unidades) de IL4 murina/ml (eBiosciences) en una placa de microtitulaciéon de 96 pocillos durante 48 horas con
cantidades variables de IL10 humana. La hIL10 convencional y la proteina de fusion F8-IL10 se usaron en un
maximo de 100 ng / ml de equivalentes de IL10 y se diluyeron de manera seriada. Se afiadieron 10 pl de 5 mg/ml de
MTT (Sigma) y se incubd durante 3-5 horas. Las células se centrifugaron después, se lisaron con DMSO vy se ley6 su
absorbancia a 570 nm.
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TABLA 1

Secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de las CDR1 de cadena pesada (VH) y de cadena ligera (VL) de los

anticuerpos anti-ED-A madurados por afinidad

Antic uerpo CDR1 (VH) CDR1 (VL)
CCG CGG AGG TCT GCG TGG
H1 p R R {SEQ 1D NO: S A W {SEQ 1D NQ:
3) 6)
GCG GCT AAG GTG GCT TTT
B2 {SEQ ID NO: {SEQ ID NO:
A A K 23) v A F 26)
CCG ATT ACT TTG CAT TTT
C5 {(SEQ ID NO: {SEQ ID NO:
P | T 43) L H F 46)
GTG ATG AAG AAT GCT TTT
D5 {SEQ ID NO: {SEQ ID NO:
v M K 53) N A F 56)
ACT GGT TCT CcTT GCG CAT
E5 {SEQ ID NO: {SEQ ID NO:
T G ] 63) L A H 66)
CTT CAG ACT CTT CCT TTT
C8 {SEQ ID NQ: {SEQ ID NQ:
L a T 73) L P F 76)
CTG TTT ACG ATG CCG TTT
F8 {SEQ ID NO: {SEQ ID NO:
L F T 83) M P F 86)
TAG GCG CGT GCG CcCT TTT
F1 Q (Ambar) A R  (SEQIDNO: | P F (SEQID NO:
103) 96)
CAT TTT GAT CTG GCT TTT
B7 {SEQ ID NO: {SEQ ID NO:
H F D 10%) L A F 106)
GAT ATG CAT TCG TCT TTT
E8 {(SEQ ID NO: {SEQ ID NO:
D M H 13 $ s F 116)
CAT ATG CAG ACT GCT TTT
G9 {SEQ ID NO: {SEQ ID NO:
H M Q 33) T A F 36)
TABLA 2
Datos de evaluacion de BlAcore
Anticuerpo Kon (1/Ms) Koft (1/s) Ko (M)
Anticuerpo parental anti -ED-A 2,5 x10° 0,02 ~1x107
B2 3,8 x 10° 7,54 x 103 ~2x 108
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(continuacién)

Datos de evaluacién de BlAcore

10

15

Anticuerpo Kon (1/Ms) Koft (1/s) Ko (M)
C5 3,04 x 10° 9,23 x 108 ~3x10°8
D5 4,53 x 10° 7,6 x 10 ~1,7x 108
C8 3,8 x 10° 5,3 x 10°° ~1,4x108
F8 4,65 x 10° 1,4 x 102 ~3,1x10°
B7 2,67 x 10° 4,5 x 1073 ~ 1,68 x 108
G9 3,6 x 10° 7,54 x 103 ~ 2,09 x 108

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Philogen S.p.A. KASPAR, Manuela SCHWAGER, Kathrin TRACHSEL, Eveline

<120> Un antigeno asociado con la artritis reumatoide

<130> SMWFP6580872

<150> US 60/983.606
<151> 30/10/2007

<160> 147

<170> PatentIn versién 3.3

<210>1
<211>118
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada (VH) del anticuerpo H1 anti-ED-A

<400>1
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Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

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

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

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Rla Asp Ser Val
50 55 &0

Lys Gly Arg Phe Thr Tle Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

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

Ala Lys Ser Thr His Leu Tyr Leu Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 1065 - 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210>2

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 2
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Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

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

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

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

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

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

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

Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn Gly Ala 2la
115 120 125

<210>3

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de cadena pesada del anticuerpo H1 anti-ED-
A

<400> 3
Pro Arg Arg
1

<210> 4

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 4
Ser Gly Ser Gly Gly Ser
1 5
<210>5
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la cadena pesada del anticuerpo H1 anti-
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ED-A
<400> 5
Ser Thr His Leu Tyr Leu
1 =)
<210>6
<211>3
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 6
Ser Ala Trp
1

<210>7

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400>7
Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210>8

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la cadena ligera del anticuerpo H1 anti-
ED-A

<400> 8
Met Arg Gly Arg Pro Pro
1 s
<210>9

<400>9
000

<210>10

<400> 10
000

<210> 11

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la secuencia de enlazador del anticuerpo H1 anti-ED-A

<400> 11
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Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1

5

Gly Gly Gly Ser

<210> 12
<211> 354
<212> ADN

20

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 646 228 T3

10

15

<223> Secuencia sintética: Secuencia de nucleétidos de la cadena pesada (VH) del anticuerpo H1 anti-ED-A

<400> 12
gaggtgcagc

tcctgtgeag

ccagggaagg

gcagactceg

. cbtgcaaatga

catttgtate

<210> 13
<211> 387
<212> ADN

tggtggagtce

cctctggatt

ggctggagtg
tgaagggccy
acagcctgag

tttttgacta

<213> Secuencia artificial

<220>

tgggggaggc

cacctttagc

ggtctcagct
gttcaccatc
agccgaggac

ctggggccag

ttggtacagce

ccgeggagga

attagtggta
tccagagaca
acggccgtat

ggaaccctgyg

ctggggggtce

tgagctgggt

gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgc

tcaccgtctc

cctgagactce

ccgccaggct

cacatactac
cacgetgtat
gaaaagtact

gagt

60

120

180

240

300

354

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

<400> 13
gaaattgtgt

ctctcctgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caagggacca

ctgaatgggyg

<210> 14
<211>60
<212> ADN

tgacgcagtce
gggccagtca
ctcccagget
gtggeagtgg
ttgcagtgta
aggtggaaat

ccgcatagac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de nucleétidos de la secuencia del enlazador del anticuerpo H1 anti-ED-A

<400> 14

tecaggcace
gagtgttagc
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgteag
caaagcggcc

tgtgaaa

ctgtctttgt
tcegegtagt
ggtgcatcca
gacttcacte
cagatgcgtyg

gcagaacaaa

ctccagggga
tagcctggta
gcagggecac
tcaccatcag
gteggeogee

aactcatctc

ggcggtggag gttetggegg cggtggeagt ggeggtggag gttccggggg tggaggatet 60

31

aaaagccacce
ccagcagaaa
tggeatccea
cagactggay
gacgtteggce

agaagaggat

60

120

180

240

300

360

387
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<210> 15

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 15

Phe Leu Thr Thr Thr Pro Asn Ser Leu Leu Val Ser Trp Gln Ala Pro

1 S

<210> 16
<211>12
<212> PRT <213> Mus musculus
<400> 16

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

1

<210> 17

<211>52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 646 228 T3

5

Arg

10

<223> Secuencia sintética: Cebador parcialmente degenerado

<220>
<221 > misc_feature

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

<400> 17

ctggagcctg gcggacccag ctcatmnnmn nmnngctaaa ggtgaatcca ga 52

<210>18

<211>58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Cebador parcialmente degenerado

