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DESCRIPCION
Nuevos fragmentos de anticuerpos, composiciones y usos de los mismos
Campo de la invencion
La presente descripcion se refiere a nuevos fragmentos de anticuerpos con estabilidad in vivo mejorada.
Antecedentes

La terapia dirigida, la nueva frontera del tratamiento del cancer, emplea herramientas farmacolégicas (farmacos o
anticuerpos) que bloquean especificamente productos génicos cruciales que sostienen el fenotipo transformado. En
la actualidad, la terapia dirigida contra el cancer se emplea en la clinica para el tratamiento de leucemias mielégenas
cronicas (CML), adictas a la molécula de tirosina quinasa ABL, para el tratamiento de un subconjunto de cancer de
pulmén no microcitico (NSCLC) y carcinomas de colon y recto (CRC) que dependen de la activacion del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR/HER-1) y para el tratamiento de los melanomas dependientes de BRAF.

Los receptores con actividad de tirosina quinasa (RTKs) son candidatos interesantes para la terapia dirigida ya que a
menudo se hiper-activan en varios tipos de tumores. Pueden ser inhibidos por diferentes tipos de moléculas objetivo,
tales como anticuerpos, que tras la interaccién con la parte extracelular del receptor son capaces de perturbar la
sefializacion intracelular inducida por el receptor, y moléculas pequefias sintetizadas quimicamente que interfieren
con la actividad catalitica del receptor.

Entre los diferentes RTKSs, el producto proto-oncégeno de c-met, el receptor del factor de crecimiento de hepatocito
(HGFR/Met), esta emergiendo como uno de los oncégenos activados mas importantes en el cancer. Met controla un
programa genético conocido como “crecimiento invasivo” que incluye sefiales pro-mitogénicas, pro-invasivas y anti-
apotodpicas. Mediante estas sefiales fisiolégicas, Met proporciona una mejor aptitud del tumor, ayudandolo a superar
barreras selectivas en la progresion del cancer. Ademas, Met mantiene el crecimiento tumoral debido a su capacidad
para promover la angiogénesis tumoral. En los ultimos afios, Met también fue responsable de la agresividad
desarrollada por los tumores tratados con agentes anti-angiogénicos y de la resistencia a la radioterapia
convencional. Ademas, la alteracion del gen MET puede ser la causa principal de la transformacion, en todos
aquellos casos en los que se ha seleccionado genéticamente para el mantenimiento a largo plazo del fenotipo
primario transformado.

Todos los hallazgos enunciados anteriormente han impulsado el desarrollo de varias moléculas adecuadas para
inhibir la sefalizacion de Met, incluyendo inhibidores competitivos de HGF, inhibidores quimicos de quinasa Met,
anticuerpos anti-HGF y anti-Met. Algunas de estas moléculas, hasta ahora, han sido probadas solo con fines de
investigacion. Ensayos clinicos se estan llevando a cabo, en la actualidad, con anticuerpos neutralizantes anti-HGF,
anticuerpos anti-Met y varias moléculas pequefias.

Desde varios puntos de vista, seria preferible un anticuerpo anti-Met capaz de inhibir la sefalizaciéon de Met. Los
anticuerpos son altamente especificos, estables y, gracias a su disefio natural, en general son bien tolerados por el
huésped. En los ultimos afios, se han realizado varios esfuerzos para generar anticuerpos terapéuticos anti-Met. Sin
embargo, se han registrado muchos fallos, ya que la mayoria de los anticuerpos anti-Met se comportan como
agonistas, imitando la accion de HGF. Esto se debe principalmente al hecho de que, gracias a su estructura
bivalente, los anticuerpos pueden estabilizar los dimeros del receptor, permitiendo la trans-fosforilacién de Met, con
su consecuente activacion. En un caso, un anticuerpo anti-Met agonista (5D5) se ha disefiado y convertido en una
forma monovalente (5D5 de un solo brazo) que, compitiendo con la union a HGF, esta dotado de potencial
terapéutico (1,2). Esta molécula ha entrado recientemente en un ensayo clinico de fase Ill para el tratamiento de un
subgrupo de pacientes con cancer de pulmén no microcitico, caracterizado por un alto nivel de expresioén de Met en
los tumores, en combinacion con erlotinib (3).

El anticuerpo monoclonal DN30 es una IgG2A de raton dirigida contra el resto extracelular del receptor Met humano
(4). Se une con afinidad sub-nanomolar al cuarto dominio IPT de la regién extracelular del receptor Met. Al principio,
se caracterizé como un agonista parcial de Met, capaz de promover algunas, pero no todas, las respuestas celulares
biolégicas mediadas por Met. Mas tarde se ha demostrado que puede actuar como un inhibidor del crecimiento
tumoral y la metastasis a través de un mecanismo de “desprendimiento” del receptor (5). El desprendimiento de
receptores es un mecanismo celular fisiolégico de degradacion de proteinas que actia sobre varios factores de
crecimiento, citoquinas, receptores y moléculas de adhesion. El desprendimiento de Met se realiza en dos etapas:
primero una metaloproteasa, la ADAM-10, escinde el dominio celular de Met que reconoce una secuencia especifica
localizada inmediatamente antes de la region transmembrana; luego el fragmento transmembrana restante se
convierte en el sustrato de una segunda proteasa (y-secretasa) que separa la porcién que contiene quinasa de la
membrana y la dirige rapidamente hacia la via de degradacion del proteosoma (6,7). La mejora de este mecanismo
ejercido por DN30 conduce a una reduccion en el nimero de receptores de Met expuestos en la superficie celular. Al
mismo tiempo, libera un ecto-dominio soluble, “sefiuelo”, en el espacio extracelular. Este ultimo compite con el
receptor transmembrana intacto para la unioén del ligando e inhibe la homo-dimerizacion del receptor mediante la
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formacién de complejos heterodiméricos con bona fide Met. Todas estas acciones perjudican fuertemente la
sefializacion mediada por Met y dan como resultado la prevencion de los efectos bioldgicos posteriores.

Recientemente los presentes inventores demostraron que el fragmento Fab monovalente del anticuerpo monoclonal
anti-Met DN30 (Fab DN30) se libera de cualquier actividad agonista y mantiene la capacidad de inducir el
desprendimiento, dando como resultado un potente inhibidor de Met (8). La induccién del desprendimiento de Met
por Fab DN30 depende de la interaccion selectiva anticuerpo-antigeno pero es independiente de la activacion del
receptor. Este mecanismo de accién, basado en la eliminacion simple de Met de la superficie celular, proporciona al
Fab DN30 una gran ventaja sobre otros inhibidores, ya que puede ser efectivo contra todas las formas de activacion
de Met, sea o no dependiente de HGF, inducido por sobreexpresion, mutacién o amplificacion génica.

Si bien el Fab DN30 recombinante es muy atractivo para aplicaciones clinicas, la corta semivida en plasma de Fab,
principalmente debido a la eliminacion renal, limita severamente su uso para el tratamiento del paciente.

Actualmente, la técnica mas consolidada para mejorar las propiedades farmacolégicas de un fragmento Fab es
aumentar su peso molecular mediante conjugacion con polietilenglicol (PEG). La PEGilaciéon del Fab es una ruta
seguida en la mayoria de los casos que emplean Fab en la clinica. La unién covalente de las cadenas poliméricas al
fragmento de anticuerpo, obtenido eficientemente y sin pérdida de las propiedades de unién al antigeno, no es un
proceso obvio y requiere un gran esfuerzo de construccion.

Otra técnica utilizada para mejorar las propiedades farmacoldgicas de un fragmento Fab es la descrita en el
documento de Patente EP-A-1 718 677. Dicho procedimiento, utilizado para generar la forma de un solo brazo del
anticuerpo monoclonal 5D5 comentada anteriormente, es la produccién, sobre la base recombinante, de tres
cadenas de anticuerpos diferentes en la misma célula, la cadena ligera (VL-CL), la cadena pesada (VH-CH1-CH2-
CH3) y la porcion Fc de la cadena pesada (CH2-CH3). Los dominios CH2-CH3 no son de tipo nativo: estan incluidas
las mutaciones, que dan lugar a estructuras tridimensionales especificas. En un polipéptido, la regién CH2-CH3
incorpora una secuencia que forma una protuberancia, mientras que en el otro polipéptido la region CH2-CH3
contiene una secuencia que forma una cavidad, en la que la protuberancia se puede insertar (protuberancia en
estructura de hueco). La presencia de estas estructuras tridimensionales permite la formacion preferible de
heterodimeros en los que la cadena pesada forma enlaces disulfuro con el fragmento Fc, pero no excluye en
absoluto la formacion de homodimeros (es decir, dos cadenas pesadas unidas entre si y dos Fc unidos entre si). La
purificacién que permite la separacién de los homodimeros no deseados de los heterodimeros deseados es
obligatoria. Por lo tanto, el “procedimiento de un solo brazo”, aunque muy elegante, es engorroso ya que requiere
etapas adicionales en el proceso global que complican la fabricacién y reducen el rendimiento del anticuerpo
recombinante. Varias estrategias para aumentar la semivida de los fragmentos de anticuerpo se describen en
Constantinou y colaboradores, Biotechnology Letters 2010; 32 (5): 609-622, y Wier y colaboradores, Biochemical
Society Transactions (2002); 30 (4): 512-516.

Por lo tanto, se siente la necesidad de una solucién diferente que aumente la semivida en plasma de Fab para uso
terapéutico in vivo.

Compendio de la invencion
El objetivo de esta descripcion es proporcionar un fragmento de anticuerpo con estabilidad mejorada in vivo.

De acuerdo con la invencion, el objetivo anterior se logra gracias al tema recogido especificamente en las
reclamaciones adjuntas, que se entiende que forman parte integrante de esta descripcion.

Una realizacién de la presente descripcion proporciona un fragmento de anticuerpo que comprende un primer
polipéptido que comprende un dominio variable de cadena ligera y dos dominios constantes y un segundo
polipéptido que comprende un dominio variable de cadena pesada y dos dominios constantes, en donde dos
dominios constantes de cadena son dominios constantes de cadena ligera y dos dominios constantes son dominios
constantes de cadena pesada CH1, fusionados en diferentes combinaciones a los dominios variables.

Una realizacién adicional de la presente descripcion se refiere a un fragmento de anticuerpo como se definié
anteriormente que es mas estable in vivo que la molécula Fab que comprende los dominios variables de cadena
ligera y pesada.

Otra realizacion mas se refiere a un fragmento de anticuerpo como se defini6 anteriormente que se une
especificamente al receptor del factor de crecimiento de hepatocitos (HGFR/Met).

