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2

DESCRIPCIÓN

Inmunoconjugado de IL-12

Campo de la invención5

Esta invención 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 10
enfermedad/un trastorno, tal como cáncer o angiogénesis patológica. En particular, la invención se refiere a
inmunocitocinas para el direccionamiento de IL-12 a antígenos expresados de manera selectiva en la ECM de la 
neovasculatura tumoral o a sitios de angiogénesis patológica. 

Antecedentes de la invención15

Las citocinas son mediadores clave de la inmunidad innata y adaptativa. Se han usado muchas citocinas para fines 
terapéuticos en pacientes con cáncer avanzado, pero su administración normalmente está asociada con toxicidad 
grave, lo que dificulta el aumento de la dosis hasta regímenes terapéuticamente activos y su desarrollo como 
fármacos anticancerígenos. Para superar estos problemas, se ha propuesto el uso de “inmunocitocinas” (es decir,20
citocinas fusionadas a anticuerpos o fragmentos de anticuerpo), con el objetivo de concentrar la actividad de 
estimulación del sistema inmunitario en el sitio de enfermedad, a la vez que se evitan los tejidos normales1-5. 

La citocina heterodimérica interleucina-12 (IL-12) es un mediador clave de la inmunidad innata y celular con potente 
actividad antitumoral y antimetastásica6-8. Consiste en una subunidad p35 y una p40 unidas covalentemente 25
mediante un puente disulfuro.

Nunca se ha detectado la secreción de la subunidad p35 aislada; en cambio, las células que producen el 
heterodímero de IL-12 biológicamente activo secretan p40 en forma libre en un exceso de 10-100 veces con 
respecto al heterodímero de IL-12; dependiendo del estímulo9. Nunca se ha observado una función biológica de p40 30
libre y su importancia fisiológica todavía está debatiéndose. Se producen homodímeros de p40 unidos mediante 
disulfuro en el ratón; los homodímeros de p40 murinos, a diferencia de p40 libre, tienen la capacidad de bloquear las 
funciones de IL-12 in vitro e in vivo10. Hasta ahora sólo se ha demostrado la existencia de homodímeros de p40 
humanos en líneas celulares transfectadas con p40 y todavía está debatiéndose la relevancia fisiológica de los 
homodímeros de p40 humanos11,12. 35

La IL-12 actúa principalmente sobre células T y NK. Las funciones más importantes de IL-12 son la sensibilización 
de las respuestas inmunitarias de células T auxiliares 1 (Th1) y la secreción de IFN- por las células NK13. 

La IL-12 genera la respuesta de Th1 en tres modalidades: (i) promueve la diferenciación de células T40
indiferenciadas, durante el encuentro inicial con un antígeno, para dar una población de células Th1 que puede 
producir grandes cantidades de IFN- tras la activación14, (ii) sirve como coestímulo requerido para la secreción
máxima de IFN- por las células Th1 diferenciadas que responden a un antígeno específico15, y (iii) estimula el 
desarrollo de células Th1 que producen IFN- a partir de poblaciones de células T de memoria en reposo que 
interaccionan con un antígeno al que se han expuesto previamente16. 45

La IL-12 inhibe fuertemente la neovascularización y el IFN- parece desempeñar un papel crítico como mediador de 
los efectos antigangiogénicos de IL-1217. Se sabe que la proteína 10 inducida por interferón gamma (IP-10) es un 
potente inhibidor de la angiogénesis18,19. 

50
Sin embargo, al igual que con muchas otras citocinas, la administración de la IL-12 humana recombinante está 
asociada con toxicidad grave, lo que dificulta su desarrollo como fármaco anticancerígeno. Los ensayos clínicos en
pacientes con cáncer han revelado actividades terapéuticas prometedoras, pero también han mostrado que la IL-12 
humana recombinante es extremadamente tóxica para los seres humanos, con una dosis máxima tolerada de
0,5 g/kg de peso corporal20,21. 55

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

Anteriormente, los investigadores han intentado superar estos inconvenientes dirigiendo la administración de IL-12 al 60
entorno tumoral y en particular a vasos sanguíneos tumorales (direccionamiento vascular tumoral). El 
direccionamiento vascular tumoral tiene como objetivo alterar la vasculatura tumoral, reduciendo el flujo sanguíneo 
para privar al tumor de oxígeno y nutrientes, produciendo la muerte de las células tumorales. 

Se espera que una administración dirigida de IL-12 al entorno tumoral aumente el índice terapéutico de la citocina. 65
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La concentración de citocinas, y en particular de IL-12, a nivel de los vasos sanguíneos tumorales es una estrategia 
terapéutica atractiva por varios motivos. 

En primer lugar, la neovasculatura tumoral es más accesible a los agentes terapéuticos administrados por vía 
intravenosa que las células tumorales, lo que ayuda a evitar problemas asociados con la hipertensión intersticial de 5
los tumores sólidos22. 

En segundo lugar, la angiogénesis es característica de la mayoría de los tumores sólidos agresivos23. La 
angiogénesis describe el crecimiento de nuevos vasos sanguíneos a partir de vasos sanguíneos existentes. Los 
tumores pueden inducir angiogénesis a través de la secreción de diversos factores de crecimiento (por ejemplo10
factor de crecimiento endotelial vascular). La angiogénesis tumoral permite que los tumores crezcan más allá de 
unos pocos milímetros de diámetro y también es un prerrequisito para la metástasis tumoral. Los vasos sanguíneos 
nuevos formados como resultado de la angiogénesis forman la neovasculatura del tumor o de las metástasis 
tumorales. El direccionamiento de IL-12 a la neovasculatura permitiría la inmunoterapia de una variedad de 
diferentes tipos tumorales.15

En tercer lugar, la IL-12 muestra una actividad antiangiogénica conferida por su mediador posterior, IP-1017,24. 

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 20
que se expresan alrededor de la neovasculatura y en el estroma de prácticamente todos los tipos de tumores sólidos 
agresivos. Además, incluso los cánceres no sólidos, tales como la leucemia, pueden ser susceptibles de tratamiento
mediante la selección como diana de antígenos de la neovasculatura. El documento WO2011/015333 describió el 
tratamiento de la leucemia, incluyendo leucemia mielógena aguda, mediante la selección como diana de la 
neovasculatura de la médula ósea.25

Se han desarrollado tres anticuerpos monoclonales humanos específicos para esas dianas y se han trasladado a 
ensayos clínicos: L19 (específico para ED-B)25, F8 (específico para ED-A)26 y F16 (específico para el dominio A1 de
tenascina-C)27. 

30
Además, actualmente están investigándose varios derivados de anticuerpos, basándose en la modificación de L19, 
F8 o F16 con citocinas o radionúclidos de yodo, en ensayos clínicos de fase I y fase II en pacientes con cáncer y con
artritis reumatoide28,29. Estos agentes biofarmacéuticos se denominan L19-124I, L19-131I, L19-IL2, L19-TNF, F8-IL10, 
F16-124I, F16-131I, F16-IL2, indicando la naturaleza modular de estos derivados, en los que el resto de anticuerpo se 
usa para administrar una carga útil al sitio de enfermedad. 35

En el documento WO2008/120101, se demostró que un diacuerpo F8 marcado con I125 dirigía selectivamente I125 a 
tumores en ratones. 

Se ha demostrado que un conjugado de diacuerpo F8-IL2 reduce la carga tumoral en ratones (documentos 40
WO2008/120101, WO2010/078945). 