<220>

<221 > misc_feature
<222> 28, 29, 31,32, 34, 35
<223>nesaogocot

<400> 18

ccaggtttct gctggtacca ggctaamnnm nnmnngctaa cactctgact ggecctge 58

<210> 19

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Cebador LMB3long

<400> 19
caggaaacag ctatgaccat gattac

<210> 20
<211>30
<212> ADN

26

32

10

15
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<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 646 228 T3

<223> Secuencia sintética: Cebador fdseglong

<400> 20
gacgttagta aatgaatttt ctgtatgagg 30

<210>21

<211>118

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo B2 anti-ED-A

<400> 21
Glu Val Gin Leu Val Glu
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

Lys Met Ser Trp Val Arg
35

Ser Ala Ile Ser Gly Ser
50

Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu
85

Ala Lys Ser Thr His Leu
100

Leu val Thr val Ser Ser
1156

<210> 22

<211>125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser Gly Gly

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe
105

Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

S

Asp

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

TyYx

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Txp

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

15

Ala

Trp

Ser

Leu

Tyr

a5

Gly

Ala

Val

val

Tyr

80

Cys

Thr

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo B2 anti-ED-A

<400> 22

33



ES 2 646 228 T3

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

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

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

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

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

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Met Arg Gly Arg Pro
85 90 a5

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Ala Ala Ala Glu
100 10s 110

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

<210> 23

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de cadena pesada del anticuerpo B2 anti-ED-
A

<400> 23
Ala Ala Lys
1

<210> 24

<400> 24
000

<210> 25

<400> 25
000

<210> 26

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de cadena ligera del anticuerpo B2 anti-ED-A

<400> 26

34
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15

20

25

ES 2 646 228 T3

Val Ala Phe
1

<210> 27

<400> 27 000

<210> 28

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia de enlazador del diacuerpo F8

<400> 28

Gly Ser Ser Gly Gly
1 5

<210> 29

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia de enlazador del diacuerpo F8

<400> 29
gggtccagtg gcggt 15

<210> 30

<400> 30
000

<210> 31

<211>118

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo G9 anti-ED-A

<400> 31

35



ES 2 646 228 T3

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

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

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

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 58 60

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

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 a0 95

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

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 32

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 32

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

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

36
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15

20

25

Fhe

Ile

Gly
65

Pro

Pro

Gln

<210> 33
<211>3
<212> PRT

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Lys

Ala

a5

Gly

Gly

Asp

Fhe

Leu
115

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

100

Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de cadena pesada del anticuerpo G9 anti-ED-

A
<400> 33

<210> 34

<400> 34 000

<210> 35

<400> 35 000

<210> 36

<211>3
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo G9 anti-

ED-A
<400> 36

<210> 37

<400> 37
000

<210> 38

<400> 38
000

ES 2 646 228 T3

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr
70

Ala Val
BS

Gln Gly

Ser Glu

Gln

Arg

Asp

Tyzr

Thr

Glu

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Asp
120

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

105

Leu

Gly Gln

Gly Ile

Leu Thr
75

Gln Gln
20

Glu Ile

Asn Gly

His Met Gln

1

Thr ala Phe

1

37

Ala

Pro

&0

Ile

Met

Lys

Ala

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Leu

Phe

Leu

Arg

85

Ala

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Glu



10

15

20

<210> 39

<400> 39
000

<210> 40

<400> 40
000

<210> 41

<211>118

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 646 228 T3

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

<400> 41
Glu Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu
20

Thr Met Ser Trp
35

Ser Ala Ile Ser
50

Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asn

Val Glu
5

Ser Cys

Val Arg

Gly Ser

Thr Ile

70

Ser Leu

8%

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro
40
Gly Ser

Arg Asp

Ala Glu

Gly Leu
10

Gly Phe

Gly Lys

Thr Tyr

Asn Ser

75

Asp Thr

20

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu
45

Tyr Ala
60

Lys Asn

Ala Val

Pro Gly Gly

15

Ser Pro Ile

a0

Glu Trp Val

BLsp Ser Val

Thr Leu Tyr

80

Tyr Tyr Cys

95

Ala Lys Ser Thr His Leu Tyr Leu Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
1¢0

Leu Val Thr Val Sexr Ser

115

<210> 42

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

105

110

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

<400> 42

38
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15

20

Glu

Glu

Phe

Ile

Gly

65

Pro

Pro

Gln

<210> 43
<211>3
<212> PRT

Ile

Lys

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Lys

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

FPhe

Leu
115

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

100

Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de cadena pesada del anticuerpo C5 anti-ED-

A

<400> 43

<210> 44

<400> 44
000

<210> 45

<400> 45
000

<210> 46
<211>3
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de cadena ligera del aminoacido C5 anti-ED-

A
<400> 46

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

BS

Gln

Ser

ES 2 646 228 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

val

Gly

Glu

Ser

Cys

Gln

AYg

55

Asp

Tyr

Thr

Glu

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Asp
120

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

1905

Leu

Thr

190

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

20

Glu

Asn

Pro Ile Thr

1

39

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Gly

Ser

Ser

Ala

Pro

&0

Ile

Met

Lys

Ala

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Pro

15

Leu

Leu

Phe

Leu

Arg

a5

Ala

Gly

His

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Glu



10

15

20

ES 2 646 228 T3

Leu His Phe
1

<210> 47

<400> 47
000

<210> 48

<400> 48
000

<210> 49

<400> 49
000

<210> 50

<400> 50
000

<210>51

<211>118

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo D5 anti-ED-A

<400> 51
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

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

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

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

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
a5 90 95

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

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 52
<211> 125

40
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15

20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 646 228 T3

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

<400> 52

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro

1

Glu Lys

Phe Leu

Ile Tyr
50

Gly Ser
65

Pro Glu

Pro Thr

Gln Lys

<210> 53
<211>3
<212> PRT

Ala Thr
20

Ala Trp

35

Gly Ala

Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly

100

Leu Ile
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo D5 anti-

ED-A
<400> 53

<210> 54

<400> 54
000

<210> 55

<400> 55
000

<210> 56
<211>3

5

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Ser

Ser

Gln

Ser

Thr

70

val

Gly

Glu

Gln

Arg
55

Asp

Thr

Glu

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Asp
120

Gly Thr

Ala
25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

105

Leu

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

1]

Glu

Asn

Val Met Lys

1

41

Leu Ser Leu Ser Pro Gly

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Gly

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Met

Lys

Ala

Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

15

Ser Asn
30

Arg Leu

Arg Phe

Arg Leu

Gly Arg
95

Ala ala
110

Ala

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Glu
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15

20

25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo D5 anti-

ED-A

<400> 56

<210> 57

<400> 57
000

<210> 58

<400> 58
000

<210> 59

<400> 59
000

<210> 60

<400> 60
000

<210>61
<211>118
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 646 228 T3