Breve descripcion de los dibujos

La invencion se describira ahora en detalle, puramente a modo de ejemplo ilustrativo y no limitante y, con referencia
a los dibujos adjuntos, en los que:

Figura 1: desprendimiento de Met y regulacion posterior en las células adictas a Met tratadas por MvDN30 quimérico
o Fab DN30 murino. A: una linea celular humana de carcinoma gastrico SNU-5; B: una linea celular de carcinoma de

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2674491 T3

pulmoén no microcitico H1993-NClI. Las células se incubaron durante 48 horas en medio libre de suero con las
concentraciones indicadas de los dos fragmentos de anticuerpo derivados de mAb DN30. Los niveles totales de Met
se determinaron mediante el analisis de transferencia de Western de extractos celulares utilizando anticuerpos anti-
Met. Las dos bandas Met corresponden a las formas no procesadas (Met p190) y maduras (Met p145) del receptor.
El desprendimiento de Met se determind mediante el analisis de transferencia de Western del medio acondicionado
utilizando anticuerpos anti-Met. Ambas moléculas inducen eficientemente el desprendimiento de Met/posterior
regulacion.

Figura 2: Ensayo de crecimiento de las células adictas a Met tratadas con MvDN30 quimérico o Fab DN30 murino.
A: una linea celular de carcinoma de pulmén no microcitico EBC-1; B: una linea celular humana de carcinoma
gastrico Hs746T. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (1.000/pocillo) en medio FCS al 10%. Después
de 24 horas las células se trataron con concentraciones crecientes de anticuerpos durante 72 horas mas. El nUmero
de células se evalué mediante CellTiter-glo (Perkin Elmer). Cada punto es la media de los valores por triplicado; las
barras representan la desviacion estandar. Ambas moléculas inhiben eficientemente el crecimiento celular de las
células adictas a Met.

Figura 3: Representacion esquematica de las nuevas moléculas derivadas de DN30. Parte superior: Fab DN30
quimerizado (MvDN30); centro: Doble Fab de dominio constante con los dominios constantes duplicados en tandem
(DCD-MvDN30.1); Parte inferior: Doble Fab de dominio constante con los dominios constantes duplicados
intercambiados reciprocamente (DCD-MvDN30.2). VH: dominio variable de la cadena pesada de DN30. VL: dominio
variable de la cadena ligera de DN30. CH1: dominio constante 1 derivado de la cadena pesada de IgG1 humana.
CL: dominio constante derivado de la cadena ligera kappa humana. Etiquetas Strep e His: secuencias incluidas para
permitir la purificacion de proteinas y la inmuno deteccion.

Figura 4: Analisis de las nuevas moléculas derivadas de DN-30. Las proteinas purificadas indicadas se sometieron a
SDS-PAGE bajo condiciones reductoras. El gel se tifid con Gel Code Blue (Pierce). Todas las moléculas muestran
dos bandas con el peso molecular esperado.

Figura 5: Unién a Met de moléculas DCD-MvDN30. Analisis de union ELISA de MvDN30, DCD-MvDN30.1 y DCD-
MvDN30.2 (fase liquida) a una quimera Met-Fc (fase sdlida). La union se revel6 utilizando anticuerpos anti-
strepTAG. O.D.: Densidad éptica; A.U.: Unidades arbitrarias. Cada punto es la media de los valores por triplicado;
las barras representan la desviacién estandar. Las nuevas moléculas se unen a Fc-Met con la misma alta afinidad.

Figura 6: Actividad agonista de moléculas DCD-MvDN30. Las células A549 se privaron de alimento durante 24 horas
y después se estimularon durante 10 minutos a 37°C con las diferentes moléculas en las concentraciones indicadas.
La activacion de Met se determind mediante inmuno precipitacion con anticuerpos anti-Met seguido de la
transferencia de Westerrn con anticuerpos anti-Met especificos para los restos de Met de Tyr 1234/1235
fosforilados, el principal sitio de fosforilacion (parte superior). La misma transferencia se probé nuevamente con
anticuerpos anti-Met (parte inferior). Las nuevas moléculas no activan significativamente el receptor Met.

Figura 7: Actividad agonista de moléculas DCD-MvDN30. Las células A549 se privaron de alimento durante 24 horas
y después se estimularon durante 10 minutos a 37°C con las diferentes moléculas en las concentraciones indicadas.
La activacion de AKT y ERK-1,2 se determiné mediante la transferencia de Western con anticuerpos anti-AKT y anti-
ERK especificos para la forma fosforilada. La misma transferencia se probé nuevamente con anticuerpos anti-
Vinculina (parte inferior) para controlar la carga de proteina. Las nuevas moléculas no activan significativamente la
sefalizacion dependiente de Met.

Figura 8: Desprendimiento de Met y regulacion posterior en células tratadas con moléculas DCD-MvDN30. Las
células A549 se incubaron durante 72 horas en medio libre de suero con las moléculas indicadas (500 nM). Los
niveles totales de Met se determinaron mediante el andlisis de transferencia de Wester de extractos celulares
utilizando anticuerpos anti-Met. Las dos bandas de Met corresponden a las formas no procesadas (Met p190) y
maduras (Met p145) del receptor. Como un control de carga, se probd el filtro con una proteina no relacionada
(actina). El desprendimiento de Met se determind mediante el analisis de transferencia de Western del medio
acondicionado utilizando anticuerpos anti-Met. Las nuevas moléculas inducen eficientemente el desprendimiento de
Met.

Figura 9: Inhibicion de la activacion de Met inducida por HGF por moléculas DCD-MvDN30. Las células A549 se
incubaron durante 24 horas en medio libre de suero mas las moléculas indicadas (1.000 nM) y se estimularon
después durante 10 minutos con HGF (100 ng/ml). La activacion de Met se determiné en lisados celulares totales
mediante la transferencia de Western con anticuerpos anti-Met especificos para los restos de Met de Tyr 1234/1235
fosforilados, el principal sitio de fosforilaciéon. La misma transferencia se probé nuevamente con anticuerpos anti-Met.
La activacion de AKT y ERK-1,2 se determiné mediante la transferencia de Western con anticuerpos anti-fosfoAKT o
anti-fosfoERK. La misma transferencia se probé nuevamente con anticuerpos anti-AKT o ERK-1,2. Para controlar la
carga de proteinas el filtro se probd también con anticuerpos anti-Vinculina. Las nuevas moléculas inhiben
fuertemente la activacion de Met inducida por HGF y la sefializacion dependiente de Met.
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Figura 10: Crecimiento dependiente del anclaje de las células adictas a Met tratadas con DCD-MvDN30.1 o
DCDMvDN30.2 o MvDN30. A, B, C, D: lineas celulares humanas de carcinoma gastrico; E, F: lineas celulares de
carcinoma de pulmén no microcitico. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (1.000/pocillo) en medio
FCS al 5%. Después de 24 horas las células se trataron con concentraciones crecientes de las diferentes moléculas
durante 72 horas mas. El nimero de células se evaludé mediante CellTiter-glo (Promega). Los graficos representan el
porcentaje de células vivas respecto del control no tratado. Cada punto es la media de los valores por triplicado. Las
nuevas moléculas inhiben eficientemente el crecimiento celular de las células adictas a Met.

Figura 11: Crecimiento independiente del anclaje de las células tratadas con DCD-MvDN30.1 o DCD-MvDN30.2 o
MvDN30. Las células A549 se sembraron en medio semisolido (agarosa al 5%) con o sin HGF (50 ng/ml) en
presencia de 1,5 mM de DCD-MvDN30.1 o DCD-MvDN30.2 o MvDN30. Después de 21 dias las colonias se tifieron
con sal de tetrazolio. Las colonias se cuantificaron contando los pixeles en cada area del pocillo con el software
MetaMorphOffline. Cada punto es la media de los valores por triplicado. Las nuevas moléculas inhiben
eficientemente el crecimiento celular independiente del anclaje dependiente de HGF.

Figura 12: Perfil farmacocinético in vivo de DCD-MvDN30.1, DCD-MvDN30.2 o MvDN30. Los ratones
inmunodeficientes se inyectaron por via intraperitoneal con una unica dosis (100 pg) de DCD-MvDN30.1 o DCD-
MvDN30.2 o MvDN30. La sangre periférica se recogié a diferentes puntos de tiempo. Las concentraciones de suero
de las moléculas terapéuticas se midieron mediante ELISA. El grafico representa la cantidad de moléculas
circulantes en funcion del tiempo. Las muestras son por triplicado, las barras representan las desviaciones estandar.

Figura 13: Secuencias de nucleétidos y aminoacidos de una primera realizacién de un primer polipéptido de un
fragmento de anticuerpo de acuerdo con la presente descripcion. Las secuencias corresponden al polipéptido
derivado de la cadena ligera, VL-CL-CL. Las regiones CDR estan subrayadas tanto en las secuencias de nucledtidos
como en las de aminoacidos.

Figura 14: Secuencias de nucledtidos y aminoacidos de una primera realizacion de un segundo polipéptido de un
fragmento de anticuerpo de acuerdo con la presente descripcion. Las secuencias corresponden al polipéptido
derivado de la cadena pesada, VH-CH1-CH1-TAGs. Las regiones CDR estan subrayadas tanto en las secuencias de
nucledtidos como en las de aminoacidos. Las etiquetas de Estrepticina e Histidina en letras mayusculas y cursivas.

Figura 15: Secuencias de nucledtidos y aminoacidos de una segunda realizacion de un primer polipéptido de un
fragmento de anticuerpo de acuerdo con la presente descripcion. Las secuencias corresponden al polipéptido
derivado de la cadena ligera, VL-CL-CH1-TAGs. Las regiones CDR estan subrayadas tanto en las secuencias de
nucledtidos como en las de aminoacidos. Las etiquetas de Estrepticina e Histidina en letras mayusculas y cursivas.

Figura 16: Secuencias de nucledtidos y aminoacidos de una segunda realizacién de un segundo polipéptido de un
fragmento de anticuerpo de acuerdo con la presente descripcion. Las secuencias corresponden al polipéptido
derivado de la cadena pesada, VH-CH1-CL. Las regiones CDR estan subrayadas tanto en las secuencias de
nucleétidos como en las de aminoacidos.

Figura 17: Secuencias de nucledtidos y aminoacidos del dominio variable de la cadena ligera de DN30. Las regiones
CDR estan subrayadas tanto en las secuencias de nucleétidos como en las de aminoacidos.

Figura 18: Secuencias de nucledtidos y aminoacidos del dominio variable de la cadena pesada de DN30. Las
regiones CDR estan subrayadas tanto en las secuencias de nucleétidos como en las de aminoacidos.

Descripcion detallada de la invencién

La invencion se describira ahora en detalle, a modo de ejemplo no limitante, con referencia a fragmentos de
anticuerpos capaces de unirse especificamente al receptor del factor de crecimiento de hepatocitos.

Esta claro que el alcance de esta descripcion no esta de ninguna manera limitado a dicho antigeno diana, ya que los
fragmentos de anticuerpos descritos aqui se pueden caracterizar por unirse especificamente a otros antigenos
diana.