Los investigadores han intentado mejorar el direccionamiento de IL-12 a la vasculatura usando conjugados de 
anticuerpo-IL-12. Halin et al. fusionaron secuencialmente los dominios p40 y p35 de la IL-12 heterodimérica usando 
un ligador (Ser4Gly)3 y los agregaron al extremo N-terminal del fragmento de anticuerpo scFv(L19). Esta 45
inmunocitocina mostró una actividad terapéutica aumentada de IL-12; sin embargo, sólo se observó una modesta 
selección como diana de tumores30. 

Gafner et al. clonaron y sometieron a prueba satisfactoriamente una proteína de fusión heterodimérica en que las 
subunidades p35 y p40 unidas mediante disulfuro se fusionaron a scFv(L19)31 para producir la proteína de fusión50
p40-scFv(L19)/scFv(L19)-p35 (véase también el documento WO2006/119897). Esta proteína de fusión 
heterodimérica mostró un excelente rendimiento en la selección como diana de tumores en estudios de 
biodistribución y una actividad terapéutica potenciada en comparación 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 están unidas entre 55
sí. 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 página 654, una molécula de anticuerpo está unida a la subunidad p35 y otra a la subunidad p40 de IL-
12 (página 654, figura 1; pág. 654, col. 2, párrafo 1). Se da a conocer que el conjugado mostraba una impresionante 
actividad de selección como diana de tumores en un modelo de ratón (R. Sommavilla et al.: “Expression, engineering 
and characterization of the tumor-targeting heterodimeric immunocytokine F8- IL-12”, PROTEIN ENGINEERING 60
DESIGN AND SELECTION, vol. 23, n.º 8, 15 de junio de 2010 (2010-06-15), páginas 653-661). 

Sumario de la invención

La presente invención se refiere a un conjugado que comprende las subunidades p40 y p35 de interleucina 12 (IL-65
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 invención se deriva del trabajo que comparó las capacidades de selección como diana de tumores de tres
formatos de inmunocitocina anticuerpo-IL-12. Sorprendentemente, se descubrió un nuevo formato, que mejora la 
capacidad de selección como diana de tumores en comparación con los formatos conocidos. El nuevo formato 5
también tiene las ventajas adicionales de producción y purificación más fáciles.

Tal como se muestra en los ejemplos, una proteína de fusión de cadena sencilla que comprende las subunidades 
p40 y p35 de IL-12 unidas a un diacuerpo F8 de cadena sencilla (p40p35F8F8), demuestra selección como diana de 
tumores mejorada in vivo en comparación con el formato de inmunocitocina scFv-IL-12-scFv descrito por Gafner et 10
al, documento WO2006/119897. En cambio, un diacuerpo F8-IL-12 (p40p35F8)x2, no muestra ninguna captación de 
tumor. Estos formatos se ilustran en la figura 2. 

Por tanto, sorprendentemente, una inmunocitocina bivalente de cadena sencilla muestra un mejor perfil de 
biodistribución en comparación con los formatos conocidos anteriormente. Esto es destacable puesto que el formato 15
heterodimérico descrito por Gafner et al. (documento WO2006/119897) ya mostró una biodistribución muy buena, y
no se esperaba que un nuevo formato pudiera conservar o incluso mejorar adicionalmente este perfil de selección 
como diana.

Un conjugado que comprende las subunidades p40 y p35 de IL-12 unidas a una parte de selección como diana de 20
cadena sencilla que comprende dos sitios de unión a antígeno muestra capacidad de selección como diana de 
tumores excelente.

Además, a diferencia del formato heterodimérico de Gafner et al., la inmunocitocina de la presente invención puede 
expresarse como un polipéptido de cadena sencilla, por ejemplo como una proteína de cadena sencilla que 25
comprende las subunidades p40 y p35 de IL-12 unidas y una parte de selección como diana de cadena sencilla que 
comprende dos sitios de unión a antígeno. Este formato tiene la ventaja de ser más fácil de producir y purificar, 
puesto que consiste en una sola especie. Esto facilita la producción de material de calidad clínica. Además, la 
expresión de una inmunocitocina de cadena sencilla evita la homodimerización de la subunidad p35, que puede 
asociarse con la expresión independiente de las subunidades p35 y p40. La purificación de una inmunocitocina 30
heterodimérica se facilita mediante el uso de marcadores peptídicos, pero estos deben retirarse para lograr el 
material de calidad clínica. La inmunocitocina de la presente invención ofrece una vía más sencilla para la 
purificación y producción, a la vez que mantiene e incluso mejora el perfil de biodistribución de productos anteriores. 

Estos resultados tienen implicaciones terapéuticas significativas para el direccionamiento mejorado de IL-12 a35
tumores y otros sitios de angiogénesis patológica. Pueden usarse conjugados de la invención en el tratamiento de
cáncer o el tratamiento de angiogénesis patológica. Las implicaciones más amplias también incluyen una variedad 
de otras aplicaciones que implican el direccionamiento de sustancias in vivo, incluyendo métodos de diagnóstico así 
como la prevención y el tratamiento de enfermedades y otros estados patológicos. 

40
En un primer aspecto, la invención se refiere a un conjugado que comprende las subunidades p40 y p35 de 
interleucina 12 (IL-12) unidas y una parte de selección como diana de cadena sencilla que comprende dos sitios de 
unión a antígeno. 

El conjugado puede ser o puede comprender una proteína de cadena sencilla. Cuando el conjugado es una proteína 45
de cadena sencilla, toda la proteína puede expresarse como un solo polipéptido o proteína de fusión. Por ejemplo, el 
conjugado puede ser una proteína de cadena sencilla que comprende las subunidades p40 y p35 de IL-12 y una 
parte de selección como diana de cadena sencilla que comprende dos sitios de unión a antígeno. Alternativamente, 
el conjugado puede comprender un agente heterodimérico (por ejemplo IL-12) unido a la parte de selección como 
diana de cadena sencilla. Una subunidad del agente heterodimérico puede unirse mediante un enlace peptídico o50
ligador peptídico a la parte de selección como diana de cadena sencilla, y por tanto puede expresarse como una 
proteína de fusión, 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 selección como diana de cadena sencilla unida a 
una de las subunidades (por ejemplo p35), opcionalmente mediante un ligador peptídico. 

55
La unión puede ser en el extremo N o C de la parte de selección como diana. En el presente documento se dan a 
conocer modos de unión adecuados. Preferiblemente, la subunidad p35 se une a la parte de selección como diana 
de cadena sencilla. 

Preferiblemente, el conjugado contiene solo una IL-12. Preferiblemente, el conjugado contiene solo una de cada60
subunidad p35 y p40. Preferiblemente, el conjugado contiene solo una parte de selección como diana. 
Preferiblemente, la parte de selección como diana es bivalente, teniendo solo dos sitios de unión a antígeno. El 
conjugado puede ser una inmunocitocina, en la que uno o preferiblemente ambos sitios de unión a antígeno los 
proporciona una molécula de anticuerpo. Preferiblemente, la parte de selección como diana es un diacuerpo de 
cadena sencilla. 65
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Preferiblemente, la parte de selección como diana está unida al extremo C-terminal de la subunidad p35. Por tanto, 
el conjugado puede tener el formato [p40]-[p35]-[parte de selección como diana]. Preferiblemente, la subunidad p40
tiene un extremo N-terminal libre, ya que se ha demostrado que esta disposición proporciona selección como diana 
de tumores mejorada in vivo. 