Asn Ala Phe

1

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

<400> 61

Glu val Gln Leu

1

Ser

Ser

Ser

Lys

65

Leu

Leu Arg

Met Ser
35

Ala Ile
50

Gly Arg

Gln Met

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

val Glu Ser

5

Ser

val

Gly

Thr

Ser
85

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly Gly Gly Leu

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

42

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
a0

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Val Gln Pro Gly Gly

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

15

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Val

Val

Tyr

80

Cys



10

15

20

ES 2 646 228 T3

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

100

Leu Val Thr val Ser Ser

<210> 62
<211> 125

<212> P

<213> Secuencia artificial

<220>

RT

115

110

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

<400> 62
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

<210>6
<211>3

1

Glu

His

Ile

Gly

65

Pro

Pro

Gln

3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo E5 anti-

ED-A

<400> 6

3

<210> 64

<400> 6
000

4

Lys

Leu

Tyr

So

Ser

Glu

Thr

Lys

Ala

Ala

as

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu
115

Thr

290

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Ile

5

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Ser

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Glu

Cys

Gln

Arg

.55

Asp

Thr

Glu

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Asp
120

Ala
25

Pro

Thr

Thr

val
145

Leu

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Asn

Thr Gly Ser

1

43

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Gly

Ser

Ala

Pro

&0

Ile

Met

Lys

Ala

Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

15

Leu

Leu

Phe

Leu

Arg

95

Ala

Ala

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Glu



10

15

20

25

30

<210> 65

<400> 65
000

<210> 66

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo E5 anti-

ED-A

<400> 66

<210> 67

<400> 67
000

<210> 68

<400> 68
000

<210> 69

<400> 69
000

<210>70

<400> 70
000

<210>71

<211>118

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

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

<400> 71

ES 2 646 228 T3

Leu Ala His

1

44



Glu

Ser

Thr

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

<210>72
<211>125
<212> PRT

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Val

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

Thr
115

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr

1c0

Val

<213> Secuencia artificial

<220>

val

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

His

Ser

ES 2 646 228 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe
105

Gly

i0

Gly

Gly

Thx

Asn

Asp

Asp

Leu

Fhe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyx

60

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Pro

Ser

390

Glu

Asp

Thr

Tyx

Gln
110

Gly

15

Leu

Trp

Ser

Leu

Tyzr
95

Gly

Gly

Gln

Val

val

Tyr
80

Cys

Thr

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo C8 anti-ED-A

<400> 72

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

1

10

15

Glu Lys Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Leu Pro

20

25

30

Phe Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

35

40

45

45
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15

20

25

30

Ile

Gly
65

Pro

Pro

Gln

<210> 73
<211>3
<212> PRT

Tyrx

50

Ser

Glu

Thr

Lys

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu
115

Ala

Ser

Phe

Gly

100

Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo C8 anti-

ED-A

<400> 73

<210> 74

<400> 74
000

<210>75

<400> 75
000

<210>76
<211>3
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo C8 anti-

ED-A
<400> 76

<210> 77

<400> 77
000

<210> 78

<400> 78
000

<210>79

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Ser

ES 2 646 228 T3

Ser Arg
55

Thr Asp

70

Val Tyr

Gly Thr

Glu Glu

Ala

Phe

Tyr

Lys

Asp
120

Thr

Thr

Cys

Val

1405

Leu

Gly

Leu

Gln

30

Glu

Asgn

Leu Gln Thr

1

Leu Pro Phe

1

46

Ile

Thy

75

Gln

Ile

Gly

Pro

60

Ile

Met

Lys

Ala

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Arg Phe Ser

Arg Leu Glu
80

Gly Aryg Pro
95

Ala aAla Glu
110



10

15

20

<400> 79
000

<210> 80

<400> 80
000

<210> 81
<211>118
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 646 228 T3

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

<400> 81

Glu
1

Ser

" Thr

Ser

Lys
. 865

Leu

Ala

<210> 82
<211>125
<212> PRT

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Cln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Ser

Val

Gly

Thr

Serxr

85

His

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Gly Gly Leu

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe
105

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

S0

Asp

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Leu Val Thr Val Ser Ser

115

Val

Thr

Gly

TYr

60

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Leu

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Phe

val

Val

Tyr

a0

Cys

Thr

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

<400> 82

47



10

15

20

Glu

Glu

Phe

Ile

Gly

65

Pro

Pro

Gln

<210> 83
<211>3
<212> PRT

Ile

Lys

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Lys

Val

Ala

Ala

s

Gly

Gly

Asp

Fhe

Leu
115

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo F8 anti-

ED-A
<400> 83

<210> 84

<400> 84
000

<210> 85

<400> 85
000

<210> 86
<211>3
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo F8 anti-ED-

A
<400> 86

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Ser

ES 2 646 228 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

val

Gly

Glu

Ser

Cys

Gln

Arg

85

Asp

Tyr

Thr

Glu

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Asp
1z0

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

105

Leu

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Asn

Leu Phe Thr

1

48

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Gly

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Tle

Met

Lys

Ala

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Pro

15

Met

Leu

Phe

Leu

Arg

25

Ala

Gly

Pra

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Glu



10

15

20

<210> 87

<400> 87
000

<210> 88

<400> 88
000

<210> 89

<400> 89
000

<210> 90

<400> 90
000

<210> 91
<211> 118
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 646 228 T3

Met Pro Phe

1

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

<400>91

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

1

Ser

Arg

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

<210> 92

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Val

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

Thr
115

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr

100

Val

5

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

His

Ser

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ala

Ala

40

Gly

Arg

aAla

Leu

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe
1405

49

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

S0

Asp

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Thr

Gly

TyY

60

Lys

Ala

Trp

Phe

Leu

45

Ala

Bsn

Val

Gly

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
il¢

15

Gln

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Ala

val

val

Tyr
80

Cys

Thr



10

15

20

ES 2 646 228 T3

<211> 125
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo F1 anti-ED-A

<400> 92
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Lys Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ala Pro
20 25 3o

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

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

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

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

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

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

<210> 93

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo F1 anti-
ED-A

<400> 93

. Gln Ala Arg
1

<210> 94

<400> 94
000

<210>95

<400> 95
000

<210> 96

50



10

15

20

25

<211>3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo F1 anti-ED-

A
<400> 96

<210>97

<400> 97
000

<210> 98

<400> 98
000

<210> 99

<400> 99
000

<210> 100

<400> 100
000

<210> 101
<211> 118
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

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

<400> 101

ES 2 646 228 T3

Ala Pro Phe

1

51



Glu

Ser

Asp

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

<210> 102
<211>125
<212> PRT

val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Val

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

Thr
115

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr

100

Val

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Ser

val

Gly

Thr

Sex

85

His

Ser

ES 2 646 228 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Axrg

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe

105

Gly Leu
10

Gly Phe

Gly Lys

Thr Tyr

Asn Ser
75

Asp Thr
=11}

Asp Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Phe

Val

Val

Tyr
80

Cys

Thr

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

<400> 102

52



10

15

20

Glu

Glu

Phe

Ile

Gly

65

Pro

Pro

Gln

<210> 103
<211>3
<212> PRT

Ile

Lys

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Lys

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu
115

Leu

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo B7 anti-

ED-A

<400> 103

<210> 104

<400> 104
000

<210> 105

<400> 105
000

<210> 106
<211>3
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo B7 anti-

ED-A

<400> 106

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Ser

ES 2 646 228 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Glu

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Glu

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Asp
12¢

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

105

Leu

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Asn

His Phe Asp

1

53

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

15

Gln

Ile

Gly

Ser

Ser

Ala

Fra

60

Ile

Met

Lys

Ala

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Pro

15

Lau

Lau

Phe

Leu

Arg

9%

Ala

Gly

Ala

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Glu



10

15

20

ES 2 646 228 T3

Leu Ala Fhe
1

<210> 107

<400> 107
000

<210> 108

<400> 108
000

<210> 109

<400> 109
000

<210>110

<400> 110
000

<210> 111
<211>118
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo E8 anti-ED-A

<400> 111

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Met
20 25 io

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

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

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

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

Ala Lys Ser Thr His Leu Tyr Leu Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
io0 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
1is