En la siguiente descripcion, se dan numerosos detalles especificos para proporcionar una compresion completa de
las realizaciones. Las realizaciones se pueden practicar sin uno o mas de los detalles especificos, o con otros
métodos, componentes, materiales, etc. En otros casos, estructuras, materiales, u operaciones bien conocidas no se
muestran o describen en detalle para evitar aspectos oscuros de las realizaciones.

La referencia a lo largo de esta memoria descriptiva a “una realizacién” o “una realizaciéon” significa que un rasgo,
estructura, o caracteristica particular descrita en relacion con una realizacién estan incluidas en al menos una
realizacion. De este modo, las apariencias de las frases “en una realizacién” o “en una realizacién” en varios lugares
a lo largo de esta memoria descriptiva no necesariamente se refieren todas a la misma realizacion. Ademas, los
rasgos, estructuras, o caracteristicas particulares se pueden combinar de cualquier manera adecuada en una o mas
realizaciones.
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Los titulos proporcionados aqui son solo por conveniencia y no interpretan el alcance o significado de las
realizaciones.

Los anticuerpos son tetrameros complejos en los que tanto las cadenas pesadas como las ligeras estan compuestas
por multiples dominios de lg, cada uno de los cuales se pliega independientemente. Al comienzo de la era de los
anticuerpos se ha demostrado que, a través del tratamiento enzimatico, un anticuerpo puede originar fragmentos
que mantienen la estructura original y las propiedades de union al antigeno.

Posteriormente, aplicando técnicas de modificacion de proteinas, se ha generado una cantidad de diferentes
fragmentos de anticuerpos modificados. De acuerdo con el disefio molecular, cada nuevo fragmento de anticuerpo
se caracteriza por rasgos particulares (es decir, mayor avidez, multivalencia, multiespecificidad, deficiencia de
ADCC, quimerizado, etc.).

Sin embargo, ninguno de los estudios previos ha abordado la cuestion de la eliminacién renal para prolongar la
semivida in vivo de los fragmentos de anticuerpo.

Para este fin, los presentes inventores desarrollaron un fragmento de anticuerpo recombinante que comprende un
primer polipéptido que comprende un dominio variable de cadena ligera y dos dominios constantes y un segundo
polipéptido que comprende un dominio variable de cadena pesada y dos dominios constantes, en donde dos
dominios constantes de cadena son dominios constantes de cadena ligera y dos dominios constantes son dominios
constantes de cadena pesada CH1, fusionados en diferentes combinaciones a los dominios variables.

En una realizacion, el fragmento de anticuerpo descrito aqui es mas estable in vivo que la molécula Fab que
comprende dichos dominios variables de cadena ligera y pesada.

En una realizacién, el fragmento de anticuerpo tiene una semivida prolongada in vivo cuando se administra a un
paciente humano que la molécula Fab que comprende dichos dominios variables de cadena ligera o pesada debido
a una eliminacion renal reducida.

Estos fragmentos de anticuerpos se denominaron “Fabs de doble dominio constante” (DCD-Fabs).

En una realizacion preferida, la presente descripcion se refiere a un fragmento de anticuerpo que comprende un
primer polipéptido que comprende un dominio variable de cadena ligera y dos dominios constantes y un segundo
polipéptido que comprende un dominio variable de cadena pesada y dos dominios constantes, en donde dos
dominios constantes son dominios constantes de cadena ligera humana y dos dominios constantes son dominios
constantes de cadena pesada humana CH1, fusionados en diferentes combinaciones a los dominios variables, en
donde el fragmento de anticuerpo es mas estable in vivo que la molécula Fab que comprende dichos dominios
variables de cadena ligera y pesada, y en donde el fragmento de anticuerpo se une especificamente al receptor del
factor de crecimiento del hepatocito (HGFR/Met).

En una realizacion, el dominio variable de cadena ligera se une en su C terminal a un dominio constante de cadena
ligera, que se une en su C terminal a un dominio constante de cadena ligera.

En otra realizacion, el dominio variable de cadena ligera se une en su C terminal a un dominio constante de cadena
ligera, que se une en su C terminal a un dominio constante de cadena pesada CH1.

En una realizacién, el dominio variable de cadena pesada se une en su C terminal a un dominio constante de
cadena pesada CH1, que se une en su C terminal a un dominio constante de cadena pesada CH1.

En otra realizacion, el dominio variable de cadena pesada se une en su C terminal a un dominio constante de
cadena pesada CH1, que se une en su C terminal a un dominio constante de cadena ligera.

En una realizacion, los dominios constantes contenidos en el primer y segundo polipéptido, cuando se acoplan
juntos en el fragmento de anticuerpo, son capaces de generar puentes disulfuro.

En una realizacion preferida adicional, la presente descripcion se refiere a fragmentos de anticuerpos como se
definieron anteriormente en donde la especificidad del antigeno se proporciona empleando como dominios variables
de cadena ligera y pesada los dominios variables de cadena ligera y pesada de DN30 o dominios variables de
cadena ligera y pesada humanizados que comprenden las regiones que determinan la complementariedad (CDRs)
del anticuerpo monoclonal DN30. El anticuerpo monoclonal DN30 se describié en la solicitud de Patente
internacional WO-A-2007/090807.

Un fragmento de anticuerpo de la invencion es generalmente un anticuerpo terapéutico. Por ejemplo, un anticuerpo
de la invencion puede ser un anticuerpo antagonista, un anticuerpo bloqueante o un anticuerpo neutralizante.

En un aspecto, la invencidon proporciona métodos para tratar o retrasar el progreso de una enfermedad
administrando a un sujeto que tiene la enfermedad una cantidad efectiva de un fragmento de anticuerpo de la
invencion, eficaz para tratar o retrasar el progreso de la enfermedad.
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En una realizacion, la enfermedad es un tumor o metastasis tumoral.

En otra realizacion, la enfermedad esta asociada con la desregulacion de la sefalizacion y/o activacion del receptor
del factor de crecimiento del hepatocito.

Un fragmento de anticuerpo de la invencion es adecuado para tratar o prevenir afecciones patologicas asociadas
con anomalias dentro de la via de sefalizacion de HGF/HGFR.

En una realizacién, un anticuerpo de la invencion es un antagonista de HGFR.

En una realizacion, el fragmento de anticuerpo comprende secuencias de unién a antigenos de un donante no
humano injertado en una secuencia heterdloga no humana, humana o humanizada (por ejemplo, secuencias de
estructura y/o dominio constante). En una realizacion, el donante no humano es un ratén.

En una realizacion, las secuencias de union a antigenos comprenden todas las CDRs y/o secuencias de dominio
variable de un anticuerpo anti-HGFR murino.

En una realizacion preferida, el dominio variable de cadena ligera murino se une en su C terminal a un dominio
constante de cadena ligera kappa humana, que se une en su C terminal a un dominio constante de cadena ligera
kappa humana. En otra realizacién, el dominio variable de cadena ligera murina se une en su C terminal a un
domino constante de cadena ligera kappa humana que se une en su C terminal a un dominio constante de cadena
pesada CH1 de IgG1 humana. En una realizacién, el dominio variable de cadena pesada murino se une en su C
terminal a un dominio constante de cadena pesada CH1 de IgG1 humana, que se une en su C terminal a un dominio
constante de cadena pesada CH1 de IgG1 humana. En otra realizacién, el dominio variable de cadena pesada
murino se une en su C terminal a un dominio constante de cadena pesada CH1 de IgG1 humana, que se une en su
C terminal a un dominio constante de cadena ligera kappa humana.

En una realizacion preferida, un fragmento de anticuerpo de la invencion comprende un primer polipéptido que
comprende un dominio variable de cadena ligera que comprende las secuencias CDR de un anticuerpo anti-HGFR
murino, mas preferiblemente las CDRs de DN30, y dos dominios constantes, en donde los dos dominios constantes
son: dos dominios constantes de cadena ligera o un dominio constante de cadena ligera y un dominio constante de
cadena pesada CH1. En una realizacion los dos dominios constantes son dominios constantes humanos.

En una realizacion, un fragmento de anticuerpo de la invencién comprende un segundo polipéptido que comprende
un dominio variable de cadena pesada que comprende las secuencias CDR de un anticuerpo anti-HGFR murino,
mas preferiblemente las CDRs de DN30, y dos dominios constantes, en donde los dos dominios constantes son: dos
dominios constantes de cadena pesada CH1 o un dominio constante de cadena pesada CH1 y un dominio constante
de cadena ligera. En una realizacién los dos dominios constantes son dominios constantes humanos.

La invencion proporciona, en una realizacion mas preferida, un fragmento de anticuerpo humanizado que se une a
HGFR humano, en donde el anticuerpo es efectivo para inhibir la actividad de HGF/HGFR in vivo, comprendiendo el
anticuerpo i) en el dominio variable de cadena pesada (VH) las tres secuencias CDRs del dominio variable de
cadena pesada del anticuerpo monoclonal DN30 (SEQ ID No.:19, 21, 23) y sustancialmente una secuencia de
consenso humana, por ejemplo, sustancialmente los restos de la estructura de consenso humano (FR) del subgrupo
de cadena pesada humana vy ii) en el dominio variable de cadena ligera (VL) las tres secuencias CDRs del dominio
variable de cadena ligera del anticuerpo monoclonal DN30 (SEQ ID No.: 25, 27, 29) y sustancialmente los restos de
la estructura de consenso humano (FR) del subgrupo | de cadena ligera humana K (VKI).

En una realizacién, un fragmento de anticuerpo de la invencion comprende un primer polipéptido que comprende
como dominio variable de cadena ligera la secuencia del dominio variable de cadena ligera expuesta en SEQ ID NO:
12 (dominio variable de cadena ligera DN30) y un segundo polipéptido que comprende como dominio variable de
cadena pesada la secuencia de dominio variable de cadena pesada expuesta en SEQ ID NO: 4 (dominio variable de
cadena pesada DN30).

En un aspecto, la invencién proporciona el uso de un fragmento de anticuerpo de la invencién (por ejemplo, un
fragmento de anticuerpo antagonista de HGFR de la invencion) en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento terapéutico y/o profilactico de una enfermedad, tal como el cancer, un tumor, un trastorno proliferativo
celular.

En un aspecto, la invencion proporciona un método para tratar una afeccién patolégica asociada con la
desregulacion de la activacion de HGFR en un sujeto, dicho método comprende administrar al sujeto una cantidad
efectiva de un fragmento de anticuerpo antagonista de HGFR de la invencion, por lo que se trata dicha afeccion.