5
Preferiblemente, la parte de selección 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 selección como diana puede comprender un sitio de unión a antígeno que tiene las regiones 
determinantes de complementariedad (CDR) del anticuerpo F8 expuestas en SEQ ID NO 9-14. El sitio de unión a 10
antígeno puede comprender los dominios VH y/o VL del anticuerpo F8 expuestos en SEQ ID NO 23 y 24, 
respectivamente. La parte de selección como diana puede comprender o consistir en la secuencia de aminoácidos 
del diacuerpo de cadena sencilla F8 expuesta en SEQ ID NO: 31. 

Se conocen otros anticuerpos que pueden unirse a fibronectina, por ejemplo L19 (específico para ED-B). 15

Preferiblemente, el conjugado tiene un peso molecular de menos de 150 kDa, más 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. 

20
El conjugado puede tener una identidad de secuencia de al menos el 70%, más 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 aminoácidos de p40p35F8F8 (SEQ ID NO: 8). 

El conjugado puede comprender o consistir en la secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ ID NO: 8. El 25
conjugado puede codificarse por la secuencia de nucleótidos que consiste en o que comprende SEQ ID NO: 1. 

La invención también proporciona ácidos nucleicos aislados que codifican para conjugados de la invención. En el 
presente documento se dan a conocer ejemplos de secuencias de ácido nucleico codificantes. Puede usarse un 
ácido nucleico aislado para expresar la proteína de fusión de la invención, por ejemplo mediante expresión en una 30
célula huésped de bacteria, levadura, insecto o mamífero. Una célula huésped preferida es E. coli. El ácido nucleico
codificado se proporcionará generalmente en forma de un vector recombinante para expresión. Las células huésped 
in vitro que comprenden tales vectores forman parte de la invención, al igual que su uso para expresar las proteínas 
de fusión, que posteriormente pueden purificarse a partir de un cultivo celular y opcionalmente formularse para dar 
una composición farmacéutica. 35

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

40
En otro aspecto, la invención se refiere a un conjugado tal como se describe en el presente documento para su uso
en un método de tratamiento de cáncer o de inhibición de la angiogénesis mediante el direccionamiento de IL-12 a la 
neovasculatura in vivo. 

Breve descripción de las figuras45

La figura 1a muestra una representación esquemática de la proteína de fusión de diacuerpo de cadena sencilla F8-
IL-12 (p40p35F8F8) (SEQ ID NO: 8), una realización de ejemplo de la presente invención. En esta realización, las 
subunidades p40 y p35 de IL-12 se fusionaron usando una secuencia de ligador (ligador peptídico/de aminoácido) y
se conectaron por medio de un ligador a dos conjuntos de fragmentos de anticuerpo F8 (dos conjuntos de VH-VL). 50
Cada VH y VL dentro del conjunto está 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 está 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 aminoácido se 55
muestran como rectángulos negros. 

La figura 1b muestra la secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión F8-IL-12 (p40p35F8F8). La secuencia se 
lee en la dirección N-C de la figura 1a. Cada una de las subunidades p40, p35, VH y VL están unidas mediante 
secuencias de ligador, que se muestran en gris. Las dos secuencias de VH de F8 están subrayadas. Cada 60
secuencia de VH de F8 va seguida por una secuencia VL. Las regiones determinantes de complementariedad (CDR) 
de VH y 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 aminoácidos de las CDR también se indican por separado (SEQ ID 
NO 9-14, respectivamente). Las secuencias de aminoácidos de los dominios VH de F8 y VL de F8 (SEQ ID NO 15 y
16, respectivamente); los dominios p40 y p35 de IL-12 (SEQ ID NO 17 y 18, respectivamente) y los ligadores 65
peptídicos (SEQ ID NO 19-22) también se indican por separado a continuación. 
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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 proteína de fusión p40p35F8F8 de cadena sencilla según la invención; y (C) el 
diacuerpo F8 (p40p35F8)x2. 

5
La figura 3a muestra la estrategia de clonación de p40p35F8F8.

La figura 3b muestra la estrategia de clonación de (p40p35F8)x2.

La figura 4 muestra los resultados de un análisis de Biacore de p40p35F8F8 para calcular la KD (constante de 10
afinidad de unión) aparente de la proteína al antígeno ED-A. Cada línea en el gráfico representa una repetición 
independiente de la proteína p40p35F8F8. La línea de arriba indica una KD de 0,15 mg/ml, la línea media indica una 
KD de 0,062 mg/ml, la línea de abajo indica una KD de 0,031 mg/ml. 

La figura 5 muestra perfiles de filtración en gel del formato de diacuerpo de cadena sencilla de IL-12 y el formato de 15
diacuerpo de IL-12 en comparación con el antiguo formato. A) muestra un perfil preparativo y analítico del formato 
F8hIL-12 (antiguo formato). B) y C) muestran perfiles preparativos y analíticos 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 proteína p40p35F8F8 (carriles 1 y20
2) y la proteína (p40p35F8)x2 (carriles 3 y 4). Los carriles 1 y 3 muestran la proteína en condiciones no reductoras, 
los carriles 2 y 4 muestran la proteína 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 comparación del rendimiento de selección como diana in vivo del antiguo formato25
heterodimérico (scFv-IL-12-scFv), el nuevo formato p40p35F8F8 y el nuevo formato (p40p35F8)x2 en un modelo de 
tumor de ratón. Los resultados se presentan en el orden: antiguo formato (barra negra), p40p35F8F8 (gris claro), 
(p40p35F8)x2 (gris oscuro). 

Descripción detallada 30

La invención incluye la combinación de los aspectos y las características preferidas descritas excepto cuando tal 
combinación claramente no puede permitirse o se evita expresamente.

En un aspecto, la invención se refiere a un conjugado que comprende una parte de agente terapéutico o de 35
diagnóstico, tal como IL-12, y una parte de selección como diana de cadena sencilla que comprende dos sitios de 
unión a antígeno, tal como un diacuerpo de cadena sencilla. 

Conjugado 
40

Los conjugados de la invención comprenden una parte de agente terapéutico o de diagnóstico, tal como IL-12, y una 
parte de selección como diana de cadena sencilla que comprende dos sitios de unión a antígeno. 

El conjugado puede ser o puede comprender una proteína de cadena sencilla. Cuando el conjugado es una proteína 
de cadena sencilla, toda la proteína puede expresarse como un solo polipéptido. Por ejemplo, el conjugado puede 45
ser una proteína de cadena sencilla que comprende las subunidades p40 y p35 de IL-12 y una parte de selección 
como diana de cadena sencilla que comprende dos sitios de unión a antígeno. La proteína de cadena sencilla puede 
ser una proteína de fusión, por ejemplo una proteína de fusión de cadena sencilla que comprende las subunidades 
p35 y p40 de IL-12 unidas, y una parte de selección como diana de cadena sencilla que comprende dos sitios de 
unión a antígeno. Por “proteína de fusión de cadena sencilla” quiere decirse un polipéptido que es un producto de 50
traducción que resulta de la fusión de dos o más genes o secuencias codificantes de ácido nucleico para dar un 
marco de lectura abierto (ORF). Los productos de expresión fusionados de los dos genes en el ORF pueden 
conjugarse mediante un ligador peptídico codificado en marco. En el presente documento se describen ligadores 
peptídicos adecuados. 