<210> 112

54



10

15

20

25

<211>125
<212> PRT

ES 2 646 228 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

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

<400> 112
Glu
1

Glu

Phe

Ile

Gly
65

Ile

Lys

Leu

Tyr
50

Ser

Vval Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
5 10 15

Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
20 25 30

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

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
5% 60

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

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

85 80 35

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Ala Ala Ala Glu

100 10% 110

Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn Gly Ala Ala

<210> 113
<211>3
<212> PRT

115 120 125

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo E8 anti-

ED-A

<400> 113

<210> 114

<400> 114
000

<210> 115

<400> 115
000

<210> 116
<211>3
<212> PRT

Asp Met His
1

<213> Secuencia artificial

55



10

15

ES 2 646 228 T3

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo E8 anti-
ED-A

<400> 116
Ser Ser Phe
1

<210> 117

<400> 117
000

<210> 118

<211>90

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 118
Asn Ile Asp Arg Pro Lys Gly Leu Ala Phe Thr Asp Val Asp Val Asp
1 5 10 15

Ser Ile Lys Ile Ala Trp Glu Ser Pro Gln Gly Gln Val Ser Arg Tyr
20 25 30

Arg Val Thr Tyr Ser Ser Pro Glu Asp Gly Ile His Glu Leu Phe Pro
35 40 45

Ala Pro Asp Gly Glu Glu Asp Thr Ala Glu Leu Gln Gly Leu Arg Pro
50 5% 60

Gly Ser Glu Tyr Thr Val Ser val val Ala Leu His Asp Asp Met Glu
65 70 75 80

Ser Gln Pro Leu Ile Gly Thr Gln Ser Thr
85 _ 90

<210> 119

<211>90

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 119

56



Asn

Ser

Arg

Ala

Gly
65

Ser

<210> 120
<211> 288
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ile

Ile

val

Pro

S0

Ser

Gln

Asp

Lys

Thr

35

Asp

Glu

Pro

Arg

Ile
20

Tyr

Gly

Tyr

Leu

Pro

Ala

Serx

Glu

Thrx

Ile
8%

ES 2 646 228 T3

Lys

Trp

Ser

Asp

val

70

Gly

Gly

Glu

Pro

Asp

55

Ser

Ile

Leu

Ser

Glu

40

Thr

Val

Gln

Ala

Pro

25

Asp

Ala

Val

Ser

Phe

10

Gln

Gly

Glu

Ala

Thr
50

Thr

Gly

Ile

Leu

Leu
75

BAsp Val

Gln val

Arg Glu
45

Gln Gly
60

His Asp

Asp

Ser

30

Leu

Leu

Asp

val

15

Arg

Phe

Arg

Met

Asp

Tyr

Pro

Pro

Glu
80

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

<400> 120

57



Met

Thr

Ser

Gly

Ile

65

Gln

Asn

Ser

Arg

Ala

145

Gly

Ser

Arg

Asp

Pro

Pro

50

Glu

Asn

Ile

Ile

val

130

Pro

Ser

Gln

Ser

Val

val

35

Thr

Gly

Pro

Asp

Lys

115

Thr

Asp

Glu

Pro

Tyr

Gln

20

Thr

Lys

Leu

Ser

Arg

100

Ile

Gly

TYY

Leu
180

Arg

Asp

Gly

Thr

Gln

Gly

85

Pro

Ala

Ser

Glu

Thr

165

Ile

Thr

Asn

Tyr

Lys

Pro

70

Glu

Lys

Trp

Ser

Glu

150

val

Gly

ES 2 646 228 T3

Glu

Ser

Arg

Thr

55

Thr

Ser

Gly

Glu

Pro

135

Asp

Serxr

Thr

Ile
Ile
val
40

Ala
Vval
Gln
Leu
Ser
120
Glu
Thr

Val

Gln

Asp

Ser

25

Thr

Gly

Glu

Pro

Ala

105

Pro

Asp

Ala

Val

Ser
18%

58

Lys

10

val

Thr

FPro

TYr

Leu

90

Phe

Gln

Gly

Glu

aAla

170

Thr

Pro

Lys

Thr

Asp

Val

75

Val

Thr

Gly

Ile

Leu

155

Leu

Ala

Ser

Trp

Proc

Gln

60

Val

Gln

Asp

Gln

His

140

Gln

His

Ile

Gln

Leu

Lys

45

Thr

Ser

Thr

Val

val

125

Glu

Gly

Asp

Pro

Met

Pro

30

Asn

Glu

Val

Ala

asp

116

Ser

Leu

Leu

Asp

aAla
180

Gln

15

Ser

Gly

Met

Tyr

Val

95

Val

Arg

Fhe

Arg

Met

175

Pro

Val

Ser

Pro

Thr

Ala

80

Thr

Asp

Tyr

Pro

Pro

1e0

Glu

Thr



10

Asp Leu

Thr Pro

210

Lys Glu

225

Ser Ser

Ser Val

Val val

<210>121
<211> 867
<212> ADN

Lys Phe Thr

195

Pro Asn Val

Lys Thr Gly

Val Val

245

val

Ala
260

Leu

Tyr

Thr
275

Thr Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 646 228 T3

Gln val

Thr

Pro Thr

200

Gln Leu
215

Pro Met

230

Ser Gly

Lys

Asp

Glu Asn

Thr

Lys

Leu

Thr

val

Gly Tyr

Glu

Ile

Val
250

Met

Leu Thr

265

Arg Ser

280

Ser
205

Ser Leu

Val
220

Arg Arg

Asn Ala

235

Leu

Ala Thr Lys

Ser Arg Pro

His
285

His His

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

<400> 121
atgagatcct

gacaacagca
accaccactc
acagaaatga
cagaatccaa
cctaaaggac
ccacagggge
gagctattce
ggttectgagt
attggaaccc

cocacaagee

cgggtgaccc

tcatcegtagg
cttaaggaca

agatctcatce

accgaacaga
ttagtgtcaa
ccaaaaatgg
ctattgaagyg
gcggagagayg
tggcattcac
aagtttccag
ctgcacctga
acacagtcag
agtccacage
tgagcgccca
ccaaggagaa

ttgtatcagg
ctttgacaag

accatcacca

aattgacaaa
gtggctgecet
accaggacca
cttgcagcee
tecagectetyg
tgatgtggat
gtacagggtg
tggtgaagaa
tgtggttgee
tattcectgea
gtggacacca

gaccggacca

acttatggtg
cagaccagct

tcactaa

ccatcccaga
tcaagttcce
acaaaaacta
acagtggagt
gttcagactyg
gtegattcca
acctactcga
gacactgcag
ttgcacgatyg
ccaactgace
cccaatgttce

atgaaagaaa

gecaccaaat

cagggagttg

59

tgcaagtgac
ctgttactgg
aaactgcagg
atgtggttag
cagtaaccaa
tcaaéattgc
gecectgagga
agctgcaagg
atatggagag
tgaagttcac
agetcactgg

tcaaccttgc
atgaagtgag

tcaccactct

Ala Gln Trp

Val Thr Pro

Ser
240

Pro Asp

Glu
255

Tvyxr Val

Ala
270

Gln Gly

His His His

cgatgttcag
ttacagagta
tccagatcaa
tgtctatget
cattgatcecge
ttgggaaage
tggaatccat
cctcagaccg
ccageeectyg
tcaggtcaca
atatcgagtyg

tcetgacage

tgtctatgct

ggagaatgte

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

867



10

15

<210> 122
<211>118
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 646 228 T3