En un aspecto, la invencién proporciona un método para inhibir el crecimiento de una célula que expresa HGFR,
comprendiendo dicho método poner en contacto dicha célula con un fragmento de anticuerpo antagonista de HGFR
de la invencién provocando asi una inhibicién del crecimiento de dicha célula.
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En un aspecto, la invencion proporciona un método para tratar terapéuticamente un mamifero que tiene un tumor
canceroso que comprende una célula que expresa HGFR, comprendiendo dicho método administrar a dicho
mamifero una cantidad efectiva de un fragmento de anticuerpo antagonista de HGFR de la invencién, tratando por lo
tanto, eficazmente, dicho mamifero.

En un aspecto, la invencion proporciona un método para tratar o prevenir un trastorno proliferativo celular asociado
con la mayor expresion o actividad de HGFR, comprendiendo dicho método administrar a un sujeto que necesita
dicho tratamiento una cantidad efectiva de un fragmento de anticuerpo antagonista de HGFR de la invencion,
tratando o previniendo de este modo eficazmente dicho trastorno proliferativo celular.

En un aspecto, la invencién proporciona un método para tratar terapéuticamente un tumor en un mamifero, en donde
el crecimiento de dicho tumor es al menos en parte dependiente de un efecto potenciador del crecimiento de HGFR,
comprendiendo dicho método poner en contacto una célula tumoral con una cantidad efectiva de un fragmento de
anticuerpo antagonista de HGFR de la invencion, tratando de este modo eficazmente dicho tumor. El tumor celular
puede ser uno seleccionado de cancer de mama, colorectal, pulmén, colon, pancreas, préstata, ovario, cervical,
sistema nervioso central, renal, hepatocelular, de vejiga, gastrico, de cabeza y cuello, carcinoma papilar (por ejemplo
la glandula tiroides), melanoma, linfoma, mieloma, glioma/glioblastoma (por ejemplo, astrocitoma anaplasico,
glioblastoma multiforme, oligodendroglioma anaplasico, oligodendroastrocitoma anaplasico), células de leucemia. En
una realizacién, una célula que es objetivo en un método de la invencidon es una célula hiperproliferativa y/o
hiperplasica. En una realizacién, una célula que es objetivo en un método de la invencion es una célula displasica.
En otra realizacion mas, una célula que es objetivo en un método de la invencién es una célula metastasica. En una
realizacion adicional, una célula que es objetivo en un método de la invencién es una célula que expresa HGFR que
pertenece al microambiente que mantiene el tumor y/o la metastasis.

Los métodos de la invencidon pueden comprender ademas etapas de tratamiento adicionales. Por ejemplo, en una
realizaciéon, un método comprende ademas una etapa en donde una célula y/o tejido tumoral diana se expone a un
tratamiento por radiaciéon o un agente quimioterapéutico. En otra realizacién, una célula y/o tejido tumoral diana se
trata, ademas de con el fragmento de anticuerpo antagonista de la invencioén, con inhibidores de HGF (es decir,
anticuerpos anti-HGF) u otros compuestos anti-HGFR (es decir, inhibidores de quinasa microciticos). En una
realizacion adicional, una célula y/o tejido tumoral diana se trata, ademas de con el fragmento de anticuerpo
antagonista de la invencién, con moléculas que golpean especificamente otras dianas relevantes en el
mantenimiento del fenotipo transformado (es decir, moléculas anti-EGFR).

La activacion de HGFR es un importante proceso bioldgico; su desregulacion conduce a numerosas afecciones
patolégicas. Por consiguiente, en una realizacion de métodos de la invencion, una célula que es diana (por ejemplo,
una célula cancerigena) es una en la que la activaciéon de HGFR se mejora en comparacion con una célula normal
del mismo origen de tejido. En una realizacion, un método de la invencién provoca la muerte o la detencion del
crecimiento de una célula diana. Por ejemplo, el contacto con un fragmento de anticuerpo antagonista de la
invencion puede dar como resultado la incapacidad de la célula para sefalizar a través de la via de HGFR, lo que da
como resultado la muerte celular o la detencién del crecimiento celular.

La invencién también se refiere a inmunoconjugados, o conjugados anticuerpo-farmaco (ADC), que comprenden un
fragmento de anticuerpo conjugado con un agente citotdxico tal como un agente quimioterapéutico, un farmaco, un
agente de inhibicion del crecimiento, una toxina (por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa de bacterias, origen
fungico, vegetal, o animal, o fragmentos de los mismos), o un isotopo radioactivo (es decir, un radioconjugado).

El uso de conjugados anticuerpo-farmaco para el suministro local de agentes citotdxicos o citostasicos, es decir,
farmacos para matar o inhibir el crecimiento de células tumorales en el tratamiento del cancer, permite la
administracion dirigida del resto del farmaco a los tumores, y la acumulacién intracelular en el mismo, donde la
administracion sistematica de estos agentes farmacoldgicos no conjugados puede dar como resultado niveles
inaceptables de toxicidad para las células normales asi como para las células tumorales que se pretende eliminar.

Las formulaciones terapéuticas que comprenden un fragmento de anticuerpo de la invencién se preparan para el
almacenamiento mezclando el fragmento de anticuerpo que tiene el grado de pureza deseado con vehiculos,
excipientes o estabilizantes fisioldgicamente aceptables (Remington’s Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol,
A. Ed. (1980)), en forma de soluciones acuosas, liofilizadas u otras formulaciones secas. Los vehiculos, excipientes,
o estabilizantes aceptables no son téxicos para los receptores a las dosis y concentraciones empleadas, e incluyen
tampones; antioxidantes; conservantes; polipéptidos de peso molecular bajo (menos de aproximadamente 10
restos); proteinas; tales como albumina sérica, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tales como
polivinilpirrolidona; aminoacidos; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos; agentes quelantes; azucares;
contraiones que forman sales; complejos metalicos y/o tensioactivos no ionicos.

La formulacion aqui puede contener también mas de un compuesto activo segin sea necesario para la indicacion
particular que se va a ftratar, preferiblemente aquellos con actividades complementarias que no se afectan
adversamente entre si. Dichas moléculas estan adecuadamente presentes en combinacién en cantidades que son
efectivas para el propésito pretendido.
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Los ingredientes activos pueden también quedar atrapados en microcapsulas preparadas por medio de técnicas
descritas en Remington’s Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980).

Las formulaciones que se van a utilizar para administracion in vivo deben ser estériles.

Se pueden preparar preparaciones de liberaciéon sostenida. Ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidrofébicos solidos que contienen el fragmento de
anticuerpo de la invencién, cuyas matrices estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas, o
microcapsulas.

Un fragmento de anticuerpo de la presente invencion se puede utilizar en métodos terapéuticos in vitro, ex vivo e in
vivo. La invencion proporciona varios métodos basados en el uso de fragmentos de anticuerpo que tienen
propiedades superiores en comparacién con anticuerpos monovalentes convencionales.

La presente invencion proporciona fragmentos de anticuerpo, que se pueden utilizar para una variedad de fines, por
ejemplo como fines terapéuticos, profilacticos y diagnosticos.

Los fragmentos de anticuerpo de la invencion se pueden utilizar solos o0 en combinacién con otras composiciones en
una terapia. Por ejemplo, un fragmento de anticuerpo de la invencion se puede co-administrar con otro anticuerpo,
agente (s) quimioterapéutico (s) (incluyendo mezclas de agentes quimioterapéuticos), otro (s) agente (s) citotoxico
(s), agente (s) anti-angiogénico (s), citoquinas, y/o agente (s) inhibidor (es) del crecimiento. Tales terapias
combinadas indicadas anteriormente incluyen administraciéon combinada (en la que los dos o mas agentes se
incluyen en la misma formulacién o formulaciones separadas), y administracion separada, en cuyo caso, la
administracion del anticuerpo de la invencion puede ocurrir antes de, y/o después, de la administracion de la terapia
o terapias adjuntas.

El fragmento de anticuerpo de la invencién (y agente terapéutico adjunto) se administra por cualquier medio
adecuado, incluyendo administracion parenteral, subcutanea, intraperitoneal, intrapulmonar, e intranasal, y, si se
desea para tratamiento local, administracion intralesional. El fragmento de anticuerpo se administra adecuadamente
por infusion de pulsos, particularmente con dosis decrecientes del anticuerpo. La dosificacion puede ser por
cualquier via adecuada, por ejemplo, mediante inyecciones, tales como inyecciones intravenosas o subcutaneas,
dependiendo en parte si la administracion es breve o crénica. El fragmento de anticuerpo de la invencién se puede
administrar también mediante transferencia génica por medio de vectores virales (por ejemplo, vectores lentivirales)
administrados localmente o sistematicamente.

El fragmento de anticuerpo de la invencién se formulara, dosificara, y administrara de una manera consistente con
una buena practica médica. Los factores a considerar en este contexto incluyen el trastorno particular que se va a
tratar, el mamifero particular que se va a tratar, la afeccion clinica del paciente individual, la causa del trastorno, el
sitio de administracion del agente, el método de administracion, la programacion de la administracién, y otros
factores conocidos por los médicos. El anticuerpo no necesita ser, pero se formula opcionalmente con uno o mas
agentes utilizados actualmente para prevenir o tratar el trastorno en cuestion. La cantidad efectiva de dichos otros
agentes depende de la cantidad de anticuerpos de la invencién presentes en la formulacion, el tipo de trastorno o
tratamiento, y otros factores discutidos anteriormente. Estos se utilizan generalmente en las mismas dosis y con las
vias de administracion que se utilizaron anteriormente o aproximadamente del 1 al 99% de las dosis empleadas
hasta ahora.

Para la prevencion o tratamiento de la enfermedad, la dosis apropiada de un fragmento de anticuerpo de la
invencion (cuando se utiliza solo o en combinacién con otros agentes tales como agentes quimioterapéuticos)
dependeran del tipo de enfermedad que se va a tratar, el tipo de anticuerpo, la gravedad y curso de la enfermedad,
si el fragmento de anticuerpo se administra con fines preventivos o terapéuticos, terapia previa, historial clinico del
paciente y respuesta al anticuerpo, y la discrecién del médico tratante. El fragmento de anticuerpo se administra
adecuadamente al paciente de una vez o durante una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y gravedad de la
enfermedad, aproximadamente de 1 mg/kg a 15 mg/kg de anticuerpo es una dosis candidata inicial para la
administracion al paciente, ya sea, por ejemplo, mediante una o mas administraciones separadas, o mediante
infusion continua. Una dosis diaria tipica puede variar de aproximadamente 1 mg/kg a 100 mg/kg o mas,
dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o
mas, dependiendo de la afeccion, el tratamiento se mantiene hasta que se produce la supresion deseada de los
sintomas de la enfermedad. Una dosis ejemplar del fragmento de anticuerpo estaria en el intervalo de
aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. Por lo tanto, una o mas dosis de aproximadamente 0,5
mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg o 10 mg/kg (o cualquier combinacion de las mismas) se pueden administrar al paciente.
Tales dosis se pueden administrar intermitentemente, por ejemplo, cada semana o cada tres semanas (por ejemplo,
de manera que el paciente reciba aproximadamente de dos a aproximadamente veinte, por ejemplo
aproximadamente seis dosis del anticuerpo). Se puede administrar una dosis inicial de mayor carga, seguida de una
0 mas dosis mas bajas. Un régimen de dosificacion ejemplar comprende administrar una dosis de carga inicial de
aproximadamente 4 mg/kg, seguido de una dosis de mantenimiento semanal de aproximadamente 2 mg/kg del
anticuerpo. Sin embargo, otros regimenes de dosificacion pueden ser Utiles. El progreso de esta terapia se controla
facilmente mediante técnicas y ensayos convencionales.
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Resultados
Generacion del Fab DN30 quimérico y caracterizacion de sus propiedades bioquimicas y bioldgicas.