55
Sin embargo, también se prevé que no sea necesario que el agente terapéutico o de diagnóstico sea una cadena 
sencilla. Por ejemplo, las subunidades p40 y p35 de IL-12 pueden ser un heterodímero. El heterodímero puede 
unirse al extremo N o C de la parte de selección como diana de cadena sencilla. El heterodímero puede unirse a la 
parte de selección como diana de cadena sencilla por medio de la subunidad p40 o p35. La unión puede ser directa 
o puede ser indirecta, por ejemplo por medio de un ligador peptídico. Opcionalmente, una de las subunidades p35 o 60
p40 puede unirse al agente de selección como diana de cadena sencilla de modo que una subunidad se expresa 
con el agente de selección como diana de cadena sencilla, y la segunda subunidad es una segunda cadena 
polipeptídica. Por tanto, las subunidades primera y segunda pueden formar un heterodímero, por ejemplo unido 
mediante uno o más enlaces disulfuro. Una subunidad puede unirse al extremo N o C de la parte de selección como 
diana o bien directamente o bien indirectamente, por ejemplo por medio de un ligador peptídico. En el presente 65
documento se dan a conocer ligadores y modos de unión adecuados. Preferiblemente, la subunidad p35 se une a la 
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parte de selección como diana de cadena sencilla.

Parte de selección como diana 

La parte de selección como diana es un diacuerpo de cadena sencilla que se une a fibronectina tal como se define 5
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 proteína que tenga un dominio 
de unión que es, o es sustancialmente homólogo a, un dominio de unión de anticuerpo. Ejemplos de anticuerpos son 10
los isotipos de inmunoglobulina y sus subclases isotípicas; fragmentos que comprenden un dominio de unión de 
antígeno 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 tecnología 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 región variable de inmunoglobulina, o las 15
CDR de un anticuerpo en las regiones constantes, o regiones constantes más regiones de entramado, de una 
inmunoglobulina diferente. Véanse, por ejemplo, los documentos EP-A-184187, GB 2188638A o EP-A-239400. Un 
hibridoma u otra célula que produce un anticuerpo puede someterse a mutación genética o a otros cambios, que 
pueden alterar o no la especificidad de unión de los anticuerpos producidos. 

20
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 homólogos de anticuerpos, 
incluyendo cualquier polipéptido que comprende un dominio de unión de inmunoglobulina, ya sea natural o completa 
o parcialmente sintética. Por tanto, se incluyen moléculas quiméricas que comprenden un dominio de unión de 
inmunoglobulina, o equivalente, fusionadas a otro polipéptido. En los documentos EP-A-0120694 y EP-A-0125023 25
se describe la clonación y expresión de anticuerpos quiméricos. 

El término “específico” puede usarse para referirse a la situación en la que un miembro de un par de unión 
específico no mostrará una unión significativa a moléculas distintas de su(s) pareja(s) de unión específica(s). El 
término también es aplicable cuando, por ejemplo, un sitio de unión a antígeno es específico para un epítopo 30
particular que se porta por varios antígenos, en cuyo caso la parte de selección como diana que porta el sitio de 
unión a antígeno podrá unirse a los diversos antígenos que portan el epítopo.

La parte de selección como diana puede ser bivalente, es decir, tiene dos sitios de unión a antígeno. Un “sitio de 
unión a antígeno” describe la parte de un anticuerpo que comprende la zona que se une específicamente a y que es 35
complementaria a parte o la totalidad de un antígeno. Cuando un antígeno es grande, un anticuerpo puede unirse 
solo a una parte particular del antígeno, parte que se denomina epítopo. Puede proporcionarse un sitio de unión a 
antígeno por uno o más dominios variables de anticuerpo (por ejemplo, un denominado fragmento de anticuerpo Fd 
que consiste en un dominio a VH). Preferiblemente, un sitio de unión a antígeno comprende una región variable de 
cadena ligera (VL) y una región variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo. 40

La parte de selección como diana puede comprender dos sitios de unión a antígeno, que pueden ser idénticos o 
diferentes. Preferiblemente, la parte de selección como diana comprende dos sitios de unión a antígeno, en los que 
cada sitio de unión se proporciona por un par de dominios VH-VL. Por ejemplo, una parte de selección como diana 
puede comprender dos pares de dominios VH-VL idénticos. 45

Cada uno de los sitios de unión a antígeno en la parte de selección como diana puede unirse al mismo antígeno o 
epítopo. Esto puede lograrse proporcionando sitios de unión a antígeno idénticos, o proporcionando dos sitios de 
unión a antígeno diferentes, por ejemplo que comprenden dominios VH y VL diferentes, que se unen ambos no 
obstante al mismo antígeno o epítopo. Alternativamente, la parte de selección como diana puede ser biespecífica, 50
por ejemplo puede ser un diacuerpo de cadena sencilla biespecífico. Por “biespecífico” quiere decirse que cada uno 
de los sitios de unión a antígeno se une a un antígeno diferente. Opcionalmente, dos sitios de unión a antígeno 
pueden unirse a dos antígenos diferentes mencionados en el presente documento, por ejemplo dos antígenos 
diferentes de la matriz extracelular, o dos dominios diferentes de un antígeno particular (por ejemplo fibronectina o 
tenascina-C). 55

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

Los diacuerpos son multímeros de polipéptidos, comprendiendo cada polipéptido un primer dominio que comprende 
una región de unión de una cadena ligera de inmunoglobulina y un segundo dominio que comprende una región de 60
unión de una cadena pesada de inmunoglobulina, estando unidos los dos dominios (por ejemplo mediante un ligador 
peptídico) pero sin poder asociarse entre sí para formar un sitio de unión a antígeno: los sitios de unión a antígeno 
se forman por la asociación del primer dominio de un polipéptido dentro del multímero con el segundo dominio de 
otro polipéptido dentro del multímero (documento WO94/13804, también números de referencia 35 y 36) . 

65
En un diacuerpo, un dominio variable de cadena pesada (VH) está conectado a un dominio variable de cadena ligera 
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(VL) en la misma cadena polipeptídica. Los dominios VH y VL están conectados mediante un ligador peptídico que 
es demasiado corto como para permitir el emparejamiento entre los dos dominios (generalmente alrededor de 5 
aminoácidos). Esto fuerza el emparejamiento con los dominios VH y VL complementarios de otra cadena. Un 
ejemplo de este formato se encuentra en la proteína (p40p35F8)x2 mostrada en la figura 2 (C). Tal como se muestra 
en la figura 7, esta proteína no mostró selección como diana de tumores in vivo. 5

Aunque los diacuerpos normales no son adecuados para su uso en la presente invención, un diacuerpo de cadena 
sencilla es adecuado y representa una realización preferida de la invención. En un diacuerpo de cadena sencilla dos 
conjuntos de dominios VH y VL están conectados entre sí en secuencia en la misma cadena polipeptídica. Por 
ejemplo, los dos conjuntos de dominios VH y VL pueden ensamblarse en una secuencia de cadena sencilla tal como 10
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 está 15
conectado mediante un ligador peptídico corto o “no flexible”. Este tipo de secuencia de ligador peptídico no es lo 
suficientemente larga como para permitir el emparejamiento de los dominios VH y VL dentro del conjunto. 
Generalmente un ligador peptídico corto o “no flexible” tiene alrededor de 5 aminoácidos. 

Los dos conjuntos de dominios VH y VL están conectados como una cadena sencilla mediante un ligador peptídico 20
largo o “flexible”. Este tipo de secuencia de ligador peptídico 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 aminoácidos. 