<223> Secuencia sintética: Dominio VH del anticuerpo H1 anti-ED-A

<400> 122
Glu
1

Ser

Ser

Lys
65

Leu

Ala

Leu

<210>123
<211>118
<212> PRT

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

val

Gln Leu Leu

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

Thr
115

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr
100

Val

<213> Secuencia artificial

<220>

5

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

His

Ser

Glu ser

Cys Ala

Arg Gln

Ser Gly

58

Ile Ser

70

Leu Arg

Leu Tyr

Ser

Gly Gly Gly Leu Val Gln

Ala Ser
25

Ala Pro

40Q

Gly Ser

Arg Asp

Ala Glu

Leu Phe
105

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

<223> Secuencia sintética: Dominio VH del anticuerpo B2 anti-ED-A

<400> 123

60

Thr Phe

Gly Leu
45

Tyr Ala

60

Lys Asn

Ala val

Trp Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Pro

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Gly

Arg

Val

val

Tyr
80

Cys

Thr



Glu val

Ser Leu

Lys Met

Ser Ala
50

Lys Gly
&5

Leu Gln

Ala Lys

Leu Val

<210> 124
<211> 118
<212> PRT

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

Thr
115

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr

ic0

Val

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

His

Ser

ES 2 646 228 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Tle

70

Leu

Leu

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

aAsn

RAsp

g0

Asp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

<223> Secuencia sintética: Dominio VH del anticuerpo C5 anti-ED-A

<400> 124

Glu Val Gln Leu Leu Glu

1

Ser Leu Arg Leu

20

Thr Met Ser Trp

35

Ser ala Ile Ser

50

Lys Gly Arg Phe

5

Ser

Val

Gly

Thr

Cys

Arg

Ser

Ile

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Gly Gly Leu

Ser

25

Pro

Ser

Asp

61

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Phe

Lys

Tyr

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Gly

15

Ala

Trp

Ser

Leu

TYY

a5

Gly

Gly

15

Pro

Trp

Ser

Leu

Gly

Ala

Val

Val

Tyr
80

Cys

Thr

Gly

Ile

Val

Val

Tyr



10

15

65

ES 2 646 228 T3

70

75

80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cy

85

90

95

Ala Lys Ser Thr His Leu Tyr Leu Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Th

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 125
<211>118
<212> PRT

i0¢

<213> Secuencia artificial

<220>

105

<223> Secuencia sintética: Dominio VH del anticuerpo D5 anti-ED-A

<400> 125

Glu

1

Ser

Lys

Ser

Lys

Leu

Ala

Leu

<210> 126
<211>118
<212> PRT

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Val

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

Thr
115

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Fhe

Asn

Thr

100

Vval

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

His

Ser

Glu Ser Gly

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Gly Gly Leu

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe
105

190

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

S0

Asp

Fhe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

<223> Secuencia sintética: Dominio VH del anticuerpo E5 anti-ED-A

<400> 126

62

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
11¢

Gly

15

Val

Trp

Ser

Leu

Tyr
a5

Gly

Gly

Met

Val

Val

Tyr
80

Cys

Thr



Glu

Ser

Ser

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

<210> 127
<211>118
<212> PRT

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

val

Gln

Arg

Ser

a5

Ile

Arg

Met

Ser

Thr
11%

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr

100

val

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Ser

val

Gly

Thr

Ser

B85

His

Ser

ES 2 646 228 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Tyr

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Ser

Arqg Asp:

Ala Glu

Leu Phe
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyx

<223> Secuencia sintética: Dominio VH del anticuerpo C8 anti-ED-A

<400> 127

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

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

1

5

10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe

20

25

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyx

a5

Gly

Gly

Gly

val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro Gly Gly

Ser Leu Gln

3o

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

63



ES 2 646 228 T3

as 40 45

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

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 B8O

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

Ala Lys Ser Thr His Leu Tyr Leu Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 11l¢

. Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 128
<211>118
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia sintética: Dominio VH del anticuerpo F8 anti-ED-A
<400> 128
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

Thr Met Ser Trp Val Arg Glm Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
315 40 45

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

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

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

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

Leu Val Thr val Ser Ser
115

64



10

15

<210> 129
<211>118
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 646 228 T3

<223> Secuencia sintética: Dominio VH del anticuerpo F1 anti-ED-A

<400> 129

Glu Val Gln Leu

1

Ser

Ser

Lys
65

Leu

Ala

Leu

<210> 130
<211> 118
<212> PRT

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

vVal

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

Thr
115

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Azsn

Thr

100

Val

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

5

Ser

val

Gly

Thxr

Ser

85

His

Ser

Glu Ser Gly Gly Gly Leu

Cys

Arg’

Ser

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe
105

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Phe

Lys

Ser
75

Thr

Tyr

<223> Secuencia sintética: Dominio VH del anticuerpo B7 anti-ED-A

<400> 130

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gin

Phe

Leu

45

Ala

aAsn

Val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Gln

Trp

Ser

Leu

Tyx
95

Gly

Gly

Ala

Val

Val

Tyr
80

Cys

Thr

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

65



Ser Leu

Asp Met

Ser Ala
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Lys

Leu Val

<210>131
<211>118
<212> PRT

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

Thr
115

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr

100

val

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

His

Ser

ES 2 646 228 T3

Cys Ala

Arg Gln

Ser Gly

55

Ile Sex

70

Leu Arg

Leu Tyr

Ser.

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Ser
25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe
105

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

<223> Secuencia sintética: Dominio VH del anticuerpo E8 anti-ED-A

<400> 131

15

Thr Phe Ser His Phe

30

Gly Leu Glu Trp Val

45

Tyr Ala Asp Ser Val

60

Lys Asn Thr Leu Tyr

80

Ala Val Tyr Tyr Cys
95

Trp Gly Gln Gly Thr

110

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

1

5

10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser

240

25

30

His Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu

35

40

45

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp

50

55

60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr

65

70

66

75

Gly Gly

15

Asp Met

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80



10

15

ES 2 646 228 T3

- Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu aAsp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

BS

90

95

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

100

Leu Val Thr Val Ser Ser

115

<210> 132
<211>118
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

105

<223> Secuencia sintética: Dominio VH del anticuerpo G9 anti-ED-A

<400> 132

Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Gln Met Ser Trp Val
35

Ser Ala Ile Ser Gly
50

Lys Gly Arg Phe Thr
65

Leu Gln Met Asn Ser
85

Ala Lys Ser Thr His
lo00

Leu Val Thr Val Ser
115
<210> 133
<211> 125
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Gly Gly Leu Val

Ser

25

Fro

Ser

Asp

Glu

Phe
105

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

TyY

<223> Secuencia sintética: Dominio VL del anticuerpo H1 anti-ED-A

<400> 133

67

Thr

Gly

Tyxr

&0

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

His

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Gly

Met

val

val

Tyr

80

Cys

Thr



Glu

Glu

Trp

Ile

Gly

Pro

Pro

Gln

<210> 134
<211>125
<212> PRT

Ile

Arg

Leu

Tvr

S0

Ser

Glu

Thr

Lys

val

Ala

Ala

s

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu
115

Leu

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

100

Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

a5

Gln

Ser

ES 2 646 228 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Glu

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tvr

Thr

Glu

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Asp
120

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Leu

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

20

Glu

Asn

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Gly

<223> Secuencia sintética: Dominio VL del anticuerpo B2 anti-ED-A

<400> 134

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Met

Lys

Ala

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

1

5

10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser

20

25

Phe Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala

35

40

68

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Leu

Val

Ser Pro
15

Ser Ser
30

Arg Leu

Arg Phe

Arg Leu

Gly Arg

95

Ala Ala
110

Ser Pro
15

Gly

Ala

Leu

Ser

Glu

a0

Pro

Glu

Gly

Ser Val Ala

30

Pro Arg Leu

45

Leu



10

Ile

Gly
65

Pro

Pro

Gln

<210> 135
<211>125
<212> PRT

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Lys

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu
11s

ala

Ser

Fhe

Gly

100

Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Dominio VL del anticuerpo C5 anti-ED-A