Como otros anticuerpos monoclonales con potencial terapéutico, se ha generado DN30 en ratones. Por lo tanto, su
empleo directo en humanos para fines terapéuticos no es aplicable, ya que la molécula murina seria reconocida por
anticuerpos humanos antimurinos (HAMA) que conducen a la eliminacién inmuno-mediada de la actividad del
anticuerpo. La sustitucion de las regiones constantes murinas del anticuerpo con secuencias derivadas de
inmunoglobulinas humanas (quimerizacion de anticuerpos) es suficiente para reducir fuertemente la respuesta
HAMA. Los mAbs y Fabs quimerizados se utilizan actualmente en clinica. Mediante técnicas de biologia molecular
clasicas, los presentes inventores han sustituido los dominios constantes de las cadenas pesadas y ligeras de Fab
DN30 con dominios constantes derivados de inmunoglobulinas humanas: el dominio constante de cadena ligera se
ha sustituido con el dominio de tipo kappa humano, el mas representado en los anticuerpos humanos naturales,
mientras que el dominio constante de cadena pesada CH1 se ha sustituido con el dominio homdlogo derivado de
IgG1 humana. Esta combinacion es efectiva: el Fab DN30 quimérico (MvDN30) se une a Met con alta afinidad,
induce el desprendimiento de Met e inhibe la proliferacion de células adictas a Met, solapando las propiedades de la
molécula murina correspondiente (Fig. 1y Fig. 2).

Diseno molecular de Fab de doble dominio constante.

Utilizando la secuencia de MvDN30 como plantilla, los presentes inventores duplicaron los dominios constantes en
cada cadena ligera y pesada (Fab de doble dominio constante). La nueva molécula modificada tiene un peso
molecular predicho de 75 KD. Los presentes inventores generaron dos diferentes DCD-Fabs. En la primera molécula
los dominios constantes humanos se duplicaron en tandem, generando asi una cadena pesada quimérica VH-CH1-
CH1 y una cadena ligera quimérica VL-CL-CL. En la segunda molécula el dominio terminal se intercambio
reciprocamente, generando asi una cadena pesada quimérica VH-CH1-CL y una cadena ligera quimérica VL-CL-
CH1 (Fig. 3). Las moléculas recombinantes diméricas correspondientes se nombraron como DCD-MvDN30.1 y DCD-
MvDN30.2. Los cDNAs que codifican estas nuevas moléculas se clonaron en un plasmido de expresion y después
se expresaron en células eucaridticas. Las proteinas se purificaron del sobrenadante del cultivo celular gracias a la
etiqgueta de Estreptomicina que se insert6é en el C terminal de la secuencia. La Figura 4 muestra la separacion de
SDS-Page bajo condiciones reductoras de las moléculas recombinantes purificadas que tienen el tamafio de peso
molecular correcto.

DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 unidos a Met con alta afinidad.

DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 purificados se caracterizaron por su capacidad para unirse al receptor Met. Para
este fin, los presentes inventores llevaron a cabo ensayos ELISA utilizando un ectodominio de Met en fase soélida y
MvDN30, DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 en fase liquida. La unidn se reveld utilizando anticuerpos anti-strepTAG
(Fig. 5). Este analisis mostré que las tres moléculas monovalentes derivadas de DN30 se unen a Met con una
afinidad similar (MvDN30, Kd = 0,141 + 0,03 nM; DCD-MvDN30.1, Kd = 0,133 £ 0,02 nM, DCD-MvDN30.2, Kd =
0,130 £ 0,03 nM.

DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 no inducen la fosforilacion de Met.

Los presentes inventores probaron si las nuevas moléculas derivadas de DN30 podian mostrar una actividad
agonista de Met en el ensayo de fosforilacion de Met. Esto se analizé utilizando células de carcinoma de pulmén
humano A459, que representan un sistema estandar para determinar la activacion de Met en respuesta a la
estimulacion del ligando aguda. De hecho, las células A549 expresan los niveles fisiologicos de Met, inactivos en
condiciones basales, pero propensos a ser activados por HGF o una molécula mimética del ligando (4, 10). Las
células se estimularon durante 15 minutos con cantidades crecientes de MvDN30, DCD-MvDN30.1 y DCD-
MvDN30.2. Las células se estimularon también con HGF y mAb DN-30 como controles positivos. La activacion de
Met se determindé mediante inmunotransferencia con anticuerpos anti-fosfoMet. Como se muestra en la Fig. 6, las
nuevas moléculas no muestran cualquier actividad agonista significativa. DCD-MvDN30.1 era indistinguible de
MvDN30, estando desprovisto de cualquier actividad agonista. DCD-MvDN30.2 retuvo una actividad agonista
residual minima, que en cualquier caso era despreciable en comparaciéon con mAb DN30 o HGF. Los presentes
inventores también verificaron la activacion de moléculas que actian como efectores posteriores de Met. Mientras
que la estimulacion con HGF indujo la activacion de quinasas reguladas por la sefal extracelular 1 y 2 (ERK-1 y
ERK-2) y AKT/Proteina quinasa B (AKT), DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2, como MvDN30, no afecto al estado de
fosforilacion de estos traductores de sefial (Fig. 7).

DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 inducen el desprendimiento de Met.

Los presentes inventores investigaron también si las nuevas moléculas derivadas de MvDN30 mantienen la
capacidad para promover el desprendimiento y la posterior regulacion del receptor. Las células A549 se incubaron
con DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 y MvDN30. Después de 48 horas, la presencia de ectodominio de Met en el
medio acondicionado se analizé mediante inmunotransferencia utilizando un anticuerpo monoclonal dirigido contra la
porcion extracelular de Met. Los niveles celulares totales de Met se determinaron también en lisados celulares
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utilizando el mismo anticuerpo. Este analisis revelé que tanto DCD-MvDN30.1 como DCD-MvDN30.2 inducian
eficientemente el desprendimiento de Met y promovian la posterior regulacion de Met, dando como resultado la
liberacion del ectodomino de Met soluble en el espacio extracelular y disminuyeron los niveles de Met en la célula
(Fig. 8). Por lo tanto, las nuevas moléculas derivadas de MvDN30, como MvDN30, lograron una disociacion
completa entre las propiedades antagonistas y agonistas del mAb DN-30 parental.

DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 inhiben la fosforilacion de Met inducida por HGF y la posterior sefializacion.

Los presentes inventores investigaron si DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 podian inhibir la fosforilacion de Met
inducida por HGF y la posterior sefializacion. Las células A549 se incubaron con DCD-MvDN30.1, DCD-MvDN30.2 y
MvDN30 durante 24 horas y se estimularon después durante 15 minutos con HGF. La activacion de Met se
determiné mediante inmunotransferencia con anticuerpos anti-fosfoMet. Como se muestra en la Fig. 9, las dos
moléculas modificadas, como MvDN30, regulan posteriormente de manera eficaz el receptor Met y deterioran
fuertemente el nivel de su fosforilacion. Esto dio como resultado una inhibicién de la activacion de AKT y ERK-1,2

(Fig. 9).
DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 inhiben el crecimiento celular dependiente del anclaje adictos a MET.

El crecimiento dependiente del anclaje puede verse afectado por un inhibidor de Met solo en las células que
dependen de la sefalizacion de Met para la proliferacién/supervivencia, las llamadas células adictas a MET. Los
presentes inventores analizaron el panel completo de células tumorales adictas a MET (GTL-16, SNU-5, Hs746T,
MKN-45, células de carcinoma gastrico humano, y H1993, EBC-1, células de carcinoma de pulmén humano). Se
incubaron células que crecian exponencialmente con concentraciones crecientes de DCD-MvDN30.1 y DCD-
MvDN30.2. MvDN30 se incluyd en el ensayo como control positivo. Después de 72 horas se determind el
crecimiento celular utilizando un ensayo ATP basado en luminiscencia. Ambas moléculas derivadas de MvDN30
inhibieron todo el crecimiento de las células adictas a MET de una manera dependiente de la dosis (Fig. 10). Las
propiedades inhibitorias de las dos moléculas DCD fueron comparables a las de MvDN30 en todas las células
probadas.

DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 inhiben el crecimiento celular independiente del anclaje.

Los presentes inventores probaron la capacidad de DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 para inhibir el crecimiento
independiente del anclaje de las células A549. Las células se sembraron en medio semisélido incubadas o no con
HGF y se trataron con una unica dosis de DCD-MvDN30.1, DCD-MvDN30.2 y MvDN30. Después de dos semanas,
las colonias de células se tifieron y se cuantificaron. También en este ensayo, DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2
redujeron la formacion de colonias dependientes de HGF de una manera similar a la de MvDN30 (Fig. 11).

DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 muestran un perfil farmacocinético mejorado in vivo en comparacion con
MvDN30.

Los presentes inventores estudiaron las propiedades farmacocinéticas de DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2, en
comparacion con MvDN30. Una unica dosis de las moléculas mencionadas anteriormente se suministré mediante
inyeccion intraperitoneal a ratones inmunodeficientes. La sangre periférica de los ratones tratados se recogié en
diferentes puntos de tiempo después de la administracién. Las concentraciones circulantes de las moléculas
estudiadas se determinaron mediante ELISA realizado en muestras de suero. DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2
alcanzaron niveles de circulacion mas altos en comparacién con MvDN30. Ademas, ambas moléculas mostraron
una semivida aumentada y son mas duraderas en la circulacién, estando biolégicamente disponibles durante mas
tiempo. La eliminacion de DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 esta fuertemente mejorada en comparacién con
MvDN30 (reduccion de la eliminacion en comparacion con MVDN30: 9,6 y 13,7 veces respectivamente para DCD-
MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2) (Fig. 12 y Tabla 1).