Se han generado diacuerpos de cadena sencilla anteriormente38. Un diacuerpo de cadena sencilla biespecífico se ha 25
usado para dirigir adenovirus a células endoteliales37. 

Los diacuerpos y los diacuerpos de cadena sencilla pueden expresarse en y secretarse de E. coli, permitiendo así la 
fácil producción de grandes cantidades de dichos fragmentos. 

30
La parte de selección como diana se une a fibronectina. La fibronectina es un antígeno 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 selección como diana puede unirse selectivamente a isoformas 
de fibronectina expresadas selectivamente en la neovasculatura. Un sitio de unión a antígeno en la parte de 35
selección como diana de la invención puede unirse a la isoforma de fibronectina A-FN, por ejemplo puede unirse al 
dominio ED-A (extradominio A). Un sitio de unión a antígeno en la parte de selección como diana de la invención 
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-repetición A de tipo III (EIIIA) o 40
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 está disponible en 
la base de datos SwissProt como los aminoácidos 1631-1720 (fibronectina tipo -III 12; extradominio 2) de la 
secuencia de aminoácidos depositada con el número de registro P02751. La secuencia de ratón ED-A está 
disponible de la base de datos SwissProt como los aminoácidos 1721-1810 (fibronectina tipo-III 13; extradominio 2) 45
de la secuencia de aminoácidos depositada con el número 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 está disponible en la 
base de datos SwissProt con el número de registro P02751. La secuencia de la A-FN de ratón puede deducirse a 50
partir de la secuencia precursora de fibronectina de ratón correspondiente que está disponible en la base de datos 
SwissProt con el número 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 aminoácidos que se inserta en la fibronectina (FN) mediante corte y empalme 55
alternativo y está ubicada entre los dominios 11 y 12 de FN34. ED-A puede estar ausente principalmente en la forma 
plasmática de FN pero es abundante durante la embriogénesis, la remodelación tisular, la fibrosis, el trasplante de 
corazón y el crecimiento de tumores sólidos.

La isoforma B-FN de fibronectina es uno de los marcadores de angiogénesis mejor conocidos (documentos US 60
10/382.107, WO01/62298). Un extradominio “ED-B” de 91 aminoácidos se encuentra en la isoforma B-FN y es 
idéntico en ratón, 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 patológicos, pero en cualquier caso es indetectable en tejido adulto normal.

65
La parte de selección como diana puede comprender un sitio de unión a antígeno 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 
específicamente a un antígeno de interés, por ejemplo, una o más CDR o dominios VH y/o VL de un anticuerpo que 
puede unirse específicamente a un antígeno de la ECM. El antígeno puede ser fibronectina, tal como se describió 
anteriormente.

5
Por tanto, la parte de selección como diana puede comprender un sitio de unión a antígeno del anticuerpo F8 o el 
anticuerpo L19, que han demostrado ambos unirse específicamente a antígenos de la ECM. La parte de selección 
como diana puede comprender un sitio de unión a antígeno que tiene una, dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR, o los 
dominios VH y/o VL del anticuerpo F8 o L19. 

10
F8 es un fragmento de anticuerpo scFv monoclonal humano específico para el dominio ED-A sometido a corte y 
empalme alternativamente y se ha descrito anteriormente33. 

Un sitio de unión a antígeno puede comprender una, dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR del anticuerpo F8. Las 
secuencias de aminoácidos de las CDR de F8 son: 15

SEQ ID NO: 9 (VH de CDR1); 

SEQ ID NO: 10 (VH de CDR2); 
20

SEQ ID NO: 11 (VH de CDR3); 

SEQ ID NO: 12 (VL de CDR1); 

SEQ ID NO: 13 (VL de CDR2), y/o 25

SEQ ID NO: 14 (VL de CDR3). 

Las SEQ ID NO 9-11 son las secuencias de aminoácidos de las regiones CDR de VH (1-3, respectivamente) del 
anticuerpo monoclonal humano F8. Las SEQ ID NO 12-14 son los aminoácido de las regiones CDR de VL (1-3, 30
respectivamente) del anticuerpo monoclonal humano F8. Las CDR de F8 mostradas en SEQ ID NO 9-14 se 
codifican por las secuencias de nucleótidos mostradas en SEQ ID NO 2-7, respectivamente. 

La secuencia de aminoácidos de los dominios VH y VL del anticuerpo F8 se muestran en la figura 1b. La secuencia 
de aminoácidos de los dominios VH y VL de F8 corresponden a SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 16, respectivamente. 35
Las secuencias de nucleótidos de los dominios VH y VL de F8 corresponden a SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24, 
respectivamente.

Un sitio de unión a antígeno puede comprender una, dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR del anticuerpo L19. Las 
secuencias de aminoácidos de las CDR de L19 son:40

SEQ ID NO: 35 (VH de CDR1); 

SEQ ID NO: 36 (VH de CDR2); 
45

SEQ ID NO: 37 (VH de CDR3); 

SEQ ID NO: 38 (VL de CDR1); 

SEQ ID NO: 39 (VL de CDR2), y/o 50

SEQ ID NO: 40 (VL de CDR3). 

SEQ ID NO 35-37 son las secuencias de aminoácidos de las regiones CDR de VH (1-3, respectivamente) del
anticuerpo monoclonal humano L19. SEQ ID NO 38-40 son los aminoácidos de las regiones CDR de VL (1-3, 55
respectivamente) del anticuerpo monoclonal humano L19. 

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

60
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 según la invención puede tener un dominio VH que tiene una identidad de 
secuencia de al menos el 70%, más preferiblemente una identidad de secuencia de al menos el 75%, el 80%, el 65
85%, el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100%, con la secuencia de aminoácidos SEQ ID NO: 15 
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del dominio VH de F8 o la secuencia de aminoácidos SEQ ID NO: 33 del dominio VH de L9. El dominio VH puede 
codificarse por una secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, más 
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 nucleótidos del dominio VH de F8 expuestas en SEQ ID NO: 23. 

5
Un diacuerpo de cadena sencilla según la invención puede tener un dominio VL que tiene una identidad de 
secuencia de al menos el 70%, más 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 aminoácidos SEQ ID NO: 16 
del dominio VL de F8 o con la secuencia de aminoácidos SEQ ID NO: 34 de L9. El dominio VL puede codificarse por 
una secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, más preferiblemente una 10
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 nucleótidos del dominio VL de F8 expuesta en SEQ ID NO: 24. 

La identidad de secuencia se define comúnmente 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 15
completas que maximiza el número de apareamientos y minimiza el número de huecos. Generalmente, se usan 
parámetros por defecto, con una penalización por creación de hueco = 12 y una penalización por extensión 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 20
programa TBLASTN de Altschul et al. (1990) citado anteriormente, que emplea generalmente parámetros 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 25
métodos de alteración de secuencia, o mutación, y examen. 

Las variantes particulares para su uso tal como se describe en el presente documento pueden incluir una o más 
alteraciones de secuencia de aminoácidos (adición, deleción, sustitución y/o inserción de un residuo de aminoácido), 
que pueden ser menos de aproximadamente 20 alteraciones, menos de aproximadamente 15 alteraciones, menos 30
de aproximadamente 10 alteraciones o menos de aproximadamente 5 alteraciones, 4, 3, 2 ó 1. 

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

35
La secuencia de aminoácidos 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 aminoácidos de SEQ ID NO: 32. La 
secuencia de nucleótidos que codifica para el diacuerpo F8 de cadena sencilla se encuentra en SEQ ID NO: 31. 