<400> 135

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Ser

ES 2 646 228 T3

Ser
Thr
70

val

cly

Glu

Arg Ala

55

Asp Phe

Tyr Tyx

Thr Lys

Glu Asp

Thr Gly Ile

Thr Leu Thr

Pro Asp Arg FPhe

&0

75

Cys Gln Gln

S0

Val Glu TIle

105

120

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser

1

Glu

FPhe

Ile

Gly

Pro

Pro

<210> 136
<211>125
<212> PRT

Arg

Leu

Tyr

S0

Ser

Glu

Thr

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

S

85

100

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

70

Ser Cys

Gln Gln

Ser Arg

S5

Thr Asp

Val Tyr

Gly Thr

Leu Asn Gly

Pro Gly Thr Leu

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

10

Ala Ser
25

Pro Gly

Thr Gly

Thr Leu

Cys Gln

g0

val Glu
105

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Ile Ser Arg Leu

Met Arg Gly Arg

95

Lys Ala Ala Ala

110

Ala Ala

125

Ser

Glu

80

Pro

Glu

Ser Leu Ser Pro Gly

15

30

Ser Val Ser Leu His

Ala Pro Arg Leu Leu

45

Pro Asp Arg Phe Ser

60

Yle Ser Arg Leu Glu

80

Met Arg Gly Arg Pro

95

Lys Ala Ala Ala Glu

110

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

69

120

125



10

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 646 228 T3

<223> Secuencia sintética: Dominio VL del anticuerpo D5 anti-ED-A

<400> 136

Glu Ile
1

Glu Arg

Phe Leu

Ile Tyr
50

Gly Ser
65

Pro Glu

Pro Thr

Gln Lys

<210> 137
<211>125
<212> PRT

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu
115

Leu Thr
5

Thr Leu
20

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala
85

Gly Gln
100

Ile Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Glu

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyxr

Thr

Glu

Pro Gly Thr

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

AsSp
120

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

105

Leu

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Asn

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Gly

<223> Secuencia sintética: Dominio VL del anticuerpo E5 anti-ED-A

<400> 137

Ser
Ser
Ala
Pro
60

Ile
Met

Lys

Ala

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Ser

Ser

3o

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Pro

15

Asn

Leu

Fhe

Leu

Arg

95

Ala

Gly

hla

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Glu

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

1

5

70

10

15



Glu Arg Ala Thr Leu
20

His Leu Ala Trp Tyr
a5

Ile Tyr Gly Ala Ser
50

Gly Ser Gly Ser Gly
65

Pro Glu Asp Phe Ala
85

Pro Thr Phe Gly Gln
100

Gln Lys Leu Ile Ser
115

<210> 138
<211>125
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Gin

Ser

Thr

70

Val

Gly

Glu

ES 2 646 228

T3

Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val

25

Gln Lys Pro Gly Gln Rla Pro

40

Arg Ala Thr Gly Ile

55

Asp Phe Thr Leu Thr

75

Tyr Tyr Cys Gln Gln Met Arg

90

Thr Lys Val Glu Ile Lys Ala

105

Glu Asp Leu Asn Gly Ala Ala

120

<223> Secuencia sintética: Dominio VL del anticuerpo C8 anti-ED-A

<400> 138

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu

1l 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala

20

25

Phe Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

35

40

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr

50

55

- Bly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

65

70

71

10

Ser Gln

Gly Gln

Gly Ile

Leu Thr
75

Ser Leu Ala
30
Arg Leu Leu
45
Pro Asp Arg Phe Ser
60
Ile Ser Arg Leu Glu
80
Gly Arg Pro
85
Ala Ala Glu
110
125
Ser Leu Ser Pro Gly
15
Ser Val Ser Leu Pro
30
Ala Pro Arg Leu Leu
45
Pro Asp Arg Phe Ser
60
Ile Ser Arg Leu Glu
80



10

15

Pro Glu Asp Phe Ala val Tyr Tyr

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys

Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp

<210> 139
<211> 125
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Dominio VL del anticuerpo F8 anti-ED-A

<400> .139
Glu

1
Glu
‘ Phe
Ile
Gly
Pro

Pro

. Gln

<210> 140
<211>125
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Dominio VL del anticuerpo F1 anti-ED-A

<400> 140

85

100

115

Ile

Arg

Leu

Tvxr

50

Ser

Glu

Thr

Lys

Val

Ala

Ala

3B

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu
118

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Ile

ES 2 646 228 T3

90

105

120

Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu

L

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Ser

Ser

Gln

Ser

Thr

70

val

Gly

Glu

Gln

Arg

55

Asp

Thr

Glu

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Asp
120

72

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

145

Leu

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

20

Glu

Asn

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Gly

95

110

Leu Asn Gly Ala ala

125

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Tle

Met

Lys

Ala

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Pro

15

Met

Leu

Phe

Leu

Arg
95

Ala

Cys Gln Gln Met Arg Gly Arg Pro

Val Glu Ile Lys Ala Ala Ala Glu

Gly

Pro

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Glu



ES 2 646 228 T3

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

Glu Arg Ala Thr Leu Ser (ys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ala Pro
20 25 30

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

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

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu

Pro Glu Asp Phe Ala val Tyr Tyr Cys Gln Gln Met Arg Gly Arg Pro
85 g0 95

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Ala Ala Ala Glu
i00 105 110

Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn Gly Ala Ala

118 120 125
<210> 141
<211> 125
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia sintética: Dominio VL del anticuerpo B7 anti-ED-A
<400> 141
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Leu Ala
20 25 a0

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

73



10

Ile

Gly
65

Pro

Pro

Gln

<210> 142
<211> 125
<212> PRT

Tvr

50

Ser

Glu

Thr

Lys

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu
115

Ala

Ser

Phe

Gly

100

Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Gly

Ala

8BS

Gln

Ser

ES 2 646 228 T3

Ser

Thr

70

Val

Gly

Glu

Arg

55

Asp

Tyr

Thyr

Glu

Ala

Fhe

TYY

Lys

Asp
120

Thr

Thr

Cys

Val

105

Leu

Gly

Leu

Gln

20

Glu

Asn

Ile

Thr

75

Gln

Tle

Gly

<223> Secuencia sintética: Dominio VL del anticuerpo E8 anti-ED-A

<400> 142
Glu
1

Glu

Phe

Ile

Gly

65

Pro

Pro

<210> 143
<211>125

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

val

Ala

Ala

as

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Thr
5

Leu

Tyx

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

val
105

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

20

Glu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Fro

60

Ile

Met

Lys

Ala

Ser

Ser

Ala

Pro

&0

Ile

Met

Lys

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Fhe

Leu

Arg

95

Ala

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Len

Arg

95

Ala

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

115

74

125

Sexr

Glu

80

Pro

Glu

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Glu
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15

20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 646 228 T3

<223> Secuencia sintética: Dominio VL del anticuerpo G9 anti-ED-A

<400> 143

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly

1

Glu Arg

Phe Leu

Ile Tyr
50

Gly Ser
65

Pro Glu

Pro Thr

Gln Lys

<210> 144
<211> 54
<212> ADN

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu
115

5

Thr Leu
20

Trp Tyr

Bla Ser

Ser Gly

Phe Ala
85

Gly Gln
100

Ile Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Glu

<223> Secuencia sintética: Cebador

<400> 144

<210> 145
<211>48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Cebador

<400> 145

<210> 146

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tvr

Thr

Glu

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Asp
120

Ala
25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Leu

Thr

10

Serx

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Asn

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Gly

Ser

Ser

Ala

Fro

60

Ile

Met

Lys

Ala

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Pro

15

Thr

Leu

Fhe

Leu

Arg

85

Ala

ttttccttttgoggeoocgeteattagtttcgtatecttcattgtcatgta

48

75

Gly

Ala

Leu

Ser

Glu

80

Pro
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<211>29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Cebador

<400> 146
cccaagcttgtcgaccatgggckggagec
- 28

<210> 147

<211>62

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Cebador

<400> 147

gagccggaagagctactacccgatgaggaagagaattctttgatttccaccttggtcccttg

62

51

76
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REIVINDICACIONES

1. El uso de una molécula de anticuerpo que se une a la isoforma de extradominio-A (ED-A) de fibronectina para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de un paciente con artritis reumatoide, en el que la molécula de
anticuerpo se conjuga con interleucina-10 (IL-10).