Tabla 1. Parametros farmacocinéticos de las diferentes moléculas derivadas de DN30

t1/2 CL Vss Cmax Tmax AUCtot Kel

(ml/h) (ml) (ng/ml) (h) (ng/ml) h (1/h)
MVDN30 8,41 4,36 11,96 7.595 0,5 22.933 0,082
DCD-MvDN30.1 10,53 0,45 5,77 24.130 4 220.188 0,066
DCD-MvDN30.2 10,27 0,32 4,36 24.952 4 314.667 0,068

t1/2: semivida; CL: eliminacion; Vss: Volumen de distribuciéon; Cmax: concentracién molecular maxima; Tmax: tiempo
para alcanzar Cmax; AUCtot: area bajo la curva; Kel: constante de eliminacion.
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Material y métodos
Cultivo celular

La linea celular humana de carcinoma de pulmén EBC-1 y la linea celular de carcinoma gastrico MKN-45 se
obtuvieron de Japanese Collection of Research Bioresources (Osaka, Japan). Las células de carcinoma gastrico
humano GTL-16 se derivaron de las células MKN-45 como se describe (11). Todas las demas lineas celulares se
obtuvieron de la asociacion de estandares ATCC-LGC (Sesto San Giovanni, Italia). Todas las lineas celulares se
mantuvieron en RPMI excepto Hs746T, en DMEM, y SNU-5, en IMDM. El medio celular se suplement6 con Suero
Bobino Fetal al 10% (20% para SNU-5) y glutamina 2 mM (Medio, el suero y la glutamina fueron de Sigma Life
Science, St. Louis, Missouri).

Modificacién de las proteinas
DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 estan compuestas de una cadena pesada y una cadena ligera.

La cadena pesada de DCD-MvDN30.1 (SEQ ID NO.: 1y 2) corresponde al dominio VH del Fab DN30 de tipo nativo
(2; SEQ ID NO.: 3y 4) fusionado al dominio CH1 de inmunoglobulina humana G1 repetido en tandem (SEQ ID NO.:
5y 6). En el C terminal se afiaden una etiqueta de STREP (ST, SEQ ID NO.: 7) y una etiqueta de poli-histidina (HT,
SEQ ID NO.: 8) para los fines de purificacion y deteccion. La estructura general corresponde a (del extremo N- al C-
): VH-CH1-CH1-ST-HT. Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la cadena pesada de DCD-MvDN30.1 se
presentan en la Figura 14A y B, respectivamente.

La cadena ligera de DCD-MvDN30.1 (SEQ ID NO.: 9 y 10) corresponde al dominio VL del Fab DN30 de tipo nativo
(SEQ ID NO.: 11 y 12) fusionado al dominio CL de la inmunoglobulina kappa humana (SEQ ID NO.: 13 y 14)
repetido en tdndem. La estructura general corresponde a (del extremo N- al C-): VL-CL-CL. Las secuencias de
nucledtidos y aminoacidos de la cadena ligera de DCD-MvDN30.1 se presentan en las Figuras 13A y B,
respectivamente.

La cadena pesada de DCD-MvDN30.2 (SEQ ID NO.: 15 y 16) corresponde al dominio VH del Fab DN30 de tipo
nativo (SEQ ID NO.: 3 y 4) fusionado al dominio CH1 de la inmunoglobulina G1 humana (SEQ ID NO.: 5y 6) mas la
region CL de la inmunoglobulina kappa humana (SEQ ID NO.: 13 y 14). La estructura general corresponde a (del
extremo N- al C-): VH-CH1-CL. Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la cadena pesada de DCD-
MvDN30.2 se presentan en las Figuras 16A y B, respectivamente.

La cadena ligera de DCD-MvDN30.2 (SEQ ID NO.: 17 y 18) corresponde al dominio VL del Fab DN30 de tipo nativo
(SEQ ID NO.: 11 y 12) fusionado al dominio CL de la inmunoglobulina kappa humana (SEQ ID NO.: 13 y 14) mas la
CH1 de la inmunoglobulina G1 humana (SEQ ID NO.: 5y 6) mas la etiqueta de STREP (ST, SEQ ID NO.:7) y la
etiqueta de poli histidina (HT, SEQ ID NO.: 8). La estructura general corresponde a (del extremo N- al C-): VL-CL-
CH1-ST-HT. Las secuencias de nucleotidos y aminoacidos son de la cadena ligera de DCD-MvDN30.2 presentada
en la Figura 15A y B, respectivamente.

Los cDNAs que codifican DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 se sintetizaron quimicamente por GeneArt® service
(Life Technologies, Paisley, United Kingdom). Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de los dominios
variables de cadena ligera y pesada de Fab DN30 se presentan en las Figuras 17 y 18, respectivamente. Las
regiones CDR estan subrayadas tanto en las secuencias de nucleétidos como de aminoacidos, en donde las CDRs
del dominio variable de cadena pesada tienen las secuencias de aminoacidos y nucleétidos expuestas en SEQ ID
NO.:19 a 24, y las CDRs del dominio variable de cadena ligera tienen las secuencias de aminoacidos y nucleétidos
expuestas en SEQ ID NO.: 25 a 30.

Todos los constructos se modificaron para contener un sito BamHI en la terminacion 5’ y sitio Notl en la terminacion
3’. Los fragmentos BamHI-Notl se subclonaron en el vector de expresion pUPEX (U-Protein Express, Utrecht, The
Netherlands). La produccion a media escala de DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 se subcontraté a U-Protein
Express que lo logré mediante transfecciones transitorias en células HEK (rifién epitelial humano). Las proteinas se
purificaron por cromatografia de afinidad utilizando las etiquetas de STREP y las etiquetas de poli-histidina. Las
proteinas purificadas se conservaron en PBS mas Tween-80 al 0,02% (Sigma-Aldrich) y se almacenaron a 4°C. La
pureza se determiné por SDS-PAGE tanto en condiciones reductoras como no reductoras seguido de tincién con
Coomassie.

Inmunoprecipitacion y transferencia de Western

La inmunoprecipitacion se llevd a cabo como se describe en (12) utilizando el mAb anti-Met DO-24 (4). La
transferencia de Western se realizd utilizando los siguientes anticuerpos: el clon DL-21 del mAb anti Met humano
que reconoce un dominio localizado en la porcion extracelular de Met (4); el clon mAb 4G10 del mAb anti-
fosfotirosina (Millipore, Temecula, California); anti-fosfo-Met (Tyr 1234/1235), anti-fosfo-Met (Tyr 1349), anti-fosfo-Akt
(Ser 473), anti-Akt, anti-fosfo-ERK (Thr 202/Tyr 204) y Abs policlonal anti-ERK (Cell Signaling Technology, Beverly,
Massachusetts).
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Ensayos de union ELISA

La union de MvDN30, DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 se determind mediante ELISA utilizando una quimera Met-
Fc en fase sdlida (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota) y concentraciones crecientes del anticuerpo recombinante
etiguetado con FLAG en fase liquida. La union se reveld utilizando un anticuerpo anti-strepTAG |l conjugado
peroxidasa de rabano (IBA, Olivette, Missouri). Los datos se analizaron y se ajustaron utilizando el software Prism
(Graph Pad Software, San Diego, California). La quimera Met-Fc es una proteina de fusiéon en donde el dominio Fc
derivado de una IgG humana se fusiona en la estructura con la porcion extracelular de Met.

Analisis de la activacion de Met

Las células de carcinoma de pulmén humano A549 subconfluentes se incubaron en medio libre de suero durante 48
horas y después se estimularon durante 10 minutos con las concentraciones indicadas de HGF recombinante (R&D
System) o mAb DN-30 purificado, MvDN30, DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 como se describe en (13). Después
de la estimulacion, las células se lisaron y procesaron inmediatamente como se describe en (12). Los extractos
celulares se inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-Met (DO-24), se resolvieron por SDS-PAGE y se analizaron
mediante transferencia de Western utilizando anticuerpos anti-fosfotirosina (Millipore). Las mismas transferencias se
volvieron a probar con anticuerpos anti-Met (DL-21) para normalizar la cantidad de Met inmunoprecipitado.

Para la inhibiciéon de la fosforilacion de Met inducida por HGF las células A549 se trataron durante 24 horas en
medio libre de suero con MvDN30, DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2 y se estimularon después con HGF como se
describié anteriormente. Las monocapas celulares se lisaron con tampén Laemmli e iguales cantidades de proteinas
totales, se separaron en gel de acrilamida mediante SDS-PAGE y se analizaron mediante inmunotransferencia con
anticuerpos anti-fosfo-Met (Tyr 1234/1235).

Analisis del desprendimiento de Met

Las monocapas de A549 subconfluentes se lavaron dos veces con PBS y después se incubaron en medio libre de
suero con las concentraciones indicadas de Fab o mAb DN-30. Después de 48 horas, el medio acondicionado se
recogio y las células se lisaron con tampon Laemmli. Los niveles de proteina Met se determinaron en 50 ug de
lisados celulares totales y en 50 pl de sobrenadante de cultivo celular mediante transferencia de Western utilizando
mAb anti-Met DL-21.

Ensayos biolégicos in vitro

Para el analisis del crecimiento celular, las células se sembraron en placas de 96 pocillos (1.000 células/pocillo) en
un medio que contiene FBS al 10%. Después de 24 horas, el medio se reemplazd por un nuevo que contenia las
moléculas derivadas del DN30 mas 5% de anticuerpos FCS en las concentraciones indicadas. El nimero de células
se evalud después de 72 horas utilizando el ensayo de viabilidad de células luminiscentes CellTiter-Glo (Promega
Corporation, Madison, Wisconsin) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La quimioluminiscencia se detecto
con un aparato Multilabel Reader Perkin Elmer 2030 (PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Turku, Finland).

Para los ensayos del crecimiento independiente del anclaje, las células se sembraron en placas de 48 pocillos (500
células/pocillo) en un medio que contiene FBS al 2% y 0,5% de agarosa SeaPlaque (BMA, Rockland, Maine). Se
afiadieron anticuerpos (1,5 yM) y HGF (50 ng/ml) en el medio de cultivo cada 3 dias. Después de 21 dias de cultivo,
las colonias se tifieron mediante sales de tetrazolio (Sigma Life Science) y se calificaron mediante el Software
MetaMorphOffline (Molecular Device LLC, Sunnyvale, California).