Un diacuerpo de cadena sencilla según la invención puede tener una identidad de secuencia de al menos el 70%, 40
más 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 aminoácidos del diacuerpo F8 de cadena sencilla expuesta en 
SEQ ID NO: 32. Puede codificarse por una secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de secuencia de al 
menos el 70%, más 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 nucleótidos expuesta en SEQ ID NO: 31. 45

Ligadores

La parte de selección como diana y la parte de agente terapéutico o de diagnóstico pueden conectarse entre sí 
directamente, por ejemplo a través de cualquier enlace químico adecuado o a través de un ligador, por ejemplo un 50
ligador peptídico. 

El ligador peptídico puede ser una extensión de residuos de aminoácidos corta (2-20, preferiblemente 2-15). Se 
conocen en la técnica ejemplos adecuados de secuencias de ligador peptídico. Pueden usarse uno o más ligadores 
diferentes. El ligador puede tener aproximadamente 5 aminoácidos de longitud. Un ejemplo de un ligador adecuado 55
es GSADGG (SEQ ID NO: 20) que se codifica por la secuencia de nucleótidos SEQ ID NO: 28. 

El enlace químico puede ser, por ejemplo, un enlace covalente o iónico. Los ejemplos de enlaces covalentes 
incluyen enlaces peptídicos (enlaces amida) y enlaces disulfuro. Por ejemplo, la parte de selección como diana y la 
parte de agente terapéutico o de diagnóstico pueden unirse covalentemente, por ejemplo, mediante enlaces 60
peptídicos (enlaces amida). Por tanto, la parte de selección como diana y la parte de agente terapéutico o de 
diagnóstico puede producirse (secretarse) como un polipéptido de cadena sencilla. Los componentes individuales 
que forman la parte de selección como diana o la parte de agente terapéutico o de diagnóstico pueden conectarse 
directamente, por ejemplo a través de cualquier enlace químico adecuado, o a través de un ligador, por ejemplo un 
ligador peptídico. Ejemplos de componentes individuales que pueden unirse dentro de la parte de selección como 65
diana son secuencias de CDR o VH o VL. Ejemplos de componentes individuales dentro de la parte de agente 

E12741305
16-01-2019ES 2 706 428 T3

 



11

terapéutico o de diagnóstico son subunidades de citocina, tales como las subunidades p35 y p40 de IL-12. 

Por ejemplo, cuando la parte de selección 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 peptídico flexible. Por “flexible” quiere decirse una secuencia de ligador 5
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 nucleótidos SEQ ID NO: 30. 
Preferiblemente, las secuencias de VH-VL dentro de cada conjunto están conectadas por un ligador “no flexible”. Por 
ligador “no flexible” quiere decirse una secuencia de ligador peptídico que no es lo suficientemente larga como para 10
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 nucleótidos 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 nucleótidos SEQ ID NO: 27.15

Peso molecular

Se conocen en la técnica métodos de determinación del peso molecular de una proteína, por ejemplo SDS-PAGE. 
Este puede ser el peso molecular medido real con o sin glicosilación. Un ejemplo de un método para determinar el 20
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
o, normalmente, sin glicosilación. Pueden encontrarse métodos para determinar el peso molecular en libros de texto 
convencionales, por ejemplo Molecular biomethods handbook, segunda edición (2008) Humana Press, editado por 
John M. Walquer y Ralph Rapley.25

Agente terapéutico o de diagnóstico

El agente terapéutico o de diagnóstico puede comprender dos subunidades (es decir, un par de subunidades), las 
subunidades p40 y p35 de IL-12. 30

El agente terapéutico o de diagnóstico puede ser una proteína de cadena sencilla, por ejemplo una proteína de 
fusión de cadena sencilla. Por ejemplo, las subunidades p35 y p40 de IL-12 pueden unirse (por ejemplo
directamente o mediante una secuencia de ligador peptídico) como una cadena sencilla polipeptídica. 
Alternativamente, solo una de las subunidades p35 o p40 puede producirse (expresarse) como una proteína de 35
cadena sencilla junto con la parte de selección como diana de cadena sencilla. La segunda subunidad es una 
segunda cadena polipeptídica, que entonces se une a la primera subunidad como un heterodímero. Las 
subunidades del heterodímero, por ejemplo las subunidades p35 y p40 de IL-12 pueden unirse covalentemente. En 
otra parte de este documento se describen formas de unión covalente. Preferiblemente, cuando se usa IL-12 
heterodimérica en un conjugado de la invención, las subunidades se unen mediante uno o más enlaces disulfuro. 40
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. 
45

El agente terapéutico es IL-12, o una subunidad o subunidades de la misma. La IL-12 o subunidades de la misma 
útiles en la invención pueden derivarse de cualquier animal, por ejemplo ser humano, roedor (por ejemplo rata, 
ratón), caballo, vaca, cerdo, oveja, perro, etc. La IL-12 humana se prefiere en conjugados para su administración a 
seres humanos. La IL-12 se produce de manera natural como una proteína heterodimérica compuesta por una 
subunidad de 40 kDa (p40) y una subunidad de 35 kDa (p35). Los pesos moleculares reales de las subunidades50
pueden variar, por ejemplo cuando se expresan en diferente especies y dependiendo de si la proteína está 
glicosilada y del patrón de glicosilación. 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 más precisamente en lo que se refiere a 
sus secuencias de aminoácidos. 55

La secuencia de aminoácidos de la subunidad p40 de IL-12 se expone en SEQ ID NO: 17; la secuencia de 
aminoácidos de la subunidad p35 de IL-12 se expone en SEQ ID NO: 18. La secuencia de nucleótidos que codifica 
para la subunidad p40 de IL-12 se expone en SEQ ID NO: 25; la secuencia de nucleótidos que codifica para la 
subunidad p35 de IL-12 se expone en SEQ ID NO: 26. 60

Normalmente, la subunidad p35 tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, más 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 aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 18. La subunidad p35 puede codificarse por una 
secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, más preferiblemente una 65
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%, más 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 aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 17. La subunidad p40 puede codificarse por una secuencia de 5
nucleótidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, más 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 nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 25. 

IL-12 en conjugados de la invención conserva una actividad biológica de IL-12, por ejemplo una capacidad para 10
actuar como factor de crecimiento para células T y NK activadas, para potenciar la actividad lítica de células 
NK/citotóxicas activadas por linfocinas, para estimular la producción de IFN- 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 
metástasis. 

15
El agente terapéutico puede comprender una sola proteína de fusión de IL-12 que comprende las subunidades p35 y 
p40 de IL-12 unidas. 

Las subunidades pueden unirse entre sí mediante cualquier enlace químico adecuado. Por ejemplo un enlace 
covalente o un enlace iónico. Los ejemplos de enlaces covalentes incluyen enlaces peptídicos (enlaces amida) y20
enlaces disulfuro. 

Las subunidades p35 y p40 de IL-12 pueden unirse covalentemente. El enlace covalente puede ser uno o más
enlaces disulfuro. La invención permite por tanto el uso y el mantenimiento de un formato natural de las subunidades 
IL-12 en el conjugado. 25

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

30
El agente terapéutico o de diagnóstico puede comprender o consistir en las subunidades p35 y p40 de IL-12. Las 
subunidades pueden ser una cadena sencilla, por ejemplo una proteína de fusión de cadena sencilla de p35 y p40. 
El agente terapéutico o de diagnóstico puede comprender o consistir en las subunidades p35 y p40 como un 
heterodímero (proteína heterodimérica). 