2. El uso de una molécula de anticuerpo que se une a la isoforma ED-A de fibronectina para la preparacion de un
medicamento para el suministro a la neovasculatura de lugares de artritis reumatoide en un paciente de una
molécula conjugada con la molécula de anticuerpo, en el que la molécula es interleucina-10 (IL-10).

3. Una molécula de anticuerpo que se une a la isoforma de ED-A de fibronectina, para su uso en un procedimiento
de tratamiento de artritis reumatoide en un paciente que comprende la administracion al paciente de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un medicamento que comprende la molécula de anticuerpo, en la que la molécula de
anticuerpo se conjuga con interleucina-10 (IL-10).

4. Una molécula de anticuerpo que se une a la isoforma de ED-A de fibronectina, para su uso en un procedimiento
de administracion de una molécula a la neovasculatura de lugares de artritis reumatoide en un ser humano o animal
gue comprende la administracion al ser humano o animal de la molécula de anticuerpo, en la que la molécula de
anticuerpo se conjuga con la molécula, y en la que la molécula es interleucina-10 (IL-10).

5. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2 o la molécula de anticuerpo para su uso de acuerdo
con la reivindicacion 3 o la reivindicacion 4, en la que la molécula de anticuerpo se une al ED-A de fibronectina.

6. El uso o molécula de anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
la que la molécula de anticuerpo, comprende:

(i) un dominio VH que comprende un conjunto de regiones determinantes de complementariedad HCDR1,
HCDR2 y HCDR3 y una regiéon marco, y; un dominio VL que comprende un conjunto de regiones determinantes
de complementariedad LCDR1, LCDR2 y LCDR3 y una regién marco, en el que HCDR1 tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 3, HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4, HCDRS3 tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5; y LCDRL1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 6, LCDR2
tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 7, y LCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8;

(i) un dominio VH que comprende un conjunto de regiones determinantes de complementariedad HCDR1,
HCDR2 y HCDRS3 y una regién marco, y; un dominio VL que comprende un conjunto de regiones determinantes
de complementariedad LCDR1, LCDR2 y LCDR3 y una regién marco, en el que HCDR1 tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 23, HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4, HCDRS3 tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5; y LCDRL1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 26, LCDR2
tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 7, y LCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8;

(i) un dominio VH que comprende un conjunto de regiones determinantes de complementariedad HCDR1,
HCDR2 y HCDRS3 y una regién marco, y; un dominio VL que comprende un conjunto de regiones determinantes
de complementariedad LCDR1, LCDR2 y LCDRS3 y una region marco, en el que, HCDRL1 tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 33, HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4, HCDR3 tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5; y LCDRL1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 36, LCDR2
tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 7, y LCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8;

(iv) un dominio VH que comprende un conjunto de regiones determinantes de complementariedad HCDR1,
HCDR2 y HCDR3 y una regiéon marco, y; un dominio VL que comprende un conjunto de regiones determinantes
de complementariedad LCDR1, LCDR2 y LCDRS3 y una region marco, en el que, HCDRL1 tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 43, HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4, HCDR3 tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5; y LCDR1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 46, LCDR2
tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 7, y LCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8;

(v) un dominio VH que comprende un conjunto de regiones determinantes de complementariedad HCDR1,
HCDR2 y HCDR3 y una regiéon marco, y; un dominio VL que comprende un conjunto de regiones determinantes
de complementariedad LCDR1, LCDR2 y LCDR3 y una regiéon marco, en el que, HCDR1 tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 53, HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4, HCDRS3 tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5; y LCDRL1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 56, LCDR2
tiene la secuencia de aminoéacidos SEQ ID NO: 7, y LCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8;

(vi) un dominio VH que comprende un conjunto de regiones determinantes de complementariedad HCDR1,
HCDR2 y HCDRS3 y una regién marco, y; un dominio VL que comprende un conjunto de regiones determinantes
de complementariedad LCDR1, LCDR2 y LCDRS3 y una region marco, en el que, HCDRL1 tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 63, HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4, HCDRS3 tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5; y LCDRL1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 66, LCDR2
tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 7, y LCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8;

(vii) un dominio VH que comprende un conjunto de regiones determinantes de complementariedad HCDR1,
HCDR2 y HCDRS3 y una regién marco, y; un dominio VL que comprende un conjunto de regiones determinantes
de complementariedad LCDR1, LCDR2 y LCDRS3 y una region marco, en el que, HCDRL1 tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 73, HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4, HCDR3 tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5; y LCDR1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 76, LCDR2
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tiene la secuencia de aminoéacidos SEQ ID NO: 7, y LCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8;
(viii) un dominio VH que comprende un conjunto de regiones determinantes de complementariedad HCDR1,
HCDR2 y HCDR3 y una regiéon marco, y; un dominio VL que comprende un conjunto de regiones determinantes
de complementariedad LCDR1, LCDR2 y LCDR3 y una regiéon marco, en el que, HCDR1 tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 83, HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4, HCDRS3 tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5; y LCDRL1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 86, LCDR2
tiene la secuencia de aminoéacidos SEQ ID NO: 7, y LCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8;
(ix) un dominio VH que comprende un conjunto de regiones determinantes de complementariedad HCDR1,
HCDR2 y HCDR3 y una regién marco, y; un dominio VL que comprende un conjunto de regiones determinantes
de complementariedad LCDR1, LCDR2 y LCDR3 y una regiéon marco, en el que, HCDRL1 tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 93, HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4, HCDRS3 tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5; y LCDRL1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 96, LCDR2
tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 7, y LCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8;

(x) un dominio VH que comprende un conjunto de regiones determinantes de complementariedad HCDR1,
HCDR2 y HCDR3 y una regiéon marco, y; un dominio VL que comprende un conjunto de regiones determinantes
de complementariedad LCDR1, LCDR2 y LCDR3 y una regiéon marco, en el que, HCDRL1 tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 103, HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4, HCDRS tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5; y LCDRL1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 106, LCDR2
tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 7, y LCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8; o
(xi) un dominio VH que comprende un conjunto de regiones determinantes de complementariedad HCDR1,
HCDR2 y HCDR3 y una regién marco, y; un dominio VL que comprende un conjunto de regiones determinantes
de complementariedad LCDR1, LCDR2 y LCDR3 y una regiéon marco, en el que, HCDR1 tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 113, HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4, HCDRS tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5; y LCDR1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 116, LCDR2
tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 7, y LCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8.