Analisis farmacocinético

Ratones inmunodeficientes NOD-SCID adultos (peso corporal entre 18 y 22 g, un promedio de 20 g) se inyectaron IP
con 100 yg de DCD-MvDN30.1 o DCD-MvDN30.2 o MvDN30. La sangre periférica se recogio a diferentes tiempos
(para MvDN30: 10, 20 y 30 min, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 16, 24, 48 horas; para DCD-MvDN30.1 y DCD-MvDN30.2: 30 min,
1, 2, 4, 6, 8, 10, 16, 24, 48, 72, 96, 144 horas después de la administracion). Las concentraciones de moléculas
terapéuticas se evaluaron mediante ELISA como se describié anteriormente en la secciéon de ensayos de union,
interpolando los valores de absorbancia de las muestras en la parte lineal de la curva patrén obtenida mediante
diluciones en serie de diferentes moléculas purificadas. Cada punto de tiempo fue el valor promedio de al menos tres
ratones.
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val

160

Ala

Gly

Gly

Lys



10

15

20

ES 2674491 T3

Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Ala
225 230 235
Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser
245 250
Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe
260 265
Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly
275 280
Ala val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu
290 295
Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr
305 310 315
His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys
325 330
Cys Asp Lys Thr His Thr Gly Ala Ala Trp Ser
340 345
Lys Gly Ala Ala Trp Ser His Pro Gln Phe Glu
355 360
Ser His Pro Gln Phe Glu Lys Gly Ala Ala His
370 375
<210> 3
<211> 334
<212> DNA
<213> artificial
<220>
<223> dominio VH de DN30
<400> 3
ggtccaactg caacagcctg ggactgaact ggtgaagoect
ctgcaaggct tctggctaca ccttcaccag ttactggata
tggacaaggc cttgagtgga ttggagagat taatcctage
cgagaaattc aagaacaagg tcacagtgac tgtagacaaa
gcaactcage aacctgacat ctgaggacte tgeggtcotat
ctggggccaa ggcaccacte tcacagtete ctea
<210> 4
<211> 112
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> dominio aa VH de DN30

<400> 4

Ser Thr Lys

Thr Ser Gly

Glu Pro

270

Pro

Val His Thr

285

Ser Ser Vval

300

Ile Cys Asn

val Glu Pro

Gln
350

His Pro

Lys Gly Ala

365

His His His

380

ggggcttcag
cactgggtga
agcggtcgta
tcttccacca

tactgtgeaa

18

Pro
240

Gly

Gly Thr

255

Val Thr

Phe Pro

val Thr

Val Asn

320

Lys Ser

338

Phe Glu

Ala Trp

His His

tgaagectgte
agcagaggcc
ctaactacaa
cagcctacat

gtaggggeta

60

120

180

240

300

334



10

15

20

ES 2674491 T3

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Thr Glu Leu
1 5 10
Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
20 25
Trp Ile His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln
35 40
Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Gly Arg Thr Asn
50 55
Lys Asn Lys Val Thr val Thr val Asp Lys Ser
65 70 75
Met Gln Leu Ser Asn Leu Thr Ser Glu Asp Ser
85 30
Ala Ser Arg Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105
<210>5
<211> 315
<212> DNA
<213> artificial
<220>
<223> dominio CH1 humano
<400> 5
aagggcccat cggtcettcce cctggcacece teectccaaga
gccctggget gecctggtcaa ggactacttc cccgaaccgg
ggcgeccctga ccageggegt gcacacctte cocggeotgtec
tccctecagea gegtggtgac cgtgecctoce agecagettgg
aacgtgaatc acaagcccag caacaccaag gtggacaaga
gacaaaactc acaca
<210>6
<211>105
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> dominio aa CH1 humano

<400> 6

Val Lys

Thr Phe

30

Gly Leu

45

Tyr Asn

60

Ser Thr

Ala Val

Leu Thr

gcacctctgy
tgacggtgtc
tacagtccte
gcacceagac

aagttgagcce

19

Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

Tyr

val
110

Gly Ala

15

Ser Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

Ser Ser

gggcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctge

caaatcttgt

60

120

180

240

300

315



10

15

20

25

30

Lys

Gly

Pro

Thr

val

65

Asn

Pro

Gly

Gly

val

Phe

50

val

Val

Lys

<210>7

<211> 108

Pro

Thr

Thr

35

Pro

Thr

Asn

Ser

<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> Etiqueta de strep

<400> 7

ggtgccgecat ggagccacce ccagttcgaa aaaggggccg catggageca cccccagtte

gaaaaagggg ccgeatggag ccaccoccag ttogaaaaag gggocgoa

<210> 8
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial

<220>

<223> Etiqueta de polyhis

<400> 8

caccatcacc atcaccat

<210>9
<211> 1035
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> cadena ligera de DCD-MvDN30.1

<400> 9

Ser

Ala

20

Val

Ala

val

His

Cys
100

Val

Ala

Ser

Val

Fro

Lys

85

Asp

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

70

Pro

Lys

18

Pro

Gly

Asn

Gln

55

Ser

Ser

Thr

Leu

Cys

Ser

40

Ser

Ser

Asn

His

ES 2674491 T3

Ala

Leu

25

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr
105

Pro

10

val

Ala

Gly

Gly

Lys
90

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

75

Val

Ser

Asp

Thr

Tyr

60

Gln

Asp

20

Lys

Tyr

Ser

45

Ser

Thr

Lys

Ser

Phe

30

Gly

Leu

Tyr

Lys

Thr

15

Pro

Val

Ser

Ile

Val
95

Ser

Glu

His

Ser

Cys

8o

Glu

108



10

atggagacayg
gacattgtge
atctectgea
caacagagac
ggcatcccag
cetgtggagg
acgtteggtyg
atctteococage
aataacttct
ggtaactcce
agcaccctga
acccatcagg
gotgeoaccat
tctgttgtgt
gataacgcce
agcacctaca
gtctacgect
aggggagagt
<210>10

<211> 344
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> cadena ligera aa de DCD-MvDN30.1

<400> 10

acacaatcct
tgacccaatc
aggecageca
caggacagec
ccaggtttag
aggaggatgt
ctggtaccaa
catcetgatga
atcccagaga
aggagagtgt
cgctgagcaa
goectgagete
ctgtatteat
gcctgectgaa
tccaateggg
gcctcageag
gegaagtcac

gttaa

gctatgggty
tccagcttet
aagtgttgat
acccaaacte
tggcagtgge
tgcaacctat
ggtggagatc
gcagttgaaa
ggccaaagta
cacagagcag
agcagactac
gocegteaca
ctteocegeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcaggge

ES 2674491 T3

ctgctgetet
ttggctgtgt
tatgatggtg
ctecatctetg
toctgggacag
tactgtecage
aaacgaactg
teoetggaactyg
cagtggaagqg
gacagcaagg
gagaaacaca
aagagcttea
tetgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag

ctgagctege

gggttccagyg
ctctagggca
gtagttatat
ctgeatcacaa
acttecaccct
aaagttatga
tggetgeace
cctetgttgt
tggataacge
acagcaccta
aagtctacgc
acaggggaga
agttgaaate
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

ctccactggt
gagggccacce
gagttggtte
ccttgaatet
caatatccat
agacccgete
atetgtette
gtgectgetyg
ccteocaateg
cagcctecage
ctgcgaagtc
gtgtactgtg
tggaactgec
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

Met Glu Thr Asp Thr Ile Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro

1

5

10

15

Gly Ser Thr Gly Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro 2la Ser Leu Ala

20

25

30

21

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1035



Val

Val

Gly

65

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

145

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

225

Ala

Ser

Glu

Ser

Asp

50

Gln

Ile

Asn

Gln

Tle

130

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

210

Ser

Ala

Gly

Ala

Leu

Tyr

Pro

Pro

Ile

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

195

Glu

Ser

Pro

Thr

Lys
275

Gly

Asp

Pro

Ala

His

100

Tyr

Arg

Gln

Tyxr

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Ser

Ala

260

val

Gln

Gly

Lys

Arg

85

Pro

Glu

Thr

Leu

Pro

165

Gly

Tyr

His

Val

Val

245

Ser

Gln

Arg

Gly

Leu

70

Phe

val

Asp

Val

Lys

150

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

230

Fhe

Val

Irp

Ala

Ser

55

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

135

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

215

Lys

Ile

Val

Lys

Thr

40

Tyr

Ile

Gly

Glu

Leu

120

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

200

Tyr

Ser

Phe

Cys

val
280

Ile

Met

Ser

Ser

Glu

105

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

185

Ser

Ala

Phe

Pro

Leu

265

Asp

ES 2674491 T3

Ser

Ser

Ala

Gly

20

Asp

Fhe

Ser

Ala

val

170

Ser

Thr

Cys

Asn

Pro

250

Leu

Asn

Cys

Trp

Ala

75

Ser

val

Gly

Val

Ser

155

Gln

val

Leu

Glu

Arg

235

Ser

Asn

Ala

Lys

Phe

60

Ser

Gly

Ala

Ala

FPhe

140

Val

Trp

Thr

Thr

Val

220

Gly

Asp

Asn

Leu

22

Ala

45

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

125

Tle

val

Lys

Glu

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Phe

Gln
285

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

110

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

130

Ser

His

Cys

Gln

Tyr

270

Ser

Gln

Arg

Glu

Phe

95

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

175

Asp

Lys

Gln

Thr

Leu

255

Pro

Gly

Ser

Pro

Ser

80

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

160

Asn

Ser

Ala

Gly

val

240

Lys

Arg

Asn



10

15

20

Ser Gln Glu Ser

290

Leu Ser Ser Thr

305

Val Tyr Ala Cys

Lys Ser Phe Asn

<210> 11
<211> 336
<212> DNA

<213> artificial

<220>

295

310

325

340

<223> dominio VL de DN30

<400> 11
gacattgtge

atctcctgea
caacagagac
ggcatcececag
cetgtggagg
acgtteggtg
<210>12

<211> 112
<212> PRT

<213> artificial

<220>

tgaccecaate
aggccagcca
caggacagecc
ccaggtttag
aggaggatgt

ctggtaccaa

Arg Gly Glu Cys

tccagecttet
aagtgttgat
acccaaactc
tggcagtgge
tgcaaccetat

ggtggagatc

<223> dominio aa VL de DN30

<400> 12

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser

1

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys

Gly Gly Ser Tyr Met Ser Trp

35

Lys Leu Leu Ile Ser Ala Ala

50

5

20

Pro

Lys

Phe

Ser
55

ES 2674491 T3

Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys

Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp

315

Glu Val Thr His Gln Gly Leu

330

ttggctgtgt
tatgatggtg
ctcatctctg
tctgggacag
tactgtcage

aaacga

Ala Ser Leu

10

Ala
25

Ser Gln
Gln

Gln Arg

Asn Leu Glu

Asp
300

Tyr

Ser

ctctagggca
gtagttatat
ctgcatccaa
acttcaccct

aaagttatga

Ala Val Ser

Ser Val Asp

30

Pro Gly Gln

45

Ser Gly Ile

60

23

Ser Thr Tyr Ser

Glu Lys His Lys

320

Ser Pro Val Thr

335

gagggccacc
gagttggttc
ccttgaatct
caatatccat

agaccagete

Leu Gly

15

Tyr Asp

Pro Pro

Pro Ala

60

120

180

240

300

336



10

15

20

25

Arg Phe Ser Gly

65

Pro vVal Glu Glu

Glu Asp Pro Leu

70

85

ES 2674491 T3

75

90

100 105
<210>13
<211> 318
<212> DNA
<213> artificial
<220>
<223> dominio CL humano
<400> 13
actgtggcty caccatctgt cttcatctte ccgcecatctg
actgecteotyg ttgtgtgect getgaataac ttetatcoeca
aaggtggata acgccctcca atcgggtaac tcccaggaga
aaggacagca cctacagcct cagcagcacc ctgacgectga
cacaaagtct acgcctgega agtcacccat cagggcctga
ttcaacaggg gagagtgt
<210> 14
<211> 106
<212> PRT
<213> artificial
<220>
<223> dominio aa CL humano
<400> 14
Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro
1 5 10
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu
20 25
Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp
35 40
Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp
50 55
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
65 70 75
His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln
85 90
Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Val Glu Ile