35
Las subunidades p35 y p40 de IL-12 pueden unirse entre sí 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. 

40
La parte de selección como diana puede conjugarse con sólo una de las subunidades p40 o p35. 

La parte de selección 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 orientación relativa de las subunidades de IL-12 unidas 
en el conjugado. Por ejemplo, la parte de selección como diana puede conjugarse con el extremo C-terminal de la 45
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 selección como diana se conjuga con el extremo C-
terminal de la subunidad p35. 

La subunidad que no está conjugada con la parte de selección como diana puede tener un extremo amino o 50
carboxilo terminal libre. De nuevo esto depende del orden en que se unan entre sí las subunidades. Por ejemplo, 
cuando la parte de selección como diana está conjugada con el extremo C-terminal de la subunidad p35, la 
subunidad p40 puede tener un extremo N-terminal libre. Cuando la parte de selección como diana está conjugada 
con el extremo C-terminal de la subunidad p40, la subunidad p35 puede tener un extremo N-terminal libre. Cuando
la parte de selección como diana está conjugada con el extremo N-terminal de la subunidad p40, la subunidad p3555
puede tener un extremo N-terminal libre. Cuando la parte de selección como diana está conjugada con el extremo N-
terminal de la subunidad p35, la subunidad p40 puede tener un extremo N-terminal libre. 

Preferiblemente, la parte de selección 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 60
que esto maximiza su actividad.

Métodos de tratamiento

En un segundo aspecto, un conjugado según la invención puede usarse en un método de tratamiento del cuerpo65
humano o animal, tal como un método de tratamiento (que puede incluir tratamiento profiláctico) 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 invención proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden un 
conjugado de este tipo para el tratamiento de un estado o enfermedad, y un método de preparación de un 
medicamento o composición farmacéutica que comprende formular el conjugado de la presente invención con un 5
portador o excipiente fisiológicamente aceptable. 

Por tanto, un conjugado tal como se describe en el presente documento puede usarse en un método de tratamiento 
de cáncer o de inhibición de la angiogénesis dirigiendo un agente a la neovasculatura in vivo. El agente puede ser 
cualquier agente terapéutico o de diagnóstico comentado en el presente documento. En particular una citocina, tal 10
como IL-12. 

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

15
Los estados que pueden tratarse usando el conjugado tal como se describe en el presente documento incluyen 
cáncer, otros tumores y estados neoplásicos. El conjugado puede usarse para inhibir la angiogénesis y de ese modo 
tratar artritis reumatoide, retinopatía diabética, degeneración muscular relacionada con la edad, angiomas, tumores y
cáncer. El tratamiento puede incluir tratamiento profiláctico. El conjugado también puede administrarse en métodos 
de diagnóstico, por ejemplo selección como diana y diagnóstico de angiogénesis, que puede estar asociada con 20
cualquiera de los estados anteriores. También pueden diagnosticarse y tratarse otras enfermedades y estados, 
según la naturaleza del agente terapéutico o de diagnóstico proteico contenido en el conjugado, y la especificidad de
la parte de selección como diana. 

Cánceres adecuados para su tratamiento tal como se describe en el presente documento incluyen cualquier tipo de 25
cáncer sólido o no sólido o linfoma maligno y especialmente cáncer de hígado, linfoma, leucemia (por ejemplo, 
leucemia mieloide aguda), sarcomas, cáncer de piel, cáncer de vejiga, cáncer de mama, cáncer uterino, cáncer de 
ovarios, cáncer de próstata, cáncer de pulmón, cáncer colorrectal, cáncer de cuello uterino, cáncer de cabeza y 
cuello, cáncer esofágico, cáncer pancreático, cáncer renal, cáncer de estómago y cáncer cerebral. Los cánceres 
pueden ser familiares o esporádicos. Los cánceres pueden ser metastásicos o no metastásicos.30

Preferiblemente, el cáncer es un cáncer seleccionado del grupo de cáncer de riñón, cáncer de mama, cáncer de 
hígado, cáncer de pulmón, linfoma, sarcoma (por ejemplo, tumor estromal gastrointestinal), cáncer de piel (por 
ejemplo melanoma), cáncer colorrectal y tumores neuroendocrinos. 

35
El cáncer puede expresar una isoforma de fibronectina que comprende el dominio ED-A o ED-B. Preferiblemente, el
cáncer expresa la isoforma ED-A de fibronectina. 

La expresión de la isoforma ED-A de fibronectina se ha notificado en varios cánceres diferentes incluyendo cáncer 
de riñón, cáncer de mama, cáncer de hígado, fibrosarcoma, rabdomiosarcoma y melanoma (Lohi et al. 1995, Jacobs 40
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 invención se refiere a una composición farmacéutica que comprende al menos45
un conjugado de la invención y opcionalmente un excipiente farmacéuticamente aceptable. 

Las composiciones farmacéuticas de la presente invención comprenden normalmente una cantidad 
terapéuticamente eficaz de un conjugado según la invención y opcionalmente sustancias auxiliares tales como
excipiente(s) farmacéuticamente aceptable(s). Dichas composiciones farmacéuticas se preparan de una manera 50
bien conocida en la técnica farmacéutica. Un portador o excipiente puede ser un material líquido que puede servir 
como vehículo 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 regulación del pH, excipientes de 
liberación controlada. La preparación farmacéutica de la invención puede estar adaptada, por ejemplo, para uso 
parenteral y puede administrarse al paciente en forma de disoluciones o similares.55

Pueden administrarse a un paciente composiciones que comprenden el conjugado de la presente invención. La 
administración 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 síntoma. La cantidad 
real administrada y la tasa y curso temporal de administración, dependerán de la naturaleza y la gravedad de lo que 60
se está tratando. La prescripción del tratamiento, por ejemplo las decisiones sobre la dosificación, etc., está 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, según el criterio del médico.

Los conjugados de la invención pueden administrarse a un paciente que necesita el tratamiento por medio de 65
cualquier vía adecuada, habitualmente mediante inyección en el torrente sanguíneo 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 administración
dependerán de varios factores, la vía de tratamiento, el tamaño y la ubicación de la zona que va a tratarse (por 
ejemplo, un tumor). 

Las composiciones farmacéuticas para administración oral pueden estar en forma de comprimido, cápsula, polvo o 5
líquido. Un comprimido puede comprender un portador sólido tal como gelatina o un adyuvante. Las composiciones 
farmacéuticas líquidas generalmente comprenden un portador líquido tal como agua, vaselina, aceites animales o
vegetales, aceite mineral o aceite sintético. Puede incluirse solución salina fisiológica, dextrosa u otra disolución de 
sacáridos o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol.

10
Para inyección intravenosa, o inyección en el sitio de afección, el principio activo estará en forma de una disolución 
acuosa parenteralmente aceptable que está libre de pirógenos y tiene pH, isotonicidad y estabilidad adecuados. Los 
expertos en la técnica podrán preparar disoluciones adecuadas usando, por ejemplo, vehículos isotónicos tales 
como inyección de cloruro de sodio, inyección de Ringer, inyección de Ringer con lactato. Pueden incluirse 
conservantes, estabilizadores, tampones, antioxidantes y/u otros aditivos, según se requiera. 15

Una composición puede administrarse sola o en combinación con otros tratamientos, o bien simultáneamente o bien 
secuencialmente dependiendo del estado que va a tratarse. Otros tratamientos pueden incluir la administración de
dosis adecuadas de analgésicos tales como fármacos antiinflamatorios no esteroideos (por ejemplo aspirina, 
paracetamol, ibuprofeno o ketoprofeno) u opiáceos tales como morfina o antieméticos.20

Kits 

Otro aspecto de la invención proporciona un kit terapéutico para su uso en el tratamiento de cáncer o angiogénesis
que comprende un conjugado tal como se describe en el presente documento. Los componentes de un kit son 25
preferiblemente estériles y están en viales sellados u otros recipientes. 

Un kit puede comprender además 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 blíster.30

Terminología

“Y/o” cuando se usan en el presente documento ha de considerarse como una divulgación específica de cada una 
de las dos características o componentes especificados con o sin el otro. Por ejemplo “A y/o B” ha de considerarse 35
como una divulgación específica de cada uno de (i) A, (ii) B y (iii) A y B, como si cada uno se expusiera 
individualmente en el presente documento. 

Diversos aspectos adicionales de la presente invención resultarán evidentes para los expertos en la técnica en vista
de la presente divulgación. La presente invención se ilustrará ahora a modo de los siguientes ejemplos no limitativos.40

Ejemplos 

Se describen aquí la producción y caracterización de conjugados de F8-IL-12 en dos formatos diferentes y una 
comparación de estos dos formatos con un F8-IL-12 de formato antiguo, demostrando de ese modo la superioridad 45
del formato de diacuerpo de cadena sencilla tal como se reivindica en el presente documento para el 
direccionamiento in vivo.

Ejemplo 1. Clonación de dos nuevas inmunocitocinas basadas en IL-12 
50

Clonación de p40p35F8F8: 

Se fusionaron las subunidades p40 y p35 de IL-12 usando un ligador de 15 aminoácidos. Se conectaron dos 
fragmentos de anticuerpo scFv(F8) que contenían un ligador corto de 5 aminoácidos entre la cadena pesada y la 
ligera usando un ligador de 15 aminoácidos. Entonces se unió este fragmento de diacuerpo de cadena sencilla a la 55
proteína de fusión p35p40 por medio de un ligador de 6 aminoácidos. La estrategia de clonación se muestra en la 
figura 3a. El constructo se clonó en el vector pcDNA 3.1 para la expresión en células de mamífero.

Clonación de (p40p35F8)x2: 
60

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

Tanto las proteínas p40p35F8F8 como (p40p35F8)x2 se purificaron satisfactoriamente a partir del medio mediante 65
cromatografía de afinidad de proteína A y se analizaron mediante SDS-PAGE y filtración en gel rápida de 
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cromatografía líquida de proteínas usando una columna de exclusión molecular Superdex TM 200 10/300GL. 

Los perfiles de filtración en gel de las proteínas p40p35F8F8 y (p40p35F8)x2 se muestran en la figura 5 junto con el 
perfil de filtración en gel de la proteína F8 IL-12 de “antiguo formato”. Los resultados mostrados en la figura 5 
demuestran que es más fácil purificar la proteína p40p35F8F8 en comparación con la proteína F8 IL-12 en el antiguo 5
formato. 

Al usar SDS-PAGE en condiciones reductoras y no reductoras, se encontró que la masa molecular calculada de 
p40p35F8F8 era de 110 kDa y se encontró que la masa molecular calculada de la (p40p35F8)x2 dimérica era de 
170 kD (figura 6). 10

Ejemplo 2 – Cálculo del valor de KD de p40p35F8F8 

Se determinó el valor de KD aparente de la proteína de fusión de cadena sencilla p40p35F8F8 mediante Biacore 
sobre un chip recubierto con antígeno. 15

El análisis de BIAcore produjo un gráfico (mostrado en la figura 4) para la proteína p40p35F8F8 que se analizó para 
deducir la afinidad de un anticuerpo para el antígeno ED-A. El eje x de cada gráfico se corresponde con el tiempo y 
el eje y se corresponde con unidades de resonancia (una medida que indica la afinidad de unión del anticuerpo 
sometido a prueba por el antígeno recubierto sobre el chip BIAcore). 20

La parte ascendente de cada gráfico representa la fase de asociación. Cuanto más empinada sea la curva en esta 
parte del gráfico, más rápida es la asociación del anticuerpo con el antígeno. La parte descendente de cada gráfico 
representa la fase de disociación del anticuerpo del antígeno. Cuanto más plana sea la curva en esta parte del 
gráfico, más lenta es la disociación del anticuerpo del antígeno. 25

Ejemplo 3 – Rendimiento de selección como diana in vivo: Biodistribución 

Con el fin de evaluar el rendimiento de selección como diana in vivo, las proteínas p40p35F8F8 y (p40p35F8)x2 se 
radioyodaron con 125I y cloramina-T, y se purificaron sobre una columna PD-10. Se inyectó por vía intravenosa el 30
anticuerpo radiomarcado en cuatro ratones 129 SVE que portaban tumores F9 subcutáneos. Se sacrificaron los 
ratones 24 horas después de la inyección. Se pesaron los órganos y se contó la radioactividad usando un contador 
Cobra™ . El contenido de radioactividad de órganos 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. 

35
La inmunocitocina (p40p35F8)x2 no mostró ninguna captación tumoral. Tanto la proteína de antiguo formato como 
p40p35F8F8 mostraron buena captación tumoral y similares razones de tumor con respecto a sangre. Sin embargo, 
las razones de tumor con respecto a órgano fueron superiores para la nueva inmunocitocina p40p35F8F8 en 
comparación con el antiguo formato (6:1 frente a 4:1). Dado que la proteína de antiguo formato y la proteína 
p40p35F8F8 tenían pesos moleculares similares, la mejora observada en la captación tumoral para el nuevo formato 40
no pudo explicarse mediante, por ejemplo, el nuevo formato que tenía penetración mejorada debido a que es una 
molécula más pequeña. 

En general, la nueva proteína de fusión de IL-12 p40p35F8F8 muestra varias ventajas con respecto al antiguo 
formato. Es más fácil de producir y purificar puesto que consiste en una única especie, lo cual facilitará la 45
producción. Además, muestra captación tumoral mejorada in vivo. 
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REIVINDICACIONES

1. 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.

5
2. Conjugado según la reivindicación 1, en el que el diacuerpo de cadena sencilla está unido al extremo C-

terminal de la subunidad p35.

3. Conjugado según la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en el que la subunidad p40 tiene un extremo N-
terminal libre.10

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

5. Conjugado según la reivindicación 4, en el que el diacuerpo de cadena sencilla comprende un sitio de unión 15
a antígeno que tiene las regiones determinantes de complementariedad (CDR) del anticuerpo F8 expuestas
en SEQ ID NO 9-14.

6. Conjugado según la reivindicación 4, en el que el diacuerpo de cadena sencilla tiene los dominios VH y VL 
expuestos en SEQ ID NO 15 y 16.20

7. Conjugado según la reivindicación 6, en el que el diacuerpo de cadena sencilla comprende la secuencia de 
aminoácidos expuesta en SEQ ID NO: 32.

8. Conjugado según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que es una proteína de fusión de cadena 25
sencilla.

9. Conjugado según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para su uso en un método de tratamiento de 
cáncer o de inhibición de la angiogénesis mediante el direccionamiento de IL-12 a la neovasculatura in vivo.

30
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