7. El uso o molécula de anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
la que la molécula de anticuerpo comprende: un dominio V4 que comprende las secuencias de aminoéacido de la
CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada en la SEQ ID NO: 81; y un dominio VL que comprende las secuencias de
aminoacido de la CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera en la SEQ ID NO: 82.

8. El uso o molécula de anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, en el que la regién marco del
dominio VH es una regiéon marco de la linea germinal humana y la regién marco del dominio VL es una regién marco
de la linea germinal humana.

9. El uso 0 molécula de anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que

el dominio VH tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1y el dominio VL tiene la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO: 2;

el dominio VH tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 21 y e
aminoacidos SEQ ID NO: 22;

el dominio VH tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 31 y el dominio VL tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 32;

el dominio VH tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 41 y el dominio VL tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 42;

el dominio VH tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 51 y el dominio VL tiene la secuencia de
aminoéacidos SEQ ID NO: 52;

el dominio VH tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 61 y e
aminoacidos SEQ ID NO: 62;

el dominio VH tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 71 y el dominio VL tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 72;

el dominio VH tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 81 y el dominio VL tiene la secuencia de
aminoéacidos SEQ ID NO: 82;

el dominio VH tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 91 y el dominio VL tiene la secuencia de
aminoéacidos SEQ ID NO: 92;

el dominio VH tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 101 y el dominio VL tiene
aminoacidos SEQ ID NO: 102; o

el dominio VH tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 111 y el dominio VL tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 112;

opcionalmente en el que, el aminoacido en la posicion 5 del dominio VH es un resto de leucina y/o el aminoacido en
la posicion 18 del dominio VL es una arginina.

dominio VL tiene la secuencia de

dominio VL tiene la secuencia de

a secuencia de

10. El uso o0 molécula de anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que el dominio VH tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 81 y el dominio VL tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 82.

11. El uso o moléculas de anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en
el que la molécula de anticuerpo comprende una Fv de cadena simple.
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12. El uso o molécula de anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que la molécula de
anticuerpo es una inmunoproteina pequefia (SIP).

13. El uso o molécula de anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el
gue la molécula de anticuerpo es un diacuerpo.

14. El uso o molécula de anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el
que el paciente tiene artritis reumatoide.

15. Una molécula de anticuerpo que se une al ED-A de fibronectina, en la que la molécula de anticuerpo es una
molécula de anticuerpo que comprende el dominio VH que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 81 y el
dominio VL que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 82 y esta conjugada con interleucina-10 (IL-10).

16. La molécula de anticuerpo de la reivindicacion 15, en la que la molécula de anticuerpo es un diacuerpo.

17. La molécula de anticuerpo de la reivindicacion 15, en la que la molécula de anticuerpo comprende una Fv de
cadena simple.

18. La molécula de anticuerpo de la reivindicacion 15, en la que la molécula de anticuerpo es una inmunoproteina
pequefia (SIP).
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Figura 4A

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTG
GGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTT
TAGCCCGCGGAGGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAG

GGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCA

CATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAG
AGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG
AGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAAGTACTC
ATTTGTATCTTTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCAC

CGTCTCGAGT

Figura 4B

GGCGGTGGAGGTTCTGGCGGCGGTGGCAGTGGCGGTGGAGGTT
CCGGGGGTGGAGGATCT
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Figura 4C

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTC
CAGGGGAAAAAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGT
TAGCTCTGCGTGGTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAG
GCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTG
GCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTT
CACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTG

TATTACTGTCAGCAGATGCGTGGTCGGCCGCCGACGTTCGGCC

AAGGGACCAAGGTGGAAATCAAAGCGGCCGCAGAACAAAAACT
CATCTCAGAAGAGGATCTGAATGGGGCCGCATAGACTGTGAAA
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Figura 5A

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSPRRMSWVRQ
APGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNT

'LYLQMNS LRAEDTAVYYCAKSTHLYLFDYWGQGTLVTVS
S

Figura 5B

GGGGSGGGGSGGGGSGGGES

Figura 5C

EIVLTQSPGTLSLSPGEKATLSCRASQSVSSAWLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISR
LEPEDFAVYYCQQMRGRPPTFGQGTKVEIKAAAEQKLIS
EEDLNGAA
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Figura 6

" AAGCTTGTCGACCATGGGCTGGAGCCTGATCCTCCTGTTCCTCGTCGCTGTGG
CTACAGGTAAGGGGCTCACAGTAGCAGGCTTGAGGTCTGGACATATATATGGG
TGACAATGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTGCACTCGGAGGTGCA
GCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTC
TCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCCTGTTTACGATGAGCTGGGTCCG
. CCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGGTAGTGGT
GGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAG
ACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGA
CACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAAGTACTCATTTGTATCTTTTTGACTACTG
GGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTggtggaggcggttcaggcggaggtgge
tctggcgatggcggaGAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCT
| CCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCATGC
CGTTTTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCAT
CTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGT
GGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATT
TTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGATGCGTGGTCGGCCGCCGACGTTCGGCCA
- AGGGACCAAGGTGGAAATCAAAGAATTCTCTTCCTCATCGGGTAGTAGCTCTT
CCGGCTCATCGTCCAGCGGCAGCCCAGGCCAGGGCACCCAGTCTGAGAACAG
AACCTGCCT. AGATG
CCTTCAGCAGAGTGAAGACTTTCTTTC CAACTTG
TGTTAAAGGAGTCCTTGCTGGAGGACTTTAAGGGTTACCTGGGTTGCCAAGCCT
IG AGATGATCCAGTTTT. AGGTGA TGAG
CAAGACC ATCAAGGCGCATGTGAACTCCCTGGGGGAGAACCTGAAG
CCTCAGG CGCTGTC TCCCTGTG C
GCAAGGCCGTGGAGCAGGTGAAGAATGCCTTTAATAAGCTCCAAGAGAAAGGC
ATCTAC GCCATGAGTGAGTTTG CTACATAGAAGCCT

TGACAATGAAGATACGAAACtaatgaGCGGCCGC
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Figura 7

EVQLLESGGG
ISGSGGSTYY
HLYLFDYWGQ
ATLSCRASQS
GTDFTLTISR

5gs555sgSPG

LVQPGGSLRL
ADSVKGRFTI
GTLVTVssgg
VSMPFLAWYQ
LEPEDFAVYY

QGTQSENSCT

SCAASGFTFS
SRDNSKNTLY
gg9s9999sg99g
QKPGQAPRLL
CQQOMRGRPPT

HFPGNLPNML

LFTMSWVRQA
LOQMNSLRAED
ggEIVLTQSP
IYGASSRATG
FGQGTKVEIK

RDLRDAFSRV

PGKGLEWVSA
TAVYYCAKST
GTLSLSPGER
IPDRFSGSGS
Efssssgsss

KTFFQMKDQL

DNLLLKESLL

EDFKGYLGCQ

ALSEMIQFYL

EEVMPQAENQ

DPDIKAHVNS

LGENLKTLRL

RLRRCHRFLP

CENKSKAVEQ

VKNAFNKLQE

KGIYKAMSEF

DIFINYIEAY

MTMKIRN
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Figura 8

30,0

a
Hindill [SIP || Vi, |[aaa || Vi [[(s5SSG)| 120" - ] Mot
pcDNA3.1
b Mk NR R 50, C
. 13,0 - dimero
[o— 11,0 4 ﬁ L{/
50kDa <= <07
o
35kDR - | 570
' 5,0
i monomero
- y A_/N U
WOR o
- 1000 5,0 100 150 20,0 25,0

absorcién

120

concentracion{ng/ml)

88



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos

