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DESCRIPCION
Inmunoconjugado de IL-12
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a un conjugado que comprende las subunidades p40 y p35 de interleucina 12 (IL-12)
unidas y un diacuerpo de cadena sencilla, en el que el diacuerpo se une a fibronectina tal como se define en las
reivindicaciones. En particular, se refiere a conjugados para seleccionar como diana la matriz extracelular (ECM) de
tejidos, particularmente la neovasculatura tumoral, al uso terapéutico de tales conjugados en el tratamiento de una
enfermedad/un trastorno, tal como cancer o angiogénesis patolégica. En particular, la invencidon se refiere a
inmunocitocinas para el direccionamiento de IL-12 a antigenos expresados de manera selectiva en la ECM de la
neovasculatura tumoral o a sitios de angiogénesis patologica.

Antecedentes de la invencion

Las citocinas son mediadores clave de la inmunidad innata y adaptativa. Se han usado muchas citocinas para fines
terapéuticos en pacientes con cancer avanzado, pero su administracién normalmente esta asociada con toxicidad
grave, lo que dificulta el aumento de la dosis hasta regimenes terapéuticamente activos y su desarrollo como
farmacos anticancerigenos. Para superar estos problemas, se ha propuesto el uso de “inmunocitocinas” (es decir,
citocinas fusionadas a anticuerpos o fragmentos de anticuerpo), con el objetivo de concentrar la actividad de
estimulacion del sistema inmunitario en el sitio de enfermedad, a la vez que se evitan los tejidos normales™S.

La citocina heterodimérica interleucina-12 (IL-12) es un mediador clave de la inmunidad innata y celular con potente
actividad antitumoral y antimetastasica®®. Consiste en una subunidad p35 y una p40 unidas covalentemente
mediante un puente disulfuro.

Nunca se ha detectado la secreciéon de la subunidad p35 aislada; en cambio, las células que producen el
heterodimero de IL-12 biolégicamente activo secretan p40 en forma libre en un exceso de 10-100 veces con
respecto al heterodimero de IL-12; dependiendo del estimulo®. Nunca se ha observado una funcion bioldgica de p40
libre y su importancia fisiologica todavia esta debatiéndose. Se producen homodimeros de p40 unidos mediante
disulfuro en el ratén; los homodimeros de p40 murinos, a diferencia de p40 libre, tienen la capacidad de bloquear las
funciones de IL-12 in vitro e in vivo'®. Hasta ahora solo se ha demostrado la existencia de homodimeros de p40
humanos en lineas celulares transfectadas con p40 y todavia esta debatiéndose la relevancia fisioldgica de los
homodimeros de p40 humanos'2,

La IL-12 actua principalmente sobre células T y NK. Las funciones mas importantes de IL-12 son la sensibilizacion
de las respuestas inmunitarias de células T auxiliares 1 (Th1) y la secrecion de IFN-y por las células NK'3.

La IL-12 genera la respuesta de Th1 en tres modalidades: (/) promueve la diferenciacion de células T
indiferenciadas, durante el encuentro inicial con un antigeno, para dar una poblaciéon de células Th1 que puede
producir grandes cantidades de IFN-y tras la activacion', (i) sirve como coestimulo requerido para la secrecion
maxima de IFN-y por las células Th1 diferenciadas que responden a un antigeno especifico'®, y (iii) estimula el
desarrollo de células Th1 que producen IFN-y a partir de poblaciones de células T de memoria en reposo que
interaccionan con un antigeno al que se han expuesto previamente'®.

La IL-12 inhibe fuertemente la neovascularizacién y el IFN-y parece desempefar un papel critico como mediador de
los efectos antigangiogénicos de IL-1217. Se sabe que la proteina 10 inducida por interferén gamma (IP-10) es un
potente inhibidor de la angiogénesis'®19,

Sin embargo, al igual que con muchas otras citocinas, la administracion de la IL-12 humana recombinante esta
asociada con toxicidad grave, lo que dificulta su desarrollo como farmaco anticancerigeno. Los ensayos clinicos en
pacientes con cancer han revelado actividades terapéuticas prometedoras, pero también han mostrado que la IL-12
humana recombinante es extremadamente téxica para los seres humanos, con una dosis maxima tolerada de
0,5 g/kg de peso corporal?®2',

Los efectos secundarios toxicos de las toxinas, particularmente de citocinas tales como IL-12, han hecho dificil
administrar una dosis eficaz y alcanzar altas concentraciones en el sitio de un tumor.

Anteriormente, los investigadores han intentado superar estos inconvenientes dirigiendo la administracion de IL-12 al
entorno tumoral y en particular a vasos sanguineos tumorales (direccionamiento vascular tumoral). El
direccionamiento vascular tumoral tiene como objetivo alterar la vasculatura tumoral, reduciendo el flujo sanguineo
para privar al tumor de oxigeno y nutrientes, produciendo la muerte de las células tumorales.

Se espera que una administracion dirigida de IL-12 al entorno tumoral aumente el indice terapéutico de la citocina.
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La concentracion de citocinas, y en particular de IL-12, a nivel de los vasos sanguineos tumorales es una estrategia
terapéutica atractiva por varios motivos.

En primer lugar, la neovasculatura tumoral es mas accesible a los agentes terapéuticos administrados por via
intravenosa que las células tumorales, lo que ayuda a evitar problemas asociados con la hipertension intersticial de
los tumores solidos?2.

En segundo lugar, la angiogénesis es caracteristica de la mayoria de los tumores solidos agresivos®. La
angiogénesis describe el crecimiento de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos sanguineos existentes. Los
tumores pueden inducir angiogénesis a través de la secrecion de diversos factores de crecimiento (por ejemplo
factor de crecimiento endotelial vascular). La angiogénesis tumoral permite que los tumores crezcan mas alla de
unos pocos milimetros de diametro y también es un prerrequisito para la metastasis tumoral. Los vasos sanguineos
nuevos formados como resultado de la angiogénesis forman la neovasculatura del tumor o de las metastasis
tumorales. El direccionamiento de IL-12 a la neovasculatura permitiria la inmunoterapia de una variedad de
diferentes tipos tumorales.

En tercer lugar, la IL-12 muestra una actividad antiangiogénica conferida por su mediador posterior, IP-10"724,

Los extradominios A (ED-A) y B (ED-B) sometidos a corte y empalme alternativamente de la fibronectina y el dominio
A1 de la tenascina-C representan tres de los marcadores mejor caracterizados de la angiogénesis y se ha notificado
que se expresan alrededor de la neovasculatura y en el estroma de practicamente todos los tipos de tumores sdlidos
agresivos. Ademas, incluso los canceres no solidos, tales como la leucemia, pueden ser susceptibles de tratamiento
mediante la seleccion como diana de antigenos de la neovasculatura. EI documento W02011/015333 describio el
tratamiento de la leucemia, incluyendo leucemia mielégena aguda, mediante la selecciéon como diana de la
neovasculatura de la médula ésea.

Se han desarrollado tres anticuerpos monoclonales humanos especificos para esas dianas y se han trasladado a
ensayos clinicos: L19 (especifico para ED-B)%, F8 (especifico para ED-A)*® y F16 (especifico para el dominio A1 de
tenascina-C)?’.

Ademas, actualmente estan investigandose varios derivados de anticuerpos, basandose en la modificaciéon de L19,
F8 o F16 con citocinas o radionuclidos de yodo, en ensayos clinicos de fase | y fase Il en pacientes con cancer y con
artritis reumatoide?®2°. Estos agentes biofarmacéuticos se denominan L19-124], L19-"3'|, L19-IL2, L19-TNF, F8-IL10,
F16-124, F16-'3"l, F16-IL2, indicando la naturaleza modular de estos derivados, en los que el resto de anticuerpo se
usa para administrar una carga util al sitio de enfermedad.

En el documento W02008/120101, se demostré que un diacuerpo F8 marcado con 1'% dirigia selectivamente 1'% a
tumores en ratones.

Se ha demostrado que un conjugado de diacuerpo F8-IL2 reduce la carga tumoral en ratones (documentos
W02008/120101, WO2010/078945).

Los investigadores han intentado mejorar el direccionamiento de IL-12 a la vasculatura usando conjugados de
anticuerpo-IL-12. Halin ef al. fusionaron secuencialmente los dominios p40 y p35 de la IL-12 heterodimérica usando
un ligador (SersGly); y los agregaron al extremo N-terminal del fragmento de anticuerpo scFv(L19). Esta
inmunocitocina mostré una actividad terapéutica aumentada de IL-12; sin embargo, sélo se observd una modesta
seleccion como diana de tumores®.

Gafner et al. clonaron y sometieron a prueba satisfactoriamente una proteina de fusidén heterodimérica en que las
subunidades p35 y p40 unidas mediante disulfuro se fusionaron a scFv(L19)31 para producir la proteina de fusion
p40-scFv(L19)/scFv(L19)-p35 (véase también el documento WOZ2006/119897). Esta proteina de fusion
heterodimérica mostré6 un excelente rendimiento en la seleccion como diana de tumores en estudios de
biodistribucién y una actividad terapéutica potenciada en comparacion con el formato de Halin.

R. Sommavilla et al dan a conocer un conjugado F8-IL-12. Las subunidades p40 y p35 de IL-12 estan unidas entre
si. El anticuerpo F8 es un anticuerpo que se une al dominio ED-A de fibronectina. Tal como puede observarse en la
figura 1 en la pagina 654, una molécula de anticuerpo esta unida a la subunidad p35 y otra a la subunidad p40 de IL-
12 (pagina 654, figura 1; pag. 654, col. 2, parrafo 1). Se da a conocer que el conjugado mostraba una impresionante
actividad de seleccion como diana de tumores en un modelo de ratén (R. Sommavilla et al.: “Expression, engineering
and characterization of the tumor-targeting heterodimeric immunocytokine F8- IL-12”, PROTEIN ENGINEERING
DESIGN AND SELECTION, vol. 23, n.° 8, 15 de junio de 2010 (2010-06-15), paginas 653-661).

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un conjugado que comprende las subunidades p40 y p35 de interleucina 12 (IL-
12) unidas y un diacuerpo de cadena sencilla, en el que el diacuerpo se une a fibronectina tal como se define en las
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reivindicaciones.

La invencion se deriva del trabajo que comparé las capacidades de seleccion como diana de tumores de tres
formatos de inmunocitocina anticuerpo-IL-12. Sorprendentemente, se descubrié un nuevo formato, que mejora la
capacidad de selecciéon como diana de tumores en comparacion con los formatos conocidos. El nuevo formato
también tiene las ventajas adicionales de produccion y purificacion mas faciles.

Tal como se muestra en los ejemplos, una proteina de fusién de cadena sencilla que comprende las subunidades
p40 y p35 de IL-12 unidas a un diacuerpo F8 de cadena sencilla (p40p35F8F8), demuestra seleccion como diana de
tumores mejorada in vivo en comparacion con el formato de inmunocitocina scFv-IL-12-scFv descrito por Gafner et
al, documento W02006/119897. En cambio, un diacuerpo F8-IL-12 (p40p35F8)x2, no muestra ninguna captacion de
tumor. Estos formatos se ilustran en la figura 2.

Por tanto, sorprendentemente, una inmunocitocina bivalente de cadena sencilla muestra un mejor perfil de
biodistribucién en comparacién con los formatos conocidos anteriormente. Esto es destacable puesto que el formato
heterodimérico descrito por Gafner et al. (documento W02006/119897) ya mostré una biodistribucién muy buena, y
no se esperaba que un nuevo formato pudiera conservar o incluso mejorar adicionalmente este perfil de seleccion
como diana.

Un conjugado que comprende las subunidades p40 y p35 de IL-12 unidas a una parte de seleccion como diana de
cadena sencilla que comprende dos sitios de unién a antigeno muestra capacidad de seleccion como diana de
tumores excelente.

Ademas, a diferencia del formato heterodimérico de Gafner et al., la inmunocitocina de la presente invencién puede
expresarse como un polipéptido de cadena sencilla, por ejemplo como una proteina de cadena sencilla que
comprende las subunidades p40 y p35 de IL-12 unidas y una parte de seleccion como diana de cadena sencilla que
comprende dos sitios de union a antigeno. Este formato tiene la ventaja de ser mas facil de producir y purificar,
puesto que consiste en una sola especie. Esto facilita la produccion de material de calidad clinica. Ademas, la
expresion de una inmunocitocina de cadena sencilla evita la homodimerizacién de la subunidad p35, que puede
asociarse con la expresion independiente de las subunidades p35 y p40. La purificacion de una inmunocitocina
heterodimérica se facilita mediante el uso de marcadores peptidicos, pero estos deben retirarse para lograr el
material de calidad clinica. La inmunocitocina de la presente invencién ofrece una via mas sencilla para la
purificacion y produccion, a la vez que mantiene e incluso mejora el perfil de biodistribucion de productos anteriores.

Estos resultados tienen implicaciones terapéuticas significativas para el direccionamiento mejorado de IL-12 a
tumores y otros sitios de angiogénesis patologica. Pueden usarse conjugados de la invencion en el tratamiento de
cancer o el tratamiento de angiogénesis patoldgica. Las implicaciones mas amplias también incluyen una variedad
de otras aplicaciones que implican el direccionamiento de sustancias in vivo, incluyendo métodos de diagnédstico asi
como la prevencion y el tratamiento de enfermedades y otros estados patolégicos.

En un primer aspecto, la invencion se refiere a un conjugado que comprende las subunidades p40 y p35 de
interleucina 12 (IL-12) unidas y una parte de seleccion como diana de cadena sencilla que comprende dos sitios de
union a antigeno.

El conjugado puede ser o puede comprender una proteina de cadena sencilla. Cuando el conjugado es una proteina
de cadena sencilla, toda la proteina puede expresarse como un solo polipéptido o proteina de fusién. Por ejemplo, el
conjugado puede ser una proteina de cadena sencilla que comprende las subunidades p40 y p35 de IL-12 y una
parte de seleccion como diana de cadena sencilla que comprende dos sitios de unién a antigeno. Alternativamente,
el conjugado puede comprender un agente heterodimérico (por ejemplo IL-12) unido a la parte de selecciéon como
diana de cadena sencilla. Una subunidad del agente heterodimérico puede unirse mediante un enlace peptidico o
ligador peptidico a la parte de seleccion como diana de cadena sencilla, y por tanto puede expresarse como una
proteina de fusién, y luego ensamblarse con la otra subunidad. Por ejemplo, el conjugado puede comprender las
subunidades p40 y p35 de IL-12 heterodiméricas, y una parte de selecciéon como diana de cadena sencilla unida a
una de las subunidades (por ejemplo p35), opcionalmente mediante un ligador peptidico.

La union puede ser en el extremo N o C de la parte de selecciéon como diana. En el presente documento se dan a
conocer modos de unién adecuados. Preferiblemente, la subunidad p35 se une a la parte de seleccién como diana
de cadena sencilla.

Preferiblemente, el conjugado contiene solo una IL-12. Preferiblemente, el conjugado contiene solo una de cada
subunidad p35 y p40. Preferiblemente, el conjugado contiene solo una parte de seleccion como diana.
Preferiblemente, la parte de seleccién como diana es bivalente, teniendo solo dos sitios de unidon a antigeno. El
conjugado puede ser una inmunocitocina, en la que uno o preferiblemente ambos sitios de unién a antigeno los
proporciona una molécula de anticuerpo. Preferiblemente, la parte de seleccion como diana es un diacuerpo de
cadena sencilla.
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Preferiblemente, la parte de seleccidon como diana esta unida al extremo C-terminal de la subunidad p35. Por tanto,
el conjugado puede tener el formato [p40]-[p35]-[parte de seleccion como diana). Preferiblemente, la subunidad p40
tiene un extremo N-terminal libre, ya que se ha demostrado que esta disposicién proporciona seleccion como diana
de tumores mejorada in vivo.

Preferiblemente, la parte de seleccion como diana es un diacuerpo de cadena sencilla y se une a fibronectina (por
ejemplo, al dominio ED-A o ED-B).

La parte de seleccion como diana puede comprender un sitio de unién a antigeno que tiene las regiones
determinantes de complementariedad (CDR) del anticuerpo F8 expuestas en SEQ ID NO 9-14. El sitio de union a
antigeno puede comprender los dominios VH y/o VL del anticuerpo F8 expuestos en SEQ ID NO 23 y 24,
respectivamente. La parte de seleccién como diana puede comprender o consistir en la secuencia de aminoacidos
del diacuerpo de cadena sencilla F8 expuesta en SEQ ID NO: 31.

Se conocen otros anticuerpos que pueden unirse a fibronectina, por ejemplo L19 (especifico para ED-B).

Preferiblemente, el conjugado tiene un peso molecular de menos de 150 kDa, mas preferiblemente de 140, 130,
120 kDa o menos. Preferiblemente, el conjugado tiene un peso molecular de entre 100 y 150 kDa, preferiblemente
de entre 100 y 120 kDa.

El conjugado puede tener una identidad de secuencia de al menos el 70%, mas preferiblemente una identidad de
secuencia de al menos el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100%, con la
secuencia de aminoacidos de p40p35F8F8 (SEQ ID NO: 8).

El conjugado puede comprender o consistir en la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 8. El
conjugado puede codificarse por la secuencia de nucleétidos que consiste en o que comprende SEQ ID NO: 1.

La invencion también proporciona acidos nucleicos aislados que codifican para conjugados de la invencion. En el
presente documento se dan a conocer ejemplos de secuencias de acido nucleico codificantes. Puede usarse un
acido nucleico aislado para expresar la proteina de fusién de la invencioén, por ejemplo mediante expresion en una
célula huésped de bacteria, levadura, insecto o mamifero. Una célula huésped preferida es E. coli. El acido nucleico
codificado se proporcionara generalmente en forma de un vector recombinante para expresion. Las células huésped
in vitro que comprenden tales vectores forman parte de la invencion, al igual que su uso para expresar las proteinas
de fusién, que posteriormente pueden purificarse a partir de un cultivo celular y opcionalmente formularse para dar
una composicion farmacéutica.

Un conjugado o inmunocitocina de la invencion puede proporcionarse por ejemplo en una composicion farmacéutica,
y puede emplearse para uso médico tal como se describe en el presente documento, o bien solo o bien en
combinacién con uno o mas agentes terapéuticos adicionales.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un conjugado tal como se describe en el presente documento para su uso
en un método de tratamiento de cancer o de inhibicidon de la angiogénesis mediante el direccionamiento de IL-12 a la
neovasculatura in vivo.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1a muestra una representacion esquematica de la proteina de fusidn de diacuerpo de cadena sencilla F8-
IL-12 (p40p35F8F8) (SEQ ID NO: 8), una realizaciéon de ejemplo de la presente invencion. En esta realizacion, las
subunidades p40 y p35 de IL-12 se fusionaron usando una secuencia de ligador (ligador peptidico/de aminoacido) y
se conectaron por medio de un ligador a dos conjuntos de fragmentos de anticuerpo F8 (dos conjuntos de VH-VL).
Cada VH y VL dentro del conjunto esta conectado mediante un ligador entre las cadenas variable pesada (VH de F8)
y variable ligera (VL de F8). Los ligadores dentro de cada conjunto no son lo suficientemente largos como para
permitir el emparejamiento entre los dominios VH y VL. Cada conjunto de VH y VL esta conectado mediante un
ligador que es lo suficientemente largo como para permitir el emparejamiento entre los dominios VH y VL del primer
conjunto con los dominios VH y VL complementarios del segundo conjunto. Los ligadores de aminoacido se
muestran como rectangulos negros.

La figura 1b muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion F8-IL-12 (p40p35F8F8). La secuencia se
lee en la direccion N-C de la figura 1a. Cada una de las subunidades p40, p35, VH y VL estan unidas mediante
secuencias de ligador, que se muestran en gris. Las dos secuencias de VH de F8 estan subrayadas. Cada
secuencia de VH de F8 va seguida por una secuencia VL. Las regiones determinantes de complementariedad (CDR)
de VHy VL, CDR1 VH, CDR2 VH, CDR3 VH y CDR1 VL, CDR2 VL y CDR3 VL se muestran en recuadros dentro de
las secuencias de VH y VL. Las secuencias de aminoacidos de las CDR también se indican por separado (SEQ ID
NO 9-14, respectivamente). Las secuencias de aminoacidos de los dominios VH de F8 y VL de F8 (SEQ ID NO 15y
16, respectivamente); los dominios p40 y p35 de IL-12 (SEQ ID NO 17 y 18, respectivamente) y los ligadores
peptidicos (SEQ ID NO 19-22) también se indican por separado a continuacion.
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La figura 2 muestra (A) la estructura del formato de inmunocitocina heterodimérica scFv-p30:p40-scFv de Gafner et
al. (“antiguo formato”); (B) una proteina de fusién p40p35F8F8 de cadena sencilla segun la invencion; y (C) el
diacuerpo F8 (p40p35F8)x2.

La figura 3a muestra la estrategia de clonaciéon de p40p35F8F8.
La figura 3b muestra la estrategia de clonacion de (p40p35F8)x2.

La figura 4 muestra los resultados de un analisis de Biacore de p40p35F8F8 para calcular la KD (constante de
afinidad de unién) aparente de la proteina al antigeno ED-A. Cada linea en el grafico representa una repeticion
independiente de la proteina p40p35F8F8. La linea de arriba indica una KD de 0,15 mg/ml, la linea media indica una
KD de 0,062 mg/ml, la linea de abajo indica una KD de 0,031 mg/ml.

La figura 5 muestra perfiles de filtracion en gel del formato de diacuerpo de cadena sencilla de IL-12 y el formato de
diacuerpo de IL-12 en comparacién con el antiguo formato. A) muestra un perfil preparativo y analitico del formato
F8hIL-12 (antiguo formato). B) y C) muestran perfiles preparativos y analiticos de los dos nuevos formatos. B)
muestra el formato de diacuerpo de cadena sencilla p40p35F8, C) muestra el formato de diacuerpo (p40p35F8)x2.

La figura 6 muestra SDS page en condiciones reductoras y no reductoras para la proteina p40p35F8F8 (carriles 1y
2) y la proteina (p40p35F8)x2 (carriles 3 y 4). Los carriles 1 y 3 muestran la proteina en condiciones no reductoras,
los carriles 2 y 4 muestran la proteina en condiciones reductoras. La masa molecular calculada de p40p35F8F8 es
de 110 kDa, la masa molecular calculada de (p40p35F8)x2 dimérica es de 170 kD.

La figura 7 muestra una comparacion del rendimiento de seleccién como diana in vivo del antiguo formato
heterodimérico (scFv-IL-12-scFv), el nuevo formato p40p35F8F8 y el nuevo formato (p40p35F8)x2 en un modelo de
tumor de raton. Los resultados se presentan en el orden: antiguo formato (barra negra), p40p35F8F8 (gris claro),
(p40p35F8)x2 (gris oscuro).

Descripcion detallada

La invencion incluye la combinacion de los aspectos y las caracteristicas preferidas descritas excepto cuando tal
combinacién claramente no puede permitirse o se evita expresamente.

En un aspecto, la invenciéon se refiere a un conjugado que comprende una parte de agente terapéutico o de
diagndstico, tal como IL-12, y una parte de seleccion como diana de cadena sencilla que comprende dos sitios de
unién a antigeno, tal como un diacuerpo de cadena sencilla.

Conjugado

Los conjugados de la invencion comprenden una parte de agente terapéutico o de diagndstico, tal como IL-12, y una
parte de seleccion como diana de cadena sencilla que comprende dos sitios de unién a antigeno.

El conjugado puede ser o puede comprender una proteina de cadena sencilla. Cuando el conjugado es una proteina
de cadena sencilla, toda la proteina puede expresarse como un solo polipéptido. Por ejemplo, el conjugado puede
ser una proteina de cadena sencilla que comprende las subunidades p40 y p35 de IL-12 y una parte de seleccion
como diana de cadena sencilla que comprende dos sitios de unién a antigeno. La proteina de cadena sencilla puede
ser una proteina de fusién, por ejemplo una proteina de fusion de cadena sencilla que comprende las subunidades
p35 y p40 de IL-12 unidas, y una parte de seleccion como diana de cadena sencilla que comprende dos sitios de
union a antigeno. Por “proteina de fusidon de cadena sencilla” quiere decirse un polipéptido que es un producto de
traduccion que resulta de la fusién de dos o mas genes o secuencias codificantes de acido nucleico para dar un
marco de lectura abierto (ORF). Los productos de expresion fusionados de los dos genes en el ORF pueden
conjugarse mediante un ligador peptidico codificado en marco. En el presente documento se describen ligadores
peptidicos adecuados.

Sin embargo, también se prevé que no sea necesario que el agente terapéutico o de diagndstico sea una cadena
sencilla. Por ejemplo, las subunidades p40 y p35 de IL-12 pueden ser un heterodimero. El heterodimero puede
unirse al extremo N o C de la parte de selecciéon como diana de cadena sencilla. El heterodimero puede unirse a la
parte de seleccién como diana de cadena sencilla por medio de la subunidad p40 o p35. La unién puede ser directa
o puede ser indirecta, por ejemplo por medio de un ligador peptidico. Opcionalmente, una de las subunidades p35 o
p40 puede unirse al agente de seleccion como diana de cadena sencilla de modo que una subunidad se expresa
con el agente de seleccion como diana de cadena sencilla, y la segunda subunidad es una segunda cadena
polipeptidica. Por tanto, las subunidades primera y segunda pueden formar un heterodimero, por ejemplo unido
mediante uno o mas enlaces disulfuro. Una subunidad puede unirse al extremo N o C de la parte de seleccién como
diana o bien directamente o bien indirectamente, por ejemplo por medio de un ligador peptidico. En el presente
documento se dan a conocer ligadores y modos de unién adecuados. Preferiblemente, la subunidad p35 se une a la
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parte de seleccién como diana de cadena sencilla.

Parte de seleccion como diana

La parte de seleccion como diana es un diacuerpo de cadena sencilla que se une a fibronectina tal como se define
en las reivindicaciones.

El término “molécula de anticuerpo” describe una inmunoglobulina ya se produzca de manera natural o de manera
parcial o completamente sintética. El término también cubre cualquier polipéptido o proteina que tenga un dominio
de unidn que es, o es sustancialmente homologo a, un dominio de unién de anticuerpo. Ejemplos de anticuerpos son
los isotipos de inmunoglobulina y sus subclases isotipicas; fragmentos que comprenden un dominio de unién de
antigeno tales como diacuerpos de cadena sencilla. La molécula de anticuerpo o fragmento del mismo puede ser
humano o humanizado. Es posible tomar anticuerpos monoclonales y otros y usar técnicas de tecnologia de ADN
recombinante para producir otros anticuerpos o moléculas quiméricas que conservan la especificidad del anticuerpo
original. Tales técnicas pueden implicar introducir ADN que codifica para la region variable de inmunoglobulina, o las
CDR de un anticuerpo en las regiones constantes, o regiones constantes mas regiones de entramado, de una
inmunoglobulina diferente. Véanse, por ejemplo, los documentos EP-A-184187, GB 2188638A o EP-A-239400. Un
hibridoma u oftra célula que produce un anticuerpo puede someterse a mutacion genética o a otros cambios, que
pueden alterar o no la especificidad de unién de los anticuerpos producidos.

Dado que los anticuerpos pueden modificarse de varias formas, el término “molécula de anticuerpo” debe
interpretarse que cubre fragmentos de anticuerpo, derivados, equivalentes funcionales y homologos de anticuerpos,
incluyendo cualquier polipéptido que comprende un dominio de unién de inmunoglobulina, ya sea natural o completa
o parcialmente sintética. Por tanto, se incluyen moléculas quiméricas que comprenden un dominio de unién de
inmunoglobulina, o equivalente, fusionadas a otro polipéptido. En los documentos EP-A-0120694 y EP-A-0125023
se describe la clonacion y expresion de anticuerpos quiméricos.

El término “especifico” puede usarse para referirse a la situacién en la que un miembro de un par de union
especifico no mostrara una unién significativa a moléculas distintas de su(s) pareja(s) de unién especifica(s). El
término también es aplicable cuando, por ejemplo, un sitio de unién a antigeno es especifico para un epitopo
particular que se porta por varios antigenos, en cuyo caso la parte de seleccion como diana que porta el sitio de
unién a antigeno podra unirse a los diversos antigenos que portan el epitopo.

La parte de seleccion como diana puede ser bivalente, es decir, tiene dos sitios de unién a antigeno. Un “sitio de
union a antigeno” describe la parte de un anticuerpo que comprende la zona que se une especificamente a y que es
complementaria a parte o la totalidad de un antigeno. Cuando un antigeno es grande, un anticuerpo puede unirse
solo a una parte particular del antigeno, parte que se denomina epitopo. Puede proporcionarse un sitio de unién a
antigeno por uno o mas dominios variables de anticuerpo (por ejemplo, un denominado fragmento de anticuerpo Fd
que consiste en un dominio a VH). Preferiblemente, un sitio de unién a antigeno comprende una regién variable de
cadena ligera (VL) y una region variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo.

La parte de selecciéon como diana puede comprender dos sitios de unién a antigeno, que pueden ser idénticos o
diferentes. Preferiblemente, la parte de seleccion como diana comprende dos sitios de unién a antigeno, en los que
cada sitio de union se proporciona por un par de dominios VH-VL. Por ejemplo, una parte de seleccién como diana
puede comprender dos pares de dominios VH-VL idénticos.

Cada uno de los sitios de unién a antigeno en la parte de seleccién como diana puede unirse al mismo antigeno o
epitopo. Esto puede lograrse proporcionando sitios de unidon a antigeno idénticos, o proporcionando dos sitios de
union a antigeno diferentes, por ejemplo que comprenden dominios VH y VL diferentes, que se unen ambos no
obstante al mismo antigeno o epitopo. Alternativamente, la parte de seleccion como diana puede ser biespecifica,
por ejemplo puede ser un diacuerpo de cadena sencilla biespecifico. Por “biespecifico” quiere decirse que cada uno
de los sitios de unién a antigeno se une a un antigeno diferente. Opcionalmente, dos sitios de unién a antigeno
pueden unirse a dos antigenos diferentes mencionados en el presente documento, por ejemplo dos antigenos
diferentes de la matriz extracelular, o dos dominios diferentes de un antigeno particular (por ejemplo fibronectina o
tenascina-C).

La parte de seleccién como diana es un diacuerpo de cadena sencilla.

Los diacuerpos son multimeros de polipéptidos, comprendiendo cada polipéptido un primer dominio que comprende
una region de unién de una cadena ligera de inmunoglobulina y un segundo dominio que comprende una region de
union de una cadena pesada de inmunoglobulina, estando unidos los dos dominios (por ejemplo mediante un ligador
peptidico) pero sin poder asociarse entre si para formar un sitio de unién a antigeno: los sitios de union a antigeno
se forman por la asociacion del primer dominio de un polipéptido dentro del multimero con el segundo dominio de
otro polipéptido dentro del multimero (documento W094/13804, también nimeros de referencia 35y 36) .

En un diacuerpo, un dominio variable de cadena pesada (VH) esta conectado a un dominio variable de cadena ligera
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(VL) en la misma cadena polipeptidica. Los dominios VH y VL estan conectados mediante un ligador peptidico que
es demasiado corto como para permitir el emparejamiento entre los dos dominios (generalmente alrededor de 5
aminoacidos). Esto fuerza el emparejamiento con los dominios VH y VL complementarios de otra cadena. Un
ejemplo de este formato se encuentra en la proteina (p40p35F8)x2 mostrada en la figura 2 (C). Tal como se muestra
en la figura 7, esta proteina no mostré seleccién como diana de tumores in vivo.

Aunque los diacuerpos normales no son adecuados para su uso en la presente invencién, un diacuerpo de cadena
sencilla es adecuado y representa una realizacion preferida de la invencion. En un diacuerpo de cadena sencilla dos
conjuntos de dominios VH y VL estan conectados entre si en secuencia en la misma cadena polipeptidica. Por
ejemplo, los dos conjuntos de dominios VH y VL pueden ensamblarse en una secuencia de cadena sencilla tal como
sigue:

(VH-VL)--(VH-VL), donde los paréntesis indican un conjunto.

En el formato de diacuerpo de cadena sencilla, cada uno de los dominios VH y VL dentro de un conjunto esta
conectado mediante un ligador peptidico corto o “no flexible”. Este tipo de secuencia de ligador peptidico no es lo
suficientemente larga como para permitir el emparejamiento de los dominios VH y VL dentro del conjunto.
Generalmente un ligador peptidico corto o “no flexible” tiene alrededor de 5 aminoacidos.

Los dos conjuntos de dominios VH y VL estan conectados como una cadena sencilla mediante un ligador peptidico
largo o “flexible”. Este tipo de secuencia de ligador peptidico es suficientemente larga como para permitir el
emparejamiento de los dominios VH y VL del primer conjunto con los dominios VH y VL complementarios del
segundo conjunto. Generalmente, un ligador largo o “flexible” tiene alrededor de 15 aminoacidos.

Se han generado diacuerpos de cadena sencilla anteriormente®. Un diacuerpo de cadena sencilla biespecifico se ha
usado para dirigir adenovirus a células endoteliales®.

Los diacuerpos y los diacuerpos de cadena sencilla pueden expresarse en y secretarse de E. coli, permitiendo asi la
facil produccién de grandes cantidades de dichos fragmentos.

La parte de seleccion como diana se une a fibronectina. La fibronectina es un antigeno sometido a corte y empalme
alternativo, y se conocen varias isoformas de fibronectina alternativas, incluyendo alternativamente las isoformas
sometidas a corte y empalme A-FN y B-FN, que comprenden los dominios ED-A o ED-B respectivamente, que son
marcadores de angiogénesis conocidos. La parte de seleccion como diana puede unirse selectivamente a isoformas
de fibronectina expresadas selectivamente en la neovasculatura. Un sitio de unién a antigeno en la parte de
seleccion como diana de la invencion puede unirse a la isoforma de fibronectina A-FN, por ejemplo puede unirse al
dominio ED-A (extradominio A). Un sitio de unién a antigeno en la parte de seleccién como diana de la invencion
puede unirse a la isoforma de fibronectina B-FN, por ejemplo puede unirse a ED-B (extradominio B).

El extradominio-A (EDA o ED-A) de fibronectina también se conoce como ED, extra-repeticion A de tipo Il (EIlIA) o
EDI. La secuencia de ED-A humano se ha publicado por Kornblihtt et al. (1984), Nucleic Acids Res. 12, 5853-5868 y
Paolella et al. (1988), Nucleic Acids Res. 16, 3545-3557. La secuencia de ED-A humano también esta disponible en
la base de datos SwissProt como los aminoacidos 1631-1720 (fibronectina tipo -lll 12; extradominio 2) de la
secuencia de aminoacidos depositada con el numero de registro P02751. La secuencia de raton ED-A esta
disponible de la base de datos SwissProt como los aminoacidos 1721-1810 (fibronectina tipo-Ill 13; extradominio 2)
de la secuencia de aminoacidos depositada con el numero de registro P11276.

La isoforma ED-A de fibronectina (A-FN) contiene el extradominio-A (ED-A). La secuencia de la A-FN humana puede
deducirse a partir de la secuencia precursora de fibronectina humana correspondiente que esta disponible en la
base de datos SwissProt con el numero de registro P02751. La secuencia de la A-FN de ratén puede deducirse a
partir de la secuencia precursora de fibronectina de ratén correspondiente que esta disponible en la base de datos
SwissProt con el nimero de registro P11276. La A-FN puede ser la isoforma ED-A humana de fibronectina. La ED-A
puede ser el extradominio-A de la fibronectina humana.

ED-A es una secuencia de 90 aminoacidos que se inserta en la fibronectina (FN) mediante corte y empalme
alternativo y esta ubicada entre los dominios 11y 12 de FN3*. ED-A puede estar ausente principalmente en la forma
plasmatica de FN pero es abundante durante la embriogénesis, la remodelacion tisular, la fibrosis, el trasplante de
corazoén y el crecimiento de tumores solidos.

La isoforma B-FN de fibronectina es uno de los marcadores de angiogénesis mejor conocidos (documentos US
10/382.107, WO01/62298). Un extradominio “ED-B” de 91 aminoacidos se encuentra en la isoforma B-FN y es
idéntico en ratén, rata, conejo, perro y hombre. B-FN se acumula alrededor de estructuras neovasculares en tumores
agresivos y otros tejidos que experimentan angiogénesis, tales como el endometrio en la fase proliferativa y algunas
estructuras oculares en estados patoldgicos, pero en cualquier caso es indetectable en tejido adulto normal.

La parte de seleccion como diana puede comprender un sitio de unién a antigeno que tiene las regiones
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determinantes de complementariedad (CDR), o los dominios VH y/o VL de un anticuerpo que puede unirse
especificamente a un antigeno de interés, por ejemplo, una o mas CDR o dominios VH y/o VL de un anticuerpo que
puede unirse especificamente a un antigeno de la ECM. El antigeno puede ser fibronectina, tal como se describio
anteriormente.

Por tanto, la parte de seleccién como diana puede comprender un sitio de unién a antigeno del anticuerpo F8 o el
anticuerpo L19, que han demostrado ambos unirse especificamente a antigenos de la ECM. La parte de seleccién
como diana puede comprender un sitio de union a antigeno que tiene una, dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR, o los
dominios VH y/o VL del anticuerpo F8 o L19.

F8 es un fragmento de anticuerpo scFv monoclonal humano especifico para el dominio ED-A sometido a corte y
empalme alternativamente y se ha descrito anteriormente?3.

Un sitio de unién a antigeno puede comprender una, dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR del anticuerpo F8. Las
secuencias de aminoacidos de las CDR de F8 son:

SEQ ID NO: 9 (VH de CDR1);

SEQ ID NO: 10 (VH de CDR2);

SEQ ID NO: 11 (VH de CDR3);

SEQ ID NO: 12 (VL de CDR1);

SEQ ID NO: 13 (VL de CDR2), y/o

SEQ ID NO: 14 (VL de CDR3).

Las SEQ ID NO 9-11 son las secuencias de aminoacidos de las regiones CDR de VH (1-3, respectivamente) del
anticuerpo monoclonal humano F8. Las SEQ ID NO 12-14 son los aminoacido de las regiones CDR de VL (1-3,
respectivamente) del anticuerpo monoclonal humano F8. Las CDR de F8 mostradas en SEQ ID NO 9-14 se
codifican por las secuencias de nucleétidos mostradas en SEQ ID NO 2-7, respectivamente.

La secuencia de aminoacidos de los dominios VH y VL del anticuerpo F8 se muestran en la figura 1b. La secuencia
de aminoacidos de los dominios VH y VL de F8 corresponden a SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 16, respectivamente.
Las secuencias de nucleétidos de los dominios VH y VL de F8 corresponden a SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24,

respectivamente.

Un sitio de unién a antigeno puede comprender una, dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR del anticuerpo L19. Las
secuencias de aminoacidos de las CDR de L19 son:

SEQ ID NO: 35 (VH de CDR1);

SEQ ID NO: 36 (VH de CDR2);

SEQ ID NO: 37 (VH de CDR3);

SEQ ID NO: 38 (VL de CDR1);

SEQ ID NO: 39 (VL de CDR2), y/o

SEQ ID NO: 40 (VL de CDR3).

SEQ ID NO 35-37 son las secuencias de aminoacidos de las regiones CDR de VH (1-3, respectivamente) del
anticuerpo monoclonal humano L19. SEQ ID NO 38-40 son los aminoacidos de las regiones CDR de VL (1-3,

respectivamente) del anticuerpo monoclonal humano L19.

La secuencia de aminoacidos de los dominios VH y VL del anticuerpo L19 corresponden a SEQ ID NO: 33 y SEQ ID
NO: 34, respectivamente. La secuencia de aminoacidos de scFv(L19) se facilita en SEQ ID NO: 41).

El conjugado puede comprender las subunidades p35 y p40 de IL-12 unidas, conectadas a un diacuerpo de cadena
sencilla, por ejemplo un diacuerpo de cadena sencilla que comprende los dominios VH y VL del anticuerpo F8 o L19.

Un diacuerpo de cadena sencilla segun la invenciéon puede tener un dominio VH que tiene una identidad de
secuencia de al menos el 70%, mas preferiblemente una identidad de secuencia de al menos el 75%, el 80%, el
85%, el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100%, con la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 15
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del dominio VH de F8 o la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 33 del dominio VH de L9. El dominio VH puede
codificarse por una secuencia de nucledtidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, mas
preferiblemente una identidad de secuencia de al menos el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el
98%, el 99% o el 100%, con la secuencia de nucledtidos del dominio VH de F8 expuestas en SEQ ID NO: 23.

Un diacuerpo de cadena sencilla segun la invencion puede tener un dominio VL que tiene una identidad de
secuencia de al menos el 70%, mas preferiblemente una identidad de secuencia de al menos el 75%, el 80%, el
85%, el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100%, con la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 16
del dominio VL de F8 o con la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 34 de L9. El dominio VL puede codificarse por
una secuencia de nucledtidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, mas preferiblemente una
identidad de secuencia de al menos el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el
100%, con la secuencia de nucleétidos del dominio VL de F8 expuesta en SEQ ID NO: 24.

La identidad de secuencia se define comiunmente con referencia al algoritmo GAP (paquete Wisconsin GCG,
Accelerys Inc, San Diego, EE.UU.). GAP usa el algoritmo Needleman y Wunsch para alinear dos secuencias
completas que maximiza el nimero de apareamientos y minimiza el numero de huecos. Generalmente, se usan
parametros por defecto, con una penalizacion por creaciéon de hueco = 12 y una penalizacion por extension de hueco
= 4. Puede preferirse el uso de GAP, pero pueden usarse otros algoritmos, por ejemplo BLAST (que usa el método
de Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 405-410), FASTA (que usa el método de Pearson y Lipman (1988) PNAS
USA 85: 2444-2448), o el algoritmo de Smith-Waterman (Smith y Waterman (1981) J. Mol Biol. 147: 195-197), o el
programa TBLASTN de Altschul et al. (1990) citado anteriormente, que emplea generalmente parametros por
defecto. En particular, puede usarse el algoritmo psi-Blast (Nucl. Acids Res. (1997) 25 3389-3402).

También pueden emplearse variantes de estos dominios VH y VL y CDR en moléculas de anticuerpo para su uso en
conjugados tal como se describe en el presente documento. Pueden obtenerse variantes adecuadas por medio de
métodos de alteracion de secuencia, o mutacion, y examen.

Las variantes particulares para su uso tal como se describe en el presente documento pueden incluir una o mas
alteraciones de secuencia de aminoacidos (adicion, delecion, sustitucion y/o inserciéon de un residuo de aminoacido),
que pueden ser menos de aproximadamente 20 alteraciones, menos de aproximadamente 15 alteraciones, menos
de aproximadamente 10 alteraciones o menos de aproximadamente 5 alteraciones, 4, 3,2 6 1.

Las alteraciones pueden realizarse en una o mas regiones de entramado y/o una o mas CDR. En particular, las
alteraciones pueden realizarse en CDR1 de VH, CDR2 de VH y/o CDR3 de VH.

La secuencia de aminoacidos del diacuerpo de F8 de cadena sencilla se encuentra en SEQ ID NO: 32. El diacuerpo
F8 de cadena sencilla puede comprender o consistir en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 32. La
secuencia de nucleotidos que codifica para el diacuerpo F8 de cadena sencilla se encuentra en SEQ ID NO: 31.

Un diacuerpo de cadena sencilla segun la invencion puede tener una identidad de secuencia de al menos el 70%,
mas preferiblemente una identidad de secuencia de al menos el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 96%, el
97%, el 98%, el 99% o el 100%, con la secuencia de aminoacidos del diacuerpo F8 de cadena sencilla expuesta en
SEQ ID NO: 32. Puede codificarse por una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de secuencia de al
menos el 70%, mas preferiblemente una identidad de secuencia de al menos el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el
95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100%, con la secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 31.

Ligadores

La parte de seleccion como diana y la parte de agente terapéutico o de diagndstico pueden conectarse entre si
directamente, por ejemplo a través de cualquier enlace quimico adecuado o a través de un ligador, por ejemplo un
ligador peptidico.

El ligador peptidico puede ser una extension de residuos de aminoacidos corta (2-20, preferiblemente 2-15). Se
conocen en la técnica ejemplos adecuados de secuencias de ligador peptidico. Pueden usarse uno o mas ligadores
diferentes. El ligador puede tener aproximadamente 5 aminoacidos de longitud. Un ejemplo de un ligador adecuado
es GSADGG (SEQ ID NO: 20) que se codifica por la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 28.

El enlace quimico puede ser, por ejemplo, un enlace covalente o ionico. Los ejemplos de enlaces covalentes
incluyen enlaces peptidicos (enlaces amida) y enlaces disulfuro. Por ejemplo, la parte de seleccion como diana y la
parte de agente terapéutico o de diagnostico pueden unirse covalentemente, por ejemplo, mediante enlaces
peptidicos (enlaces amida). Por tanto, la parte de seleccion como diana y la parte de agente terapéutico o de
diagndstico puede producirse (secretarse) como un polipéptido de cadena sencilla. Los componentes individuales
que forman la parte de seleccion como diana o la parte de agente terapéutico o de diagnostico pueden conectarse
directamente, por ejemplo a través de cualquier enlace quimico adecuado, o a través de un ligador, por ejemplo un
ligador peptidico. Ejemplos de componentes individuales que pueden unirse dentro de la parte de seleccion como
diana son secuencias de CDR o VH o VL. Ejemplos de componentes individuales dentro de la parte de agente
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terapéutico o de diagndstico son subunidades de citocina, tales como las subunidades p35 y p40 de IL-12.

Por ejemplo, cuando la parte de seleccién como diana comprende dos conjuntos de secuencias de VH y VL, por
ejemplo, cuando un diacuerpo de cadena sencilla, preferiblemente los conjuntos de secuencias primero y segundo
de VH y VL se conectan mediante un ligador peptidico flexible. Por “flexible” quiere decirse una secuencia de ligador
que es suficientemente larga como para permitir el emparejamiento de los dominios VH y VL del primer conjunto con
los dominios VH y VL complementarios del segundo conjunto. Un ejemplo de un ligador de este tipo es
SSSSGSSSSGSSSSG (SEQ ID NO: 22), que se codifica por la secuencia de nucledtidos SEQ ID NO: 30.
Preferiblemente, las secuencias de VH-VL dentro de cada conjunto estan conectadas por un ligador “no flexible”. Por
ligador “no flexible” quiere decirse una secuencia de ligador peptidico que no es lo suficientemente larga como para
permitir el emparejamiento de los dominios VH y VL. Un ejemplo de una secuencia de ligador corta es GGSGG
(SEQ ID NO: 21) que se codifica por la secuencia de nucledtidos SEQ ID NO: 29. Subunidades de citocina
individuales, tales como los dominios p40 y p35 de IL-12, también pueden conectarse mediante una secuencia de
ligador. Un ejemplo de una secuencia de ligador adecuada es GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 19), que se
codifica por la secuencia de nucledtidos SEQ ID NO: 27.

Peso molecular

Se conocen en la técnica métodos de determinacion del peso molecular de una proteina, por ejemplo SDS-PAGE.
Este puede ser el peso molecular medido real con o sin glicosilacion. Un ejemplo de un método para determinar el
peso molecular es SDS-PAGE tal como se describe en el ejemplo 1 y se muestra en la figura 6. Alternativamente, el
peso molecular puede ser un valor estimado basado, por ejemplo, en el peso molecular esperado del conjugado con
0, normalmente, sin glicosilacion. Pueden encontrarse métodos para determinar el peso molecular en libros de texto
convencionales, por ejemplo Molecular biomethods handbook, segunda edicion (2008) Humana Press, editado por
John M. Walquer y Ralph Rapley.

Agente terapéutico o de diagndstico

El agente terapéutico o de diagnodstico puede comprender dos subunidades (es decir, un par de subunidades), las
subunidades p40 y p35 de IL-12.

El agente terapéutico o de diagndstico puede ser una proteina de cadena sencilla, por ejemplo una proteina de
fusion de cadena sencilla. Por ejemplo, las subunidades p35 y p40 de IL-12 pueden unirse (por ejemplo
directamente o mediante una secuencia de ligador peptidico) como una cadena sencilla polipeptidica.
Alternativamente, solo una de las subunidades p35 o p40 puede producirse (expresarse) como una proteina de
cadena sencilla junto con la parte de selecciéon como diana de cadena sencilla. La segunda subunidad es una
segunda cadena polipeptidica, que entonces se une a la primera subunidad como un heterodimero. Las
subunidades del heterodimero, por ejemplo las subunidades p35 y p40 de IL-12 pueden unirse covalentemente. En
otra parte de este documento se describen formas de unién covalente. Preferiblemente, cuando se usa IL-12
heterodimérica en un conjugado de la invencion, las subunidades se unen mediante uno o mas enlaces disulfuro.
Los enlaces disulfuro unen las subunidades de IL-12 natural, y por tanto esta forma nativa puede ser ventajosa para
la actividad funcional.

Subunidades p35 y p40 de IL-12.

El agente terapéutico es IL-12, o una subunidad o subunidades de la misma. La IL-12 o subunidades de la misma
utiles en la invencidon pueden derivarse de cualquier animal, por ejemplo ser humano, roedor (por ejemplo rata,
ratén), caballo, vaca, cerdo, oveja, perro, etc. La IL-12 humana se prefiere en conjugados para su administracion a
seres humanos. La IL-12 se produce de manera natural como una proteina heterodimérica compuesta por una
subunidad de 40 kDa (p40) y una subunidad de 35 kDa (p35). Los pesos moleculares reales de las subunidades
pueden variar, por ejemplo cuando se expresan en diferente especies y dependiendo de si la proteina esta
glicosilada y del patrén de glicosilacion. Por tanto, los términos “p40” y “p35” no implican que las subunidades tengan
pesos moleculares de exactamente 40 y 35 kDa respectivamente. En cambio, estos términos de usan para
identificar y distinguir las dos subunidades de IL-12, que pueden definirse mas precisamente en lo que se refiere a
sus secuencias de aminoacidos.

La secuencia de aminoacidos de la subunidad p40 de IL-12 se expone en SEQ ID NO: 17; la secuencia de
aminoacidos de la subunidad p35 de IL-12 se expone en SEQ ID NO: 18. La secuencia de nucleétidos que codifica
para la subunidad p40 de IL-12 se expone en SEQ ID NO: 25; la secuencia de nucleétidos que codifica para la
subunidad p35 de IL-12 se expone en SEQ ID NO: 26.

Normalmente, la subunidad p35 tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, mas preferiblemente una
identidad de secuencia de al menos el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el
100%, con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 18. La subunidad p35 puede codificarse por una
secuencia de nucleotidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, mas preferiblemente una
identidad de secuencia de al menos el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el
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100%, con SEQ ID NO: 26.

La subunidad p40 puede tener una identidad de secuencia de al menos el 70%, mas preferiblemente una identidad
de secuencia de al menos el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100%, con la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 17. La subunidad p40 puede codificarse por una secuencia de
nucledtidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, mas preferiblemente una identidad de
secuencia de al menos el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100%, con la
secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 25.

IL-12 en conjugados de la invencion conserva una actividad biolégica de IL-12, por ejemplo una capacidad para
actuar como factor de crecimiento para células T y NK activadas, para potenciar la actividad litica de células
NK/citotoxicas activadas por linfocinas, para estimular la produccion de IFN-y por PMBC en reposo, para inhibir la
angiogénesis (por ejemplo a través del mediador posterior IP-10), y/o para inhibir el crecimiento tumoral y/o la
metastasis.

El agente terapéutico puede comprender una sola proteina de fusion de IL-12 que comprende las subunidades p35 y
p40 de IL-12 unidas.

Las subunidades pueden unirse entre si mediante cualquier enlace quimico adecuado. Por ejemplo un enlace
covalente o un enlace iénico. Los ejemplos de enlaces covalentes incluyen enlaces peptidicos (enlaces amida) y
enlaces disulfuro.

Las subunidades p35 y p40 de IL-12 pueden unirse covalentemente. El enlace covalente puede ser uno o mas
enlaces disulfuro. La invencién permite por tanto el uso y el mantenimiento de un formato natural de las subunidades
IL-12 en el conjugado.

Alternativamente, las subunidades p35 y p40 de IL-12 pueden unirse mediante enlaces peptidicos (enlaces amida),
opcionalmente a través de un ligador peptidico, tal como se describié anteriormente. Por tanto, las subunidades p35
y p40 pueden producirse (secretarse) como un polipéptido de cadena sencilla.

El agente terapéutico o de diagndstico puede comprender o consistir en las subunidades p35 y p40 de IL-12. Las
subunidades pueden ser una cadena sencilla, por ejemplo una proteina de fusién de cadena sencilla de p35 y p40.
El agente terapéutico o de diagnéstico puede comprender o consistir en las subunidades p35 y p40 como un
heterodimero (proteina heterodimérica).

Las subunidades p35 y p40 de IL-12 pueden unirse entre si en cualquier orden. Por ejemplo, el extremo N-terminal
de la subunidad p35 puede conjugarse con el extremo C-terminal de la subunidad p40 o el extremo N-terminal de la
subunidad p40 puede conjugarse con el extremo C-terminal de la subunidad p35. Preferiblemente, el extremo N-
terminal de la subunidad p35 se conjuga con el extremo C-terminal de la subunidad p40.

La parte de seleccion como diana puede conjugarse con solo una de las subunidades p40 o p35.

La parte de seleccion como diana puede conjugarse con o bien el extremo C-terminal o bien el extremo N-terminal
de la subunidad p40 o la subunidad p35, dependiendo de la orientacion relativa de las subunidades de IL-12 unidas
en el conjugado. Por ejemplo, la parte de selecciéon como diana puede conjugarse con el extremo C-terminal de la
subunidad p35, el extremo C-terminal de la subunidad p40, el extremo N-terminal de la subunidad p40 o el extremo
N-terminal de la subunidad p35. Preferiblemente, la parte de seleccion como diana se conjuga con el extremo C-
terminal de la subunidad p35.

La subunidad que no esta conjugada con la parte de seleccion como diana puede tener un extremo amino o
carboxilo terminal libre. De nuevo esto depende del orden en que se unan entre si las subunidades. Por ejemplo,
cuando la parte de seleccion como diana esta conjugada con el extremo C-terminal de la subunidad p35, la
subunidad p40 puede tener un extremo N-terminal libre. Cuando la parte de seleccion como diana esta conjugada
con el extremo C-terminal de la subunidad p40, la subunidad p35 puede tener un extremo N-terminal libre. Cuando
la parte de seleccién como diana esta conjugada con el extremo N-terminal de la subunidad p40, la subunidad p35
puede tener un extremo N-terminal libre. Cuando la parte de seleccién como diana esta conjugada con el extremo N-
terminal de la subunidad p35, la subunidad p40 puede tener un extremo N-terminal libre.

Preferiblemente, la parte de seleccion como diana se une a la subunidad p35. Preferiblemente, la subunidad p40
tiene un extremo N-terminal libre (no fusionado). Cuando la subunidad p40 tiene un extremo N-terminal libre, se cree
que esto maximiza su actividad.

Métodos de tratamiento

En un segundo aspecto, un conjugado segun la invenciéon puede usarse en un método de tratamiento del cuerpo
humano o animal, tal como un método de tratamiento (que puede incluir tratamiento profilactico) de una enfermedad
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o trastorno en un paciente (normalmente un paciente humano) que comprende administrar el conjugado al paciente.

Por consiguiente, tales aspectos de la invencion proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden un
conjugado de este tipo para el tratamiento de un estado o enfermedad, y un método de preparacién de un
medicamento o composicion farmacéutica que comprende formular el conjugado de la presente invencion con un
portador o excipiente fisiolégicamente aceptable.

Por tanto, un conjugado tal como se describe en el presente documento puede usarse en un método de tratamiento
de cancer o de inhibicidon de la angiogénesis dirigiendo un agente a la neovasculatura in vivo. El agente puede ser
cualquier agente terapéutico o de diagnéstico comentado en el presente documento. En particular una citocina, tal
como IL-12.

Por tanto, un conjugado tal como se describe en el presente documento puede usarse en un método de tratamiento
de cancer o de inhibicidn de la angiogénesis mediante el direccionamiento de IL-12 a la neovasculatura in vivo.

Los estados que pueden tratarse usando el conjugado tal como se describe en el presente documento incluyen
cancer, otros tumores y estados neoplasicos. El conjugado puede usarse para inhibir la angiogénesis y de ese modo
tratar artritis reumatoide, retinopatia diabética, degeneracién muscular relacionada con la edad, angiomas, tumores y
cancer. El tratamiento puede incluir tratamiento profilactico. El conjugado también puede administrarse en métodos
de diagnostico, por ejemplo seleccion como diana y diagnéstico de angiogénesis, que puede estar asociada con
cualquiera de los estados anteriores. También pueden diagnosticarse y tratarse otras enfermedades y estados,
segun la naturaleza del agente terapéutico o de diagndstico proteico contenido en el conjugado, y la especificidad de
la parte de seleccién como diana.

Canceres adecuados para su tratamiento tal como se describe en el presente documento incluyen cualquier tipo de
cancer solido o no solido o linfoma maligno y especialmente cancer de higado, linfoma, leucemia (por ejemplo,
leucemia mieloide aguda), sarcomas, cancer de piel, cancer de vejiga, cancer de mama, cancer uterino, cancer de
ovarios, cancer de préstata, cancer de pulmoén, cancer colorrectal, cancer de cuello uterino, cancer de cabeza y
cuello, cancer esofagico, cancer pancreatico, cancer renal, cancer de estobmago y cancer cerebral. Los canceres
pueden ser familiares o esporadicos. Los canceres pueden ser metastasicos o no metastasicos.

Preferiblemente, el cancer es un cancer seleccionado del grupo de cancer de rifién, cancer de mama, cancer de
higado, cancer de pulmon, linfoma, sarcoma (por ejemplo, tumor estromal gastrointestinal), cancer de piel (por
ejemplo melanoma), cancer colorrectal y tumores neuroendocrinos.

El cancer puede expresar una isoforma de fibronectina que comprende el dominio ED-A o ED-B. Preferiblemente, el
cancer expresa la isoforma ED-A de fibronectina.

La expresion de la isoforma ED-A de fibronectina se ha notificado en varios canceres diferentes incluyendo cancer
de rifién, cancer de mama, cancer de higado, fibrosarcoma, rabdomiosarcoma y melanoma (Lohi et al. 1995, Jacobs
et al. 2002, Matsumoto et al. 1999, Oyama et al. 1989, Tavian et al. 1994, Borsi et al. 1987).

Composiciones farmacéuticas

Un aspecto adicional de la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende al menos
un conjugado de la invencién y opcionalmente un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién comprenden normalmente una cantidad
terapéuticamente eficaz de un conjugado segun la invencion y opcionalmente sustancias auxiliares tales como
excipiente(s) farmacéuticamente aceptable(s). Dichas composiciones farmacéuticas se preparan de una manera
bien conocida en la técnica farmacéutica. Un portador o excipiente puede ser un material liquido que puede servir
como vehiculo o medio para el principio activo. Los portadores o excipientes adecuados se conocen bien en la
técnica e incluyen, por ejemplo, estabilizadores, antioxidantes, sustancias de regulacion del pH, excipientes de
liberacion controlada. La preparacion farmacéutica de la invencion puede estar adaptada, por ejemplo, para uso
parenteral y puede administrarse al paciente en forma de disoluciones o similares.

Pueden administrarse a un paciente composiciones que comprenden el conjugado de la presente invencion. La
administracion se realiza preferiblemente en una “cantidad terapéuticamente eficaz”, siendo esto suficiente para
mostrar beneficio para el paciente. Tal beneficio puede ser al menos la mejora de al menos un sintoma. La cantidad
real administrada y la tasa y curso temporal de administracion, dependeran de la naturaleza y la gravedad de lo que
se esta tratando. La prescripcion del tratamiento, por ejemplo las decisiones sobre la dosificacion, etc., esta dentro
de la responsabilidad de los médicos de familia y otros médicos. Los tratamientos pueden repetirse a intervalos
diarios, de dos veces a la semana, semanales o mensuales, segun el criterio del médico.

Los conjugados de la invencion pueden administrarse a un paciente que necesita el tratamiento por medio de
cualquier via adecuada, habitualmente mediante inyeccion en el torrente sanguineo y/o directamente en el sitio que
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va a tratarse, por ejemplo el tumor o la vasculatura tumoral. La dosis precisa y su frecuencia de administracion
dependeran de varios factores, la via de tratamiento, el tamafio y la ubicacion de la zona que va a tratarse (por
ejemplo, un tumor).

Las composiciones farmacéuticas para administracion oral pueden estar en forma de comprimido, capsula, polvo o
liqguido. Un comprimido puede comprender un portador sélido tal como gelatina o un adyuvante. Las composiciones
farmacéuticas liquidas generalmente comprenden un portador liquido tal como agua, vaselina, aceites animales o
vegetales, aceite mineral o aceite sintético. Puede incluirse solucién salina fisiologica, dextrosa u otra disolucion de
sacaridos o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol.

Para inyeccion intravenosa, o inyeccion en el sitio de afeccion, el principio activo estara en forma de una disolucion
acuosa parenteralmente aceptable que esta libre de pirégenos y tiene pH, isotonicidad y estabilidad adecuados. Los
expertos en la técnica podran preparar disoluciones adecuadas usando, por ejemplo, vehiculos isotonicos tales
como inyeccion de cloruro de sodio, inyeccién de Ringer, inyeccion de Ringer con lactato. Pueden incluirse
conservantes, estabilizadores, tampones, antioxidantes y/u otros aditivos, segun se requiera.

Una composicion puede administrarse sola o en combinacion con otros tratamientos, o bien simultdneamente o bien
secuencialmente dependiendo del estado que va a tratarse. Otros tratamientos pueden incluir la administracién de
dosis adecuadas de analgésicos tales como farmacos antiinflamatorios no esteroideos (por ejemplo aspirina,
paracetamol, ibuprofeno o ketoprofeno) u opiaceos tales como morfina o antieméticos.

Kits

Otro aspecto de la invencién proporciona un kit terapéutico para su uso en el tratamiento de cancer o angiogénesis
que comprende un conjugado tal como se describe en el presente documento. Los componentes de un kit son
preferiblemente estériles y estan en viales sellados u otros recipientes.

Un kit puede comprender ademas instrucciones para el uso de los componentes en un método descrito en el
presente documento. Los componentes del kit pueden estar comprendidos o envasados en un recipiente, por
ejemplo una bolsa, caja, frasco, bote o paquete de blister.

Terminologia

“Y/o” cuando se usan en el presente documento ha de considerarse como una divulgacion especifica de cada una
de las dos caracteristicas o componentes especificados con o sin el otro. Por ejemplo “A y/o B” ha de considerarse
como una divulgacion especifica de cada uno de (i) A, (i) B y (i) A y B, como si cada uno se expusiera
individualmente en el presente documento.

Diversos aspectos adicionales de la presente invencién resultaran evidentes para los expertos en la técnica en vista
de la presente divulgacion. La presente invencion se ilustrara ahora a modo de los siguientes ejemplos no limitativos.

Ejemplos

Se describen aqui la produccion y caracterizacién de conjugados de F8-IL-12 en dos formatos diferentes y una
comparacion de estos dos formatos con un F8-IL-12 de formato antiguo, demostrando de ese modo la superioridad
del formato de diacuerpo de cadena sencilla tal como se reivindica en el presente documento para el
direccionamiento in vivo.

Ejemplo 1. Clonacion de dos nuevas inmunocitocinas basadas en IL-12

Clonacion de p40p35F8F8:

Se fusionaron las subunidades p40 y p35 de IL-12 usando un ligador de 15 aminoacidos. Se conectaron dos
fragmentos de anticuerpo scFv(F8) que contenian un ligador corto de 5 aminoacidos entre la cadena pesada y la
ligera usando un ligador de 15 aminoacidos. Entonces se unié este fragmento de diacuerpo de cadena sencilla a la
proteina de fusién p35p40 por medio de un ligador de 6 aminoacidos. La estrategia de clonaciéon se muestra en la
figura 3a. El constructo se cloné en el vector pcDNA 3.1 para la expresion en células de mamifero.

Clonacion de (p40p35F8)x2:

Se conectaron las subunidades p40 y p35 de IL-12 usando un ligador de 15 aminoacidos y se fusionaron al
diacuerpo scFv(F8) del extremo N-terminal usando un ligador de 6 aminoacidos. La estrategia de clonacion se
muestra en la figura 3b. Se cloné el constructo en el vector pcDNA 3.1.

Tanto las proteinas p40p35F8F8 como (p40p35F8)x2 se purificaron satisfactoriamente a partir del medio mediante
cromatografia de afinidad de proteina A y se analizaron mediante SDS-PAGE vy filtracion en gel rapida de
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cromatografia liquida de proteinas usando una columna de exclusiéon molecular Superdex TM 200 10/300GL.

Los perfiles de filtracion en gel de las proteinas p40p35F8F8 y (p40p35F8)x2 se muestran en la figura 5 junto con el
perfil de filiracion en gel de la proteina F8 IL-12 de “antiguo formato”. Los resultados mostrados en la figura 5
demuestran que es mas facil purificar la proteina p40p35F8F8 en comparacion con la proteina F8 IL-12 en el antiguo
formato.

Al usar SDS-PAGE en condiciones reductoras y no reductoras, se encontr6 que la masa molecular calculada de
p40p35F8F8 era de 110 kDa y se encontré que la masa molecular calculada de la (p40p35F8)x2 dimérica era de
170 kD (figura 6).

Ejemplo 2 — Calculo del valor de KD de p40p35F8F8

Se determiné el valor de KD aparente de la proteina de fusion de cadena sencilla p40p35F8F8 mediante Biacore
sobre un chip recubierto con antigeno.

El analisis de BlAcore produjo un grafico (mostrado en la figura 4) para la proteina p40p35F8F8 que se analiz6 para
deducir la afinidad de un anticuerpo para el antigeno ED-A. El eje x de cada grafico se corresponde con el tiempo y
el eje y se corresponde con unidades de resonancia (una medida que indica la afinidad de unién del anticuerpo
sometido a prueba por el antigeno recubierto sobre el chip BlAcore).

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

Ejemplo 3 — Rendimiento de seleccién como diana in vivo: Biodistribucién

Con el fin de evaluar el rendimiento de seleccion como diana in vivo, las proteinas p40p35F8F8 y (p40p35F8)x2 se
radioyodaron con '?%| y cloramina-T, y se purificaron sobre una columna PD-10. Se inyectd por via intravenosa el
anticuerpo radiomarcado en cuatro ratones 129 SVE que portaban tumores F9 subcutaneos. Se sacrificaron los
ratones 24 horas después de la inyeccion. Se pesaron los drganos y se contd la radioactividad usando un contador
Cobra™ y. El contenido de radioactividad de érganos representativos se expresa como porcentaje de la media + EE
de la dosis inyectada por gramo de tejido. Los resultados de este experimento se ilustran en la figura 7.

La inmunocitocina (p40p35F8)x2 no mostré ninguna captacion tumoral. Tanto la proteina de antiguo formato como
p40p35F8F8 mostraron buena captacion tumoral y similares razones de tumor con respecto a sangre. Sin embargo,
las razones de tumor con respecto a érgano fueron superiores para la nueva inmunocitocina p40p35F8F8 en
comparacion con el antiguo formato (6:1 frente a 4:1). Dado que la proteina de antiguo formato y la proteina
p40p35F8F8 tenian pesos moleculares similares, la mejora observada en la captacion tumoral para el nuevo formato
no pudo explicarse mediante, por ejemplo, el nuevo formato que tenia penetracién mejorada debido a que es una
molécula mas pequefa.

En general, la nueva proteina de fusion de IL-12 p40p35F8F8 muestra varias ventajas con respecto al antiguo
formato. Es mas facil de producir y purificar puesto que consiste en una Unica especie, lo cual facilitara la
produccion. Ademas, muestra captacion tumoral mejorada in vivo.
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<400> 1

atatgggaac
ggagaaatgg
gaccagagca
ggagatgctg
ctgcttcaca
cccaaaaata
tggtggctga
tctgaccceccee
gacaacaagg
gaggagagtc
tacaccagca
ctgaagccat
agtactccac
agagaaaaga
aatgccagca
gcatctgtge
tcgagaaacc
caaaacctgc
tacccttgea

gtggaggcct

tgaagaaaga
tggtcctcac
gtgaggtctt
gccagtacac
aaaaggaaga
agacctttct
cgacaatcag
aaggggtgac
agtatgagta
tgcccattga
gcttettceat
taaagaattc
attcctactt
aagatagagt
ttagcgtgceg
cctgcagtgg
tceeegtgge
tgagggccgt
cttctgaaga

gtttaccatt
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tgtttatgtc
ctgtgacacc
aggctctgge
ctgtcacaaa
tggaatttgg
aagatgcgag
tactgatttg
gtgcggagcet
ctcagtggag
ggtcatggtg
cagggacatc
tcggcaggtg
ctcectgaca
cttcacggac
ggcccaggac
tggaggcggt
cactccagac
cagcaacatg
gattgatcat

ggaattaacc

gtagaattgg
cctgaagaag
aaaaccctga
ggaggcgagg
tccactgata
gccaagaatt
acattcagtg
gctacactct
tgccaggagg
gatgcecgtte
atcaaacctg
gaggtcagct
ttctgegtte
aagacctcag
cgctactata
tcaggcggag
ccaggaatgt
ctccagaagg
gaagatatca

aagaatgaga

18

attggtatcc
atggtatcac
ccatccaagt
ttctaagcca
ttttaaagga
attctggacg
tcaaaagcag
ctgcagagag
acagtgcctg
acaagctcaa
acccacccaa
gggagtaccc
aggtccaggyg
ccacggtcat
gctcatcttg
gtggctctgg
tcccatgect
ccagacaaac
caaaagataa

gttgcctaaa

ggatgcccct
ctggaccttg
caaagagttt
ttcgetectg
ccagaaagaa
tttcacctge
cagaggctct
agtcagaggg
cccagetget
gtatgaaaac
gaacttgcag
tgacacctgg
caagagcaag
ctgccgcaaa
gagcgaatgg
cggtggegga
tcaccactcc
tctagaattt
aaccagcaca

ttccagagag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



acctctttca
ctgtgcctta
aatgcaaagc
gttattgatg
tccettgaag
ttcagaattc
gctgatggag
tccctgagac
gtccgecagg
agcacatact
aacacgctgt
gcgaaaagta
tcgagtggeg
tctccagggg
ttagcctggt
agcagggcca
ctcaccatca
ggtcggcege
agtagctett
ttggtacagc
ctgtttacga
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat
ggaaccctgg
ccaggcaccc
agtgttagca
ctcatctatg
tctgggacag
tactgtcage

aaa

<210> 2

taactaatgg
gtagtattta
ttctgatgga
agctgatgca
aaccggattt
gggcagtgac
gtgaggtgca
tctectgtge
ctccagggaa
acgcagactc
atctgcaaat
ctcatttgta
gtagcggagg
aaagagccac
accagcagaa
ctggcatcce
gcagactgga
cgacgttecgg
ccggcetcate
ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgce
tcaccgtcte
tgtetttgtce
tgcegttttt
gtgcatccag

acttcactct

agatgegtgg
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gagttgcctg
tgaagacttg
tcctaagagg
ggccctgaat
ttataaaact
tattgataga
gctgttggag
agcctctgga
ggggctggag
cgtgaagggce
gaacagcctg
tectttttgac
ggaaattgtg
cctectectge
acctggccag
agacaggttc
gcctgaagat
ccaagggacc
gtccagegge
cctgagactc
ccgeccaggcet
cacatactac
cacgctgtat
gaaaagtact
gagtggcggt
tccaggggaa
agcctggtac
cagggccact
caccatcagc

tcggeegecg

gcctccagaa
aagatgtacc
cagatctttc
ttcaacagtg
aaaatcaagc
gtgatgagct
tctgggggag
ttcaccttta
tgggtctcag
cggttcacca
agagccgagg
tactggggcce
ttgacgcagt
agggccagtc
gctcccagge
agtggcagtg
tttgcagtgt
aaggtggaaa
gaggtgcagce
tcctgtgecag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
catttgtatc
agcggagggg
agagccaccc
cagcagaaac
ggcatcccag
agactggagc

acgttcggecce

19

agacctcttt
aggtggagtt
tagatcaaaa
agactgtgcc
tctgecatact
atctgaatgce
gcttggtaca
gcctgtttac
ctattagtgg
tctccagaga
acacggcecgt
agggaaccct
ctccaggcac
agagtgttag
tcctcatcta
ggtctgggac
attactgtca
tcaaatcttce
tgttggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
tttttgacta
aaattgtgtt
tctectgeag
ctggccagge
acaggttcag
ctgaagattt

aagggaccaa

tatgatggcce
caagaccatg
catgctggca
acaaaaatcc
tecttecatget
ttceggtage
gcctgggggg
gatgagetgg
tagtggtggt
caattccaag
atattactgt
ggtcaccgtce
cctgtctttg
catgcecgttt
tggtgcatcc
agacttcact
gcagatgecgt
ctcatcegga
tgggggagge
cacctttagc
ggtctcagcect
gttcaccatc
agccgaggac
ctggggccag
gacgcagtct
ggccagtcag
tcccaggete
tggcagtggg
tgcagtgtat

ggtggaaatc
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1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640
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2760

2820

2880

2940

3000
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<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de P40p35F8F8

<400> 8

Ile Trp Glu Leu Lys Lys Asp Val Tyr Val Val Glu Leu Asp Trp Tyr

1 5

10 15

20



Pro

Glu

Ser

Gln

65

Leu

Asp

Asn

Asp

Gly

145

Asp

Cys

Val

Asp

Lys

225

Ser

Gly

Asp

Asp

Gly

50

Tyr

Leu

Gln

Tyr

Leu

130

val

Asn

Pro

His

Tle

210

Asn

Thr

Lys

Ala

Gly

Lys

Thr

His

Lys

Ser

115

Thr

Thr

Lys

Ala

Lys

195

Ile

Ser

Pro

Ser

Pro

20

Tle

Thr

Cys

Lys

Glu

100

Gly

Phe

Cys

Glu

Ala

180

Leu

Lys

Arg

His

Lys
260

Gly

Thr

Leu

His

Lys

85

Pro

Arg

Ser

Gly

Tyr

165

Glu

Lys

Pro

Gln

Ser

245

Arg

Glu

Trp

Thr

Lys

70

Glu

Lys

Phe

Val

Ala

150

Glu

Glu

Tyr

Asp

val

230

Tyr

Glu

Met

Thr

Ile

55

Gly

Asp

Asn

Thr

Lys

135

Ala

Tyr

Ser

Glu

Pro

215

Glu

Phe

Lys
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Val

Leu

40

Gln

Gly

Gly

Lys

Cys

120

Ser

Thr

Ser

Leu

Asn

200

Pro

Val

Ser

Lys

Val

25

Asp

Val

Glu

Ile

Thr

105

Trp

Ser

Leu

Val

Pro

185

Tyr

Lys

Ser

Leu

Asp
265

Leu

Gln

Lys

val

Trp

90

Phe

Trp

Arg

Ser

Glu

170

Ile

Thr

Asn

Trp

Thr

250

Arg

Thr

Ser

Glu

Leu

75

Ser

Leu

Leu

Gly

Ala

155

Cys

Glu

Ser

Leu

Glu

235

Phe

val

21

Cys

Ser

Phe

60

Ser

Thr

Arg

Thr

Ser

140

Glu

Gln

Val

Ser

Gln

220

Tyr

Cys

Phe

Asp

Glu

45

Gly

His

Asp

Cys

Thr

125

Ser

Arg

Glu

Met

Phe

205

Leu

Pro

Val

Thr

Thr Pro
30

Val Leu

Asp Ala

Ser Leu

Ile Leu
95

Glu Ala
110

Ile Ser

Asp Pro

Val Arg

Asp Ser
175

Val Asp
190

Phe Ile

Lys Pro

Asp Thr

Gln Val

255

Asp Lys
270

Glu

Gly

Gly

Leu

80

Lys

Lys

Thr

Gln

Gly

160

Ala

Ala

Arg

Leu

Trp

240

Gln

Thr



Ser

Gln

Cys

305

Ser

Leu

Lys

Asp

Leu

385

Thr

Phe

Tyr

Lys

Leu

465

Ser

Leu

Ser

Leu

Ala

Asp

290

Ser

Arg

His

Ala

His

370

Pro

Ser

Met

Gln

Arg

450

Met

Leu

Leu

Tyr

Glu

Thr

275

Arg

Gly

Asn

His

Arg

355

Glu

Leu

Phe

Met

Val

435

Gln

Gln

Glu

His

Leu

515

Ser

Vval

Tyr

Gly

Leu

Ser

340

Gln

Asp

Glu

Ile

Ala

420

Glu

Ile

Ala

Glu

Ala

500

Asn

Gly

Ile

Tyr

Gly

Pro

325

Gln

Thr

Ile

Leu

Thr

405

Leu

Phe

Phe

Leu

Pro

485

Phe

Ala

Gly

Cys

Ser

Gly

310

val

Asn

Leu

Thr

Thr

390

Asn

Cys

Lys

Leu

Asn

470

Asp

Arg

Ser

Gly

Arg

Ser

295

Ser

Ala

Leu

Glu

Lys

375

Lys

Gly

Leu

Thr

Asp

455

Phe

Phe

Ile

Gly

Leu

Lys

280

Ser

Gly

Thr

Leu

Phe

360

Asp

Asn

Ser

Ser

Met

440

Gln

Asn

Tyr

Arg

Ser

520

Val
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Asn

Trp

Gly

Pro

Arg

345

Tyr

Lys

Glu

Cys

Ser

425

Asn

Asn

Ser

Lys

Ala

505

Ala

Gln

Ala

Ser

Gly

Asp

330

Ala

Pro

Thr

Ser

Leu

410

Ile

Ala

Met

Glu

Thr

490

val

Asp

Pro

Ser

Glu

Gly

315

Pro

vVal

Cys

Ser

Cys

395

Ala

Tyr

Lys

Leu

Thr

475

Lys

Thr

Gly

Gly

22

Ile

Trp

300

Ser

Gly

Ser

Thr

Thr

380

Leu

Ser

Glu

Leu

Ala

460

Val

Ile

Ile

Gly

Gly

Ser

285

Ala

Gly

Met

Asn

Ser

365

Val

Asn

Arg

Asp

Leu

445

Val

Pro

Lys

Asp

Glu

525

Ser

val

Ser

Gly

Phe

Met

350

Glu

Glu

Ser

Lys

Leu

430

Met

Ile

Gln

Leu

Arg

510

val

Leu

Arg

Val

Gly

Pro

335

Leu

Glu

Ala

Arg

Thr

415

Lys

Asp

Asp

Lys

Cys

495

val

Gln

Arg

Ala

Pro

Gly

320

Cys

Gln

Ile

Cys

Glu

400

Ser

Met

Pro

Glu

Ser

480

Ile

Met

Leu

Leu



Ser

545

Val

Gly

Thr

Ser

His

625

Ser

Thr

Ser

Gly

Gly

705

Leu

Gln

Glu

Ser

Gly
785

530

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

610

Leu

Ser

Leu

Gln

Gln

690

Ile

Thr

Gln

Ile

Gly

770

Gly

Ala

Gln

Gly

Ser

595

Arg

Tyr

Gly

Ser

Ser

675

Ala

Pro

Ile

Met

Lys

755

Glu

Ser

Ala

Ala

Gly

580

Arg

Ala

Leu

Gly

Leu

660

Val

Pro

Asp

Ser

Arg

740

Ser

Val

Leu

Ser

Pro

565

Ser

Asp

Glu

Phe

Ser

645

Ser

Ser

Arg

Arg

Arg

725

Gly

Ser

Gln

Arg

Gly

550

Gly

Thr

Asn

Asp

Asp

630

Gly

Pro

Met

Leu

Phe

710

Leu

Arg

Ser

Leu

Leu
790

535

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

615

Tyr

Gly

Gly

Pro

Leu

695

Ser

Glu

Pro

Ser

Leu

775

Ser

Thr

Gly

Tyr

Lys

600

Ala

Trp

Glu

Glu

Phe

680

Ile

Gly

Pro

Pro

Gly

760

Glu

Cys
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Phe

Leu

Ala

585

Asn

Val

Gly

Ile

Arg

665

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

745

Ser

Ser

Ala

Ser

Glu

570

Asp

Thr

Tyr

Gln

Val

650

Ala

Ala

Gly

Gly

Asp

730

Phe

Ser

Gly

Ala

Leu

555

Trp

Ser

Leu

Tyr

Gly

635

Leu

Thr

Trp

Ala

Ser

715

Phe

Gly

Ser

Gly

Ser
795

23

540

Phe

Val

val

Tyr

Cys

620

Thr

Thr

Leu

Tyr

Ser

700

Gly

Ala

Gln

Ser

Gly

780

Gly

Thr

Ser

Lys

Leu

605

Ala

Leu

Gln

Ser

Gln

685

Ser

Thr

val

Gly

Gly

765

Leu

Phe

Met

Ala

Gly

590

Gln

Lys

val

Ser

Cys

670

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

750

Ser

Val

Thr

Ser

Ile

575

Arg

Met

Ser

Thr

Pro

655

Arg

Lys

Ala

Phe

Tyr

735

Lys

Ser

Gln

Phe

Trp

560

Ser

Phe

Asn

Thr

val

640

Gly

Ala

Pro

Thr

Thr

720

Cys

Val

Ser

Pro

Ser
800



10

Leu Phe Thr Met

Trp Val Ser Ala
820

Ser Val Lys Gly
835

Leu Tyr Leu Gln
850

Tyr Cys Ala Lys
865

Gly Thr Leu Val

Leu Thr Gln Ser
900

Thr Leu Ser Cys
915

Trp Tyr Gln Gln
930

Ala Ser Ser Arg
945

Ser Gly Thr Asp

Phe Ala Val Tyr
980

Gly Gln Gly Thr
995

<210>9

<211>3

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Leu Phe Thr
1

<210> 10

Ser

805

Ile

Arg

Met

Ser

Thr

885

Pro

Arg

Lys

Ala

Phe

965

Tyr

Lys

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr

870

Val

Gly

Ala

Pro

Thr

950

Thr

Cys

Val

Val

Gly

Thr

Ser

855

His

Ser

Thr

Ser

Gly

935

Gly

Leu

Gln

Glu
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Arg

Ser

Ile

840

Leu

Leu

Ser

Leu

Gln

920

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile
1000

Gln

Gly

825

Ser

Arg

Tyr

Gly

Ser

905

Ser

Ala

Pro

Ile

Met
985

Lys

Ala

810

Gly

Arg

Ala

Leu

Gly

890

Leu

Val

Pro

Asp

Ser

970

Arg

24

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe

875

Ser

Ser

Ser

Arg

Arg

955

Arg

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

860

Asp

Gly

Pro

Met

Leu

940

Phe

Leu

Arg

Lys

Tyr

Ser

845

Thr

Tyr

Gly

Gly

Pro

925

Leu

Ser

Glu

Pro

Gly

Tyr

830

Lys

Ala

Trp

Glu

Glu

910

Phe

Ile

Gly

Pro

Pro
990

Leu

815

Ala

Asn

Val

Gly

Ile

895

Arg

Leu

Tyr

Ser

Glu

975

Thr

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

880

Val

Ala

Ala

Gly

Gly

960

Asp

Phe



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<211>5
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 10

Ala Ile Ser Gly Ser
1 5

<210> 11

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Ser Thr His Leu Tyr Leu
1 5

<210> 12

<211>3

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Met Pro Phe
1

<210> 13

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210> 14

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Met Arg Gly Arg Pro Pro
1 5

<210> 15

<211> 118

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

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

1 5

ES 2706 428 T3

10

25

15



10

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Thr Met Ser Trp Val
35

Ser Ala Tle Ser Gly
50

Lys Gly Arg Phe Thr
65

Leu Gln Met Asn Ser
85

Ala Lys Ser Thr His
100

Leu Val Thr Val Ser
115

<210> 16

<211>108

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 16

Glu Ile Val Leu Thr
1 5

Glu Arg Ala Thr Leu
20

Phe Leu Ala Trp Tyr
35

Ile Tyr Gly Ala Ser
50

Gly Ser Gly Ser Gly
65

Pro Glu Asp Phe Ala
85

Pro Thr Phe Gly Gln
100

<210> 17

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

ES 2706 428 T3

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe
105

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Asp

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

26

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Met

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Leu

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Pro

15

Met

Leu

Phe

Leu

Arg
95

Phe

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Gly

Pro

Leu

Ser

Glu

80

Pro



ES 2706 428 T3

<211> 306
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 17

27



Ile

Pro

Glu

Ser

Gln

65

Leu

Asp

Asn

Asp

Gly

145

Asp

Cys

Val

Asp

Lys
225

Trp

Asp

Asp

Gly

50

Tyr

Leu

Gln

Tyr

Leu

130

Val

Asn

Pro

His

Ile

210

Asn

Glu

Ala

Gly

Lys

Thr

His

Lys

Ser

115

Thr

Thr

Lys

Ala

Lys

195

Ile

Ser

Leu

Pro

20

Ile

Thr

Cys

Lys

Glu

100

Gly

Phe

Cys

Glu

Ala

180

Leu

Lys

Arg

Lys

Gly

Thr

Leu

His

Lys

85

Pro

Arg

Ser

Gly

Tyr

165

Glu

Lys

Pro

Gln

Lys

Glu

Trp

Thr

Lys

70

Glu

Lys

Phe

Val

Ala

150

Glu

Glu

Tyr

Asp

Val
230

Asp

Met

Thr

Ile

55

Gly

Asp

Asn

Thr

Lys

135

Ala

Tyr

Ser

Glu

Pro

215

Glu

ES 2706 428 T3

Val

Val

Leu

40

Gln

Gly

Gly

Lys

Cys

120

Ser

Thr

Ser

Leu

Asn

200

Pro

Val

Tyr

Val

25

Asp

Val

Glu

Ile

Thr

105

Trp

Ser

Leu

Val

Pro

185

Tyr

Lys

Ser

Val

10

Leu

Gln

Lys

Val

Trp

Phe

Trp

Arg

Ser

Glu

170

Ile

Thr

Asn

Trp

28

Val

Thr

Ser

Glu

Leu

75

Ser

Leu

Leu

Gly

Ala

155

Cys

Glu

Ser

Leu

Glu
235

Glu

Cys

Ser

Phe

60

Ser

Thr

Arg

Thr

Ser

140

Glu

Gln

Val

Ser

Gln

220

Tyr

Leu

Asp

Glu

45

Gly

His

Asp

Cys

Thr

125

Ser

Arg

Glu

Met

Phe

205

Leu

Pro

Asp

Thr

30

Val

Asp

Ser

Ile

Glu

110

Ile

Asp

Val

Asp

Val

190

Phe

Lys

Asp

Trp

15

Pro

Leu

Ala

Leu

Leu

95

Ala

Ser

Pro

Arg

Ser

175

Asp

Ile

Pro

Thr

Tyr

Glu

Gly

Gly

Leu

80

Lys

Lys

Thr

Gln

Gly

160

Ala

Ala

Arg

Leu

Trp
240



Ser

Gly

Ser

Gln

Cys
305

Thr

Lys

Ala

Asp

290

Ser

<210> 18
<211> 197

<212> PRT

Pro

Ser

Thr

275

Arg

His

Lys

260

Val

Tyr

<213> Homo sapiens

<400> 18

Ser

245

Arg

Ile

Tyr

Tyr

Glu

Cys

Ser

Phe

Lys

Arg

Ser
295

ES 2706 428 T3

Ser

Lys

Lys

280

Ser

Leu Thr Phe
250

Asp Arg Val
265

Asn Ala Ser

Trp Ser Glu

29

Cys Val Gln Val Gln
255

Phe Thr Asp Lys Thr
270

Ile Ser Val Arg Ala
285

Trp Ala Ser Val Pro
300



10

Arg Asn

His His

Ala Arg

His Glu
50

Pro Leu
65

Ser Phe

Met Met

Gln Val

Arg Gln
130

Met Gln

145

Leu Glu

Leu His

Tyr Leu

<210> 19
<211>15
<212> PRT

Leu

Ser

Gln

35

Asp

Glu

Ile

Ala

Glu

115

Ile

Ala

Glu

Ala

Asn
195

Pro

Gln

20

Thr

Ile

Leu

Thr

Leu

100

Phe

Phe

Leu

Pro

Phe
180

Ala

Val

Asn

Leu

Thr

Thr

Asn

85

Cys

Lys

Leu

Asn

Asp
165

Arg

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Leu

Glu

Lys

Lys

70

Gly

Leu

Thr

Asp

Phe

150

Phe

Ile

Thr

Leu

Phe

Asp

55

Asn

Ser

Ser

Met

Gln

135

Asn

Tyr

Arg

ES 2706 428 T3

Pro

Arg

Tyr

40

Lys

Glu

Cys

Ser

Asn

120

Asn

Ser

Lys

Ala

Asp

Ala

25

Pro

Thr

Ser

Leu

Ile

105

Ala

Met

Glu

Thr

Val
185

Pro

10

val

Cys

Ser

Cys

Ala

90

Tyr

Lys

Leu

Thr

Lys
170

Thr

<223> Secuencia sintética: Secuencia de ligador peptidico

<400> 19

30

Gly

Ser

Thr

Thr

Leu

75

Ser

Glu

Leu

Ala

Val

155

Ile

Ile

Met

Asn

Ser

Val

60

Asn

Arg

Asp

Leu

val

140

Pro

Lys

Asp

Phe

Met

Glu

45

Glu

Ser

Lys

Leu

Met

125

Ile

Gln

Leu

Arg

Pro

Leu

Glu

Ala

Arg

Thr

Lys

110

Asp

Asp

Lys

Cys

Val
190

Cys

15

Gln

Ile

Cys

Glu

Ser

95

Met

Pro

Glu

Ser

Ile
175

Met

Leu

Lys

Asp

Leu

Thr

80

Phe

Tyr

Lys

Leu

Ser

160

Leu

Ser
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15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2706 428 T3

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1

<210> 20
<211>6
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

10

<223> Secuencia sintética: Secuencia de ligador peptidico

<400> 20

Gly Ser Ala Asp Gly Gly

1

<210> 21
<211>5
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de ligador peptidico

<400> 21

Gly Gly Ser Gly Gly

1

<210> 22
<211>15
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia de ligador peptidico

<400> 22

15

Ser Ser Ser Ser Gly Ser Ser Ser Ser Gly Ser Ser Ser Ser Gly

1 5
<210> 23

<211> 354

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23

gaggtgcagc tgttggagtc
tcctgtgcag cctcectggatt
ccagggaagg ggctggagtg
gcagactccg tgaagggccg
ctgcaaatga acagcctgag
catttgtatc tttttgacta
<210> 24

<211> 324

<212> ADN

tgggggagge

cacctttagce
ggtctcagct
gttcaccatc
agccgaggac

ctggggccag

10

ttggtacagce
ctgtttacga
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat

ggaaccctgg

31

ctggggggtce
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgce

tcaccgtcte

15

cctgagactc
ccgecagget
cacatactac
cacgctgtat
gaaaagtact

gagt

60

120

180

240

300

354



10

15

20

<213> Homo sapiens

<400> 24

gaaattgtgt
ctctcctgea
cctggecagg
gacaggttca
cctgaagatt

caagggacca

<210> 25
<211>918
<212> ADN

tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccaggcet
gtggcagtgg
ttgcagtgta

aggtggaaat

<213> Homo sapiens

<400> 25

atéfgggaéc
ggagaaatgg
gaccagagca
ggagatgctg
ctgcttcaca
cccaaaaata
tggtggctga
tctgaccceccee
gacaacaagg
gaggagagtc
tacaccagca
ctgaagccat
agtactccac
agagaaaaga
aatgccagca
gcatctgtge
<210> 26

<211> 591
<212> ADN

tgaagaaaga
tggtcctcac
gtgaggtctt
gccagtacac
aaaaggaaga
agacctttct
cgacaatcag

aaggggtgac
agtatgagta
tgcccattga
gcttettceat
taaagaattc
attcctactt
aagatagagt
ttagcgtgeg

cctgcagt

<213> Homo sapiens

<400> 26

ES 2706 428 T3

tccaggcacce
gagtgttagce
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag

caaa

tgtttatgtc
ctgtgacacc
aggctctgge
ctgtcacaaa
tggaatttgg
aagatgcgag
tactgatttg
gtgcggagcet
ctcagtggag
ggtcatggtg
cagggacatc
tcggcaggtg
ctccctgaca
cttcacggac

ggcccaggac

ctgtctttgt
atgccgtttt
ggtgcatcca
gacttcactc

cagatgcgtg

gtagaattgg
cctgaagaag
aaaaccctga
ggaggcgagg
tccactgata
gccaagaatt
acattcagtg
gctacactct
tgccaggagg
gatgcegttce
atcaaacctg
gaggtcagcect
ttctgegttce
aagacctcag

cgctactata

32

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag

gtcggecgece

attggtatcc
atggtatcac
ccatccaagt
ttctaagcca
ttttaaagga
attctggacg
tcaaaagcag
ctgcagagag
acagtgcctg
acaagctcaa
acccacccaa
gggagtaccc
aggtccaggg
ccacggtcat

gctcatcttg

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

gacgttcgge

ggatgcccct
ctggaccttg
caaagagttt
ttcgetectg
ccagaaagaa
tttcacctge
cagaggctct
agtcagaggg
cccagetget
gtatgaaaac
gaacttgcag
tgacacctgg
caagagcaag
ctgccgcaaa

gagcgaatgg

60

120

180

240

300

324

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

918



10

15

20

25

30

35

40

45

agaaacctcc
aacctgctga
ccttgcactt
gaggcctgtt
tctttcataa
tgccttagta
gcaaagcttc
attgatgagc
cttgaagaac
agaattcggg
<210> 27

<211> 45
<212> ADN

ccgtggceccac
gggccgtcag
ctgaagagat
taccattgga
ctaatgggag
gtatttatga
tgatggatcc
tgatgcaggce
cggattttta

cagtgactat

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2706 428 T3

tccagaccca
caacatgctc
tgatcatgaa
attaaccaag
ttgcectggece
agacttgaag
taagaggcag
cctgaatttce
taaaactaaa

tgatagagtg

<223> Secuencia sintética: secuencia de ligador

<400> 27

ggaatgttcc
cagaaggcca
gatatcacaa
aatgagagtt
tccagaaaga
atgtaccagg
atctttctag
aacagtgaga
atcaagctct

atgagctatc

ggtggaggcg gttcaggcgg aggtggctct ggeggtggeg gateg

<210> 28
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de ligador

<400> 28

ggtagegctg atggaggt

<210> 29
<211>15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de ligador

<400> 29

ggcggtageg gaggg

<210> 30
<211> 45
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de ligador

<400> 30

tcttcctcat ccggaagtag ctcettceggce tcatcgtcca gegge

<210> 31

33

catgccttca
gacaaactct
aagataaaac
gcctaaattce
cctecttttat
tggagttcaa
atcaaaacat
ctgtgccaca
gcatacttct

tgaatgcttc

ccactcccaa
agaattttac
cagcacagtg
cagagagacc
gatggccctg
gaccatgaat
gctggcagtt
aaaatcctcc
tcatgctttce

Cc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

591

45

18

15

45



10

15

<211> 1431
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2706 428 T3

<223> Secuencia sintética: secuencia de diacuerpo de cadena sencilla F8

<400> 31

gaggtgcagc
tcectgtgeag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
catttgtatc
agcggagggyg
agagccaccc
cagcagaaac
ggcatcccag
agactggagc
acgttecggece
ggctcatcgt
ggggggtcce
agctgggtcce
ggtggtagca
tccaagaaca
tactgtgcga
accgtctcga
tctttgtcte
ccgtttttag
gcatccagca
ttcactctca
atgcgtggtc
<210> 32

<211> 680
<212> PRT

tgttggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
tttttgacta
aaattgtgtt
tctecectgeag
ctggccagge
acaggttcag
ctgaagattt
aagggaccaa
ccagcggcga
tgagactctc
gccaggctcece
catactacgce
cgctgtatct
aaagtactca
gtggcggtag
caggggaaag
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag

ggccgecgac

<213> Secuencia artificial

<220>

tgggggagge

cacctttage
ggtctcagcet
gttcaccatc
agccgaggac
ctggggccag
gacgcagtct
ggccagtcag
tcccaggetce
tggcagtggg
tgcagtgtat
ggtggaaatc
ggtgcagctg
ctgtgcagce
agggaagggg
agactccgtg
gcaaatgaac
tttgtatctt
cggaggggaa
agccacccte
gcagaaacct
catcccagac
actggagcct

gttcggccaa

ttggtacagce
ctgtttacga
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat
ggaaccctgg
ccaggcaccce
agtgttagca
ctcatctatg
tctgggacag
tactgtcagce
aaatcttccect
ttggagtctg
tctggattca
ctggagtggg
aagggccggt
agcctgagag
tttgactact
attgtgttga
tcectgecaggg
ggccaggctce
aggttcagtg
gaagattttg

gggaccaagg

34

ctggggggtce
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgce
tcaccgtcte
tgtctttgte
tgcecgttttt
gtgcatccag
acttcactct
agatgcgtgg
catccggaag
ggggaggctt
cctttagect
tctcagctat
tcaccatctc
ccgaggacac
ggggccaggg
cgcagtctce
ccagtcagag
ccaggctecct
gcagtgggtce
cagtgtatta

tggaaatcaa

cctgagactc
ccgccaggct
cacatactac
cacgctgtat
gaaaagtact
gagtggcggt
tccaggggaa
agcctggtac
cagggccact
caccatcagc
tcggeecgecg
tagctcttcece
ggtacagcct
gtttacgatg
tagtggtagt
cagagacaat
ggccgtatat
aaccctggtce
aggcaccctg
tgttagcatg
catctatggt
tgggacagac
ctgtcagcag

a

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1431
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<223> Secuencia sintética: secuencia de diacuerpo de cadena sencilla F8

<400> 32

Arg

1

His

Ala

His

Pro

65

Ser

Met

Gln

Arg

Asn

His

Arg

Glu

50

Leu

Phe

Met

Val

Gln
130

Leu

Ser

Gln

35

Asp

Glu

Ile

Ala

Glu

115

Ile

Pro

Gln

20

Thr

Ile

Leu

Thr

Leu

100

Phe

Phe

Val

Asn

Leu

Thr

Thr

Asn

85

Cys

Lys

Leu

Ala

Leu

Glu

Lys

Lys

70

Gly

Leu

Thr

Asp

Thr

Leu

Phe

Asp

55

Asn

Ser

Ser

Met

Gln
135

Pro

Arg

Tyr

40

Lys

Glu

Cys

Ser

Asn

120

Asn

Asp

Ala

25

Pro

Thr

Ser

Leu

Ile

105

Ala

Met

Pro

10

Val

Cys

Ser

Cys

Ala

90

Tyr

Lys

Leu

35

Gly

Ser

Thr

Thr

Leu

75

Ser

Glu

Leu

Ala

Met

Asn

Ser

Val

60

Asn

Arg

Asp

Leu

Val
140

Phe

Met

Glu

45

Glu

Ser

Lys

Leu

Met

125

Ile

Pro

Leu

30

Glu

Ala

Arg

Thr

Lys

110

Asp

Asp

Cys

15

Gln

Ile

Cys

Glu

Ser

95

Met

Pro

Glu

Leu

Lys

Asp

Leu

Thr

80

Phe

Tyr

Lys

Leu



Met

145

Leu

Leu

Tyr

Glu

Cys

225

Arg

Ser

Ile

Leu

Leu

305

Ser

Leu

Gln

Gln

Ile
385

Gln

Glu

His

Leu

Ser

210

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

290

Tyr

Gly

Ser

Ser

Ala

370

Pro

Ala

Glu

Ala

Asn

195

Gly

Ala

Ala

Gly

Arg

275

Ala

Leu

Gly

Leu

vVal

355

Pro

Asp

Leu

Pro

Phe

180

Ala

Gly

Ser

Pro

Ser

260

Asp

Glu

Phe

Ser

Ser

340

Ser

Arg

Arg

Asn

Asp

165

Arg

Ser

Gly

Gly

Gly

245

Thr

Asn

Asp

Asp

Gly

325

Pro

Met

Leu

Phe

Phe

150

Phe

Tle

Gly

Leu

Phe

230

Lys

Tyr

Ser

Thr

Tyr

310

Gly

Gly

Pro

Leu

Ser
390

Asn

Tyr

Arg

Ser

Val

215

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

295

Trp

Glu

Glu

Phe

Ile

375

Gly

ES 2706 428 T3

Ser

Lys

Ala

Ala

200

Gln

Phe

Leu

Ala

Asn

280

Val

Gly

Ile

Arg

Leu

360

Tyr

Ser

Glu

Thr

Val

185

Asp

Pro

Ser

Glu

Asp

265

Thr

Tyr

Gln

Val

Ala

345

Ala

Gly

Gly

Thr

Lys

170

Thr

Gly

Gly

Leu

Trp

250

Ser

Leu

Tyr

Gly

Leu

330

Thr

Trp

Ala

Ser

Val

155

Ile

Tle

Gly

Gly

Phe

235

Val

Val

Tyr

Cys

Thr

315

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly
395

36

Pro

Lys

Asp

Glu

Ser

220

Thr

Ser

Lys

Leu

Ala

300

Leu

Gln

Ser

Gln

Ser

380

Thr

Gln

Leu

Arg

Vval

205

Leu

Met

Ala

Gly

Gln

285

Lys

Val

Ser

Cys

Gln

365

Arg

Asp

Lys

Cys

Val

190

Gln

Arg

Ser

Ile

Arg

270

Met

Ser

Thr

Pro

Arg

350

Lys

Ala

Phe

Ser

Ile

175

Met

Leu

Leu

Trp

Ser

255

Phe

Asn

Thr

val

Gly

335

Ala

Pro

Thr

Thr

Ser

160

Leu

Ser

Leu

Ser

Val

240

Gly

Thr

Ser

His

Ser

320

Thr

Ser

Gly

Gly

Leu
400



Thr

Gln

Ile

Gly

Gly

465

Phe

Val

Val

Tyr

Cys

545

Thr

Thr

Leu

Tyr

Ser

625

Gly

Ile

Met

Lys

Glu

450

Ser

Thr

Ser

Lys

Leu

530

Ala

Leu

Gln

Ser

Gln

610

Ser

Thr

Ser

Arg

Ser

435

val

Leu

Met

Ala

Gly

515

Gln

Lys

vVal

Ser

Cys

595

Gln

Arg

Asp

Arg

Gly

420

Ser

Gln

Arg

Ser

Ile

500

Arg

Met

Ser

Thr

Pro

580

Arg

Lys

Ala

Phe

Leu

405

Arg

Ser

Leu

Leu

Trp

485

Ser

Phe

Asn

Thr

Val

565

Gly

Ala

Pro

Thr

Thr
645

Glu

Pro

Ser

Leu

Ser

470

Val

Gly

Thr

Ser

His

550

Ser

Thr

Ser

Gly

Gly

630

Leu

Pro

Pro

Gly

Glu

455

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

535

Leu

Ser

Leu

Gln

Gln

615

Ile

Thr

ES 2706 428 T3

Glu

Thr

Ser

440

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

520

Arg

Tyr

Gly

Ser

Ser

600

Ala

Pro

Ile

Asp

Phe

425

Ser

Gly

Ala

Ala

Gly

505

Arg

Ala

Leu

Gly

Leu

585

Val

Pro

Asp

Ser

Phe

410

Gly

Ser

Gly

Ser

Pro

490

Ser

Asp

Glu

Phe

Ser

570

Ser

Ser

Arg

Arg

Arg
650

Ala

Gln

Ser

Gly

Gly

475

Gly

Thr

Asn

Asp

Asp

555

Gly

Pro

Met

Leu

Phe

635

Leu

37

Val

Gly

Gly

Leu

460

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

540

Tyr

Gly

Gly

Pro

Leu

620

Ser

Glu

Tyr

Thr

Ser

445

val

Thr

Gly

Tyr

Lys

525

Ala

Trp

Glu

Glu

Phe

605

Ile

Gly

Pro

Tyr

Lys

430

Ser

Gln

Phe

Leu

Ala

510

Asn

vVal

Gly

Ile

Arg

590

Leu

Tyr

Ser

Glu

Cys

415

val

Ser

Pro

Ser

Glu

495

Asp

Thr

Tyr

Gln

val

575

Ala

Ala

Gly

Gly

Asp
655

Gln

Glu

Ser

Gly

Leu

480

Trp

Ser

Leu

Tyr

Gly

560

Leu

Thr

Trp

Ala

Ser

640

Phe
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15

20

Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
660

Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
675

<210> 33

<211> 116

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

Ser Met Ser Trp Val Arg Gln
35

Ser Ser Tle Ser Gly Ser Ser
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg
85

Ala Lys Pro Phe Pro Tyr Phe
100

Thr Val Ser Ser
115

<210> 34
<211>108

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser
1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20

Phe Leu Ala Trp Tyr Gln Gln
35

ES 2706 428 T3

Met Arg Gly Arg Pro Pro Thr Phe Gly

665

Lys
680

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Thr

Arg Asp

Ala Glu

Asp Tyr
105

Pro Gly

Arg Ala
25

Lys Pro
40

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp

Thr

10

Ser

Gly

38

Leu Val

Phe Thr

Lys Gly

Tyr Tyr

60

Ser Lys
75

Thr Ala

Gly Gln

Leu Ser

Gln Ser

Gln Ala

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Leu

vVal

Pro
45

670

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Ser

Ser
30

Arg

Gly Gly
15

Ser Phe

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Leu Val

Pro Gly
15

Ser Ser

Leu Leu
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20

25

30

35

40

45
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Ile Tyr Tyr 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 Thr Gly Arg Ile Pro
85 90 95

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

<210> 35

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Ser Phe Ser Met Ser
1 5

<210> 36

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

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

<210> 37

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Pro Phe Pro Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 38

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Phe Leu Ala
1 5 10

<210> 39

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

Tyr Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

39
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15

<210>40
<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

ES 2706 428 T3

Gln Gln Thr Gly Arg Ile Pro Pro Thr

1

<210> 41
<211> 236

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

Glu

1

Ser

Ser

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Glu

Glu
145

Val

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Lys

Val

Ile

130

Arg

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Pro

Ser

115

Val

Ala

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Phe

100

Ser

Leu

Thr

5

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Pro

Gly

Thr

Leu

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Asp

Gln

Ser
150

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Phe

Gly

Ser

135

Cys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Ser

120

Pro

Arg

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

Gly

Ala

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp

Gly

Thr

Ser

40

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Gly

Leu

Gln
155

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Ser

Ser

140

Ser

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Gly

125

Leu

Val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Gly

Ser

Ser

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Ala

Pro

Ser

Gly

Phe

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Ser

Gly

Ser
160
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Phe Leu Ala Trp Tyr
165

Ile Tyr Tyr Ala Ser
180

Gly Ser Gly Ser Gly
195

Pro Glu Asp Phe Ala
210

Pro Thr Phe Gly Gln
225

<210> 42

<211> 116

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

Glu Val Gln Leu Leu
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Gly Met Ser Trp Val
35

Ser Ala Tle Ser Gly
50

Lys Gly Arg Phe Thr
65

Leu Gln Met Asn Ser
85

Ala Lys Ala His Asn
100

Thr Val Ser Arg
115

<210> 43

<211>108

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

Gln

Ser

Thr

Val

Gly
230

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ala

Gln

Arg

Asp

Tyr

215

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Phe

ES 2706 428 T3

Lys

Ala

Phe

200

Tyr

Lys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Pro

Thr

185

Thr

Cys

val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Tyr
105

Gly

170

Gly

Leu

Gln

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp

41

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile
235

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Ala

Pro

Ile

Thr

220

Lys

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Pro

Asp

Ser

205

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Arg

Arg

190

Arg

Arg

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Leu

175

Phe

Leu

Ile

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Leu

Ser

Glu

Pro

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val
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20

25

30

Ser

Thr

Ser

Gly

Ser

65

Asp

Val

Ser

Val

Trp

Lys

50

Ser

Glu

Val

<210> 44
<211>5

<212> PRT

Glu

Arg

Tyr

35

Asn

Gly

Ala

Phe

Leu

Ile

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly
100

<213> Homo sapiens

<400> 44

Arg Tyr Gly Met

1

<210> 45
<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Ser

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Asp

Gln

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Thr

ES 2706 428 T3

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Asn

Lys

Ala

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ser

Leu
105

Val

10

Ser

Ala

Pro

Ile

Ser

90

Thr

Ser

Leu

Pro

Asp

Thr

75

Val

Val

Val

Arg

Val

Arg

60

Gly

Tyr

Leu

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Ala

Thr

Leu

Tyr

30

Val

Ser

Gln

Met

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro
95

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

80

Pro

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

1

Gly

<210> 46
<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46

5

Ala His Asn Ala Phe Asp Tyr

1

<210> 47
<211>11

<212> PRT

5

10

42

15
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<213> Homo sapiens
<400> 47

Gln Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr Ala Ser
1 5 10

<210> 48

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48

Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser
1 5

<210> 49

<211> 11

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 49

Asn Ser Ser Val Tyr Thr Met Pro Pro Val Val
1 5 10

43
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REIVINDICACIONES

Conjugado que comprende las subunidades p40 y p35 de interleucina 12 (IL-12) unidas y un diacuerpo de
cadena sencilla, en el que el diacuerpo se une a fibronectina.

Conjugado segun la reivindicacion 1, en el que el diacuerpo de cadena sencilla esta unido al extremo C-
terminal de la subunidad p35.

Conjugado segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que la subunidad p40 tiene un extremo N-
terminal libre.

Conjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el diacuerpo de cadena sencilla se
une al dominio ED-A de fibronectina.

Conjugado segun la reivindicacion 4, en el que el diacuerpo de cadena sencilla comprende un sitio de union
a antigeno que tiene las regiones determinantes de complementariedad (CDR) del anticuerpo F8 expuestas
en SEQ ID NO 9-14.

Conjugado segun la reivindicacion 4, en el que el diacuerpo de cadena sencilla tiene los dominios VH y VL
expuestos en SEQ ID NO 15y 16.

Conjugado segun la reivindicacion 6, en el que el diacuerpo de cadena sencilla comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 32.

Conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que es una proteina de fusion de cadena
sencilla.

Conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para su uso en un método de tratamiento de
cancer o de inhibicion de la angiogénesis mediante el direccionamiento de IL-12 a la neovasculatura in vivo.
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Fig. 1a
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IWELKKDVYVVELDWYPDAPGEMVVLTCDTPEEDGITWTLDOSSEVLGSGKTLTIQVKEFGDAGQYT
CHKGGEVLSHSLLLLHKKEDGIWSTDILKDOKEPKMNKTEFLRCEAKNYSGRFTCWWLTTISTDLTFSVK
SSAGSSOPOGVTCGAATLSAERVRGONKEYEYSVECOEDSACPAAEESLPIEVMYDAVHKLKYENYT
SSFFIRDIKPOPPKNLOLKPLKNSROQVEVSWEYPDTWSTPHSYFSLTFOVOVOGKSKREKKDRVFTD
KTSATVICRKNASISVRACDRYYSSSWSEWASYPCSGEGEGSGEGGSGEGEGSRNLPVATPDPGMFP
CLHHSONLLRAVSNMLOKARQTLEFYPCTSEEIDHEDITKDKTSTVEACLPLELTKNESCLNSRETSFI
TNGSCLASRKTSFMMALCLSSIYEDLKMYQVEFKTMNAKLLMDPKRQIFLDOMMLAVIDELMCALNFN
SETVPQKSSLEEPDFYKTKIKLCILL HAFHIRAVTIDRVMSYLNASGSADGw

NSLRAEDTAVYYCARSTHLYUFDYWGQGTLVTVSSGGSGEEVL TQSPGTLSLSPGERATLSCRASQ
SVSMPFLAWYQQKPGQAPRLLI IPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQOMRG

BT GO THV € K 55808855G505SGE VOLLESGGCLYOPGASI ALSGASQFTECLFTMOWY
HQAPGKGLEWUMGGSTYYADSVKGF!FTISHDNSKNTLYLWNSLHAEDTAUWCA THLY
FDYWGQGTLVTVSSGGSGGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSMPHLAWYQQKPGQAPRL

LI¥iGASSRAT|GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQOMRGRPRTFGQGTKVEIK (SEQ ID
MO: 8)

CDR1WH - LFT (SEQ ID NO: 9)

CDR2 WH - AISGS (SEQ 1D NO:10)
COR3 VWH - STHLYL (SEQ ID NOG: 11)
COR1 VL - MPF (SEQ ID NO: 12)
CDR2 VL - GASSRAT (SEQ ID NO: 13)
CDR3 VL - MRGRPP (SEQ ID NO: 14)

F&VH -
EVOLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSLFTMSWVROAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKG
RFTISRONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKSTHLYLFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 15)

FaVL-
ENLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVEMPFLAWY QOKPGOAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGS
GTOFTLTISRLEPEDFAVYYCCOOMRGRPPTFGOQGTKVEIK (SEQ 1D NO: 18)

pa0
IWELKKDVYVVELDWYPDAPGEMVYVYLTCDTPEEDGITWTLDOSSEVLGSGKTLTIOVKEFGDAGQYT
CHHGGEVLSHSLLLLHKKEDGIWSTDILKDQKEPKNKTFLRCEAKNYSGRFTCWWLTTISTOLTFSVE
S5RGESDPAGVTCGAATLSAERVRGDNKEYEY SVECOEDSACPAAEESLPIEVMYVDAVHKLKYENYT
SSFFIRDIIKPDPPENLOLKPLEKNSROVEVSWEYPDTWSTPHSYFSLTFCVONVOGKSKREKKDRVFTD
KTSATVICRKNASISVRAQDRYYSSSWSEWASVPCS (SEQ 1D NO:17)

pia35
RMNLPVATPDPGMFPCLHHSOMNLLRAVSNMLOKARQTLEFYPCTSEEIDHEDITKDKTSTVEACLPLEL
TKNESCLNSRETSFITNGSCLASRKTSFMMALCLSSIYEDLKMY QVEFKTMNAKLLMDPKRQIFLDQN
MLAVIDELMQALNFNSETVPORSSLEEPDFYKTRIKLCILLHAFRIRAVTIDRVMSYLNAS

(SEQ 1D MNO: 18)

Linadores peptidicos
GGGGSGGAEGIGGEGEGES (SEQ 1D NO: 19)
GSADGG (SEQ 1D NO: 20)

GGSGGE (SEQ 1D NO: 21)
S855GS555GE5556 (SEQ ID NO: 22)

Fig. 1b
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ANTIGUO FORMATO
110 KDa

40p35FSFS .
’ Oim KDa (p40p35Fp2

170 KDa

Fig. 2
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/—-{ v D pdo } » { P35 J N } 15?3)

pcDNA3.1

15 F8
aa l {5aa) D PA ‘ \

Fig. 3a

r ow ] Lo 2]

pcDNA3.1

Fig. 3b
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we 0A0p35F8F8 0.15 mg/mi
= = p40p35F8F8 0.062 mg/mi
— PA0pP35F8F8 0.031 mg/ml
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F8hIL12 antiguo formato - preparativo
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Fig. 7
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