110

atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctegecegt

Pro Ser Asp

Leu Asn Asn

Ala
45

Asn Leu

Ser
60

Lys Asp

Ala Asp Tyr

Gly Leu Ser

24

Ile His
80

Ser Tyr
85

Lys Arg

gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagce
ctacgagaaa

cacaaagagc

Glu
15

Gln

Phe Tyr

Gln Ser

Ser Thr

Glu Lys

80

Ser Pro

95

60

120

180

240

300

318



10

15

20

<210> 15
<211> 1023
<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> cadena pesada de DCD-MvDN30.2

<400> 15
atgggatgga

gtccaactge
tgcaaggctt
ggacaaggcc
gagaaattca
caactcagea
tggggecaay
cccctggeac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgecct
agcaacacca
gtetteatet
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagea
gaagtcaccc
taa

<210> 16

<211> 340
<212> PRT

<213> artificial

<220>

gctatatcat
aacagcctgg
ctggctacac
ttgagtggat
agaacaaggt
acctgacatce
gcaccactet
ccteoceteocaa
teccceogaace
tcoccecggetgt
ccageagett
aggtggacaa
tcoccegecate
acttetatee
actcccagga
cecktgacget

atcagggcct

cctetttttg
gactgaactg
cttcaccagt
tggagagatt
cacagtgact
tgaggactct
cacagtctee
gagcacctct
ggtgacggty
cctacagtce
gggeacecag
gaaagttgag
tgatgagcag
cagagaggec
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgccc

ES 2674491 T3

gtagcaacag
gtgaagecctg
tactggatac
aatcctagea
gtagacaaat
geggtetatt
tcagetagea
gggggcacag
tegtggaact
tcaggactcet
acctacatet
cecaaatett
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

<223> cadena pesada aa de DCD-MvDN30.2

<400> 16

ctacagatgg
gggcttcagt
actgggtgaa
geggtegtac
cttccaccac
actgtgeaag
cgaagggecs
cggeectggg
caggegcect
actcececteag
gcaacgtgaa
gtactgtgge
gaactgecte
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

25

ccactcccag
gaagctgtce
gcagaggcct
taactacaac
agcctacatg
taggggetac
atcggtette
ctgectggte
gaccagceggo
cagcgtggty
tcacaagece
tgcaccatet
tgttgtgtge
taacgcocte
cacctacagc

ctacgeoctge

gggagagtgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1023



Met

Gly

Preo

Thr

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

val

Ser

145

Lys

Leu

Leu

Thr

val
225

Gly

His

Gly

Ser

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Ser

130

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

2190

Asp

Trp

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

195

Thr

Lys

Ser

Gln

20

Ser

Trp

Gly

Lys

Met

100

Ala

Ala

Ser

Phe

Gly

180

Leu

Tyr

Lys

Tyr

Val

val

Ile

Glu

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

Pro

165

Val

Ser

Ile

val

Ile

Gln

Lys

His

Ile

70

Lys

Leu

Arg

Thr

Ser

150

Glu

His

Ser

Cys

Glu
230

Ile

Leu

Leu

Trp

55

Asn

Val

Ser

Gly

Lys

138

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

215

Pro

Leu

Gln

Ser

40

val

Pro

Thr

Asn

Tyr

120

Gly

Gly

val

Phe

Val

200

Val

Lys

ES 2674491 T3

Phe

Gln

25

Cys

Lys

Ser

val

Leu

105

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

185

Thr

Asn

Ser

Leu

10

Pro

Lys

Gln

Ser

Thr

Thr

Gly

Ser

Ala

val

170

Ala

Val

His

Cys

val

Gly

Ala

Arg

Gly

75

val

Ser

Gln

Vval

Ala

155

Ser

val

Pro

Lys

Thr
235

Ala

Thr

Ser

Pro

&0

Arg

Asp

Glu

Gly

Phe

140

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

220

val

26

Thr

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

Lsp

Thr

125

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

205

Ser

Ala

Ala

Leu

30

Tyr

Gln

Asn

Ser

Ser

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

1%0

Ser

Asn

Ala

Thr

15

Val

Thr

Gly

Tyr

Ser

Ala

Leu

Ala

Len

Gly

175

Ser

Leu

Thr

Pro

Asp

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Thr

Val

Thr

Pro

val

160

Ala

Gly

Gly

Lys

Ser
240



10

Val Phe

val

Ser

Gln Trp

Ile

val

Lys

Phe Pro

245

Cys Leu

260

Val Asp

275

Thr
290

val

Leu Thr

305

Glu Val

Arg Gly

<210> 17
<211> 1167
<212> DNA

<213> artificial

<220>

Glu

Leu

Thr

Glu

Gln Asp

Ser Lys

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

Ser Asp

Asn Asn

Ala Leu

280

Lys
295

Asp

Asp Tyr

310

Gln
325

His

Cys
340

Gly

Leu Ser

<223> cadena ligera de DCD-MvDN30.2

<400> 17
atggagacag

gacattgtgc
atctcectgea
caacagagac
ggcatcccag
cetgtggagg
acgtteggtg
atcttececege
aataactteot
ggtaactcce
agcaccctga
acccatcagg

acgaagggece

acacaatcect
tgacccaatc
aggccagcca
caggacagec
ccaggtttag
aggaggatgt
ctggtaccaa
catctgatga
atcccagaga
aggagagtgt
cgctgagcaa
gcctgagetce

catcggtett

gctatgggtg
tccagecttcet
aagtgttgat
acccaaacte
tggcagtgge
tgcaacctat
ggtggagatc
gcagttgaaa
ggccaaagta
cacagagcag
agcagactac
gcccgtcaca

cccectggea

ES 2674491 T3

Glu Gln

250

Leu

Phe
265

Tyr Pro

Gln Ser Gly

Ser Thr Tyr

Glu His

315

Lys

Pro Val

330

Ser

ctgctgetet
ttggctgtgt
tatgatggtg
ctecatctetg
tctgggacag
tactgtcage
aaacgaactg
tctggaactg
cagtggaagy
gacagcaagd
gagaaacaca
aagagcttca

ccectecteca

Lys Ser

Arg Glu

Gly

Ala

Thr
255

Ala

Lys Val

270

Ser
285

Asn

Ser
300

Leu

Lys Val

Thr Lys

gggttccagg
ctctagggca
gtagttatat
ctgeatccaa
acttcacecct
aaagttatga
tggctgeace
cctotgttgt
tggataacge
acagcaccta
aagtctacgc
acaggggaga

agagcaccte

27

Gln

Ser

Tyr

Ser

Glu Ser

S8er Thr

Ala Cys

320

Phe
338

Asn

ctecactggt

gagggccacc
gagttggttc
ccttgaatet
caatatccat
agaccegete
atctgtette
gtgcectgetg
catccaateg
cagcctcage
ctgcgaagtc
gtgtgcaagce

tgggggcaca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



10

gcggoectgg
tcaggcgccc
tactccctca
tgcaacgtga
tgtgacaaaa
tggagccace

gecgcacace

<210> 18
<211> 388
<212> PRT

<213> artificial

<220>

getgectggt
tgaccagcgyg
gcagcgtggt
atcacaagcc
ctecacacagg
cccagttega

atcaccatca

caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgecee
cagcaacacc
tgcegeatgg
aaaaggggcce

ccattag

ES 2674491 T3

ttcceccgaac
ttcceggetg
tccagcagct
aaggtggaca
agccacccaa

gcatggagee

<223> cadena ligera aa de DCD-MvDN30.2

<400> 18
Met Glu
1

Gly Ser

Val Ser

35

Val Asp

50

Gly Gln

65

Gly Ile

Leu Asn

Gln Gln

Glu Ile

130

Ser Asp

Thr Asp

Thr

Leu

Tyr

Pro

Pro

Ile

Ser

115

Lys

Glu

Thr Il
5

Gly Il

20

Asp

Gly Gln

Asp Gly G1

Le
70

Pro Lys

Ala Arg

His Pro

100

Tyr Glu As

Thr

Arg

Gln Leu

Arg

Phe

Val

Val

Lys

e Leu Leu

e Val Leu

Ala Thr

40

y Ser
55

Tyr
u Leu Ile
Ser Gly
Glu

Glu

Leu
120

P Pro

Ala
135

Ala

Ser Gly

val
10

Trp Leu

Thr
25

Gln Ser

Ile Ser Cys

Met Ser Trp

Ala Ala

75

Ser

Ser Gly Ser

Glu
105

Asp Val

Thr Phe Gly

Pro Ser Val

Thr Ala Ser

cggtgacggt
tcctacagtce
tgggcaccca
agaaagttga
agttcgaaaa

acccccagtt

Leu Leu

Ala

Pro

Ala
45

Lys

Phe
60

Gln

Ser Asn

Gly Thr

Ala Thr

Ala Gly

125

Phe
140

Ile

Val Vval

28

Trp

Ser

Ser

Gln

Leu

AsSp

Tyr

110

Thr

Phe

Cys

gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacatc
gcccaaatct
aggggccgea

cgaaaaaggg

Val
15

Pro

Leu Ala

Gln Ser

Arg Pro

Glu Ser

80

Phe Thr

Tyr Cys
Lys Val
Pro

Pro

Leu Leu

840

800

860

1020

1080

1140

1167
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145

Asn

aAla

Lys

Asp

Leu

225

Thr

Ser

Glu

His

Ser

305

Cys

Glu

Pro

Gly

His
385

Asn

Leu

Asp

Tyr

210

Ser

Lys

Gly

Pro

Thr

290

Val

Asn

Pro

Gln

Ala

370

His

<210> 19
<211>8
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> DN30 CDRH1 aa

<400> 19

Phe

Gln

Ser

195

Glu

Ser

Gly

Gly

Val

275

Phe

Val

val

Lys

Phe

355

Ala

His

Tyr

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Pro

Thr

260

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

340

Glu

Trp

His

Pro

165

Gly

Tyr

His

vVal

Ser

245

Ala

val

Ala

val

His

325

Cys

Lys

Ser

150

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

230

Val

Ala

Ser

Val

Pro

310

Lys

Asp

Gly

His

Glu

Ser

Leu

Val

215

Lys

Phe

Leu

Trp

Leu

285

Ser

Pro

Lys

Ala

Pro
375

Ala

Gln

Ser

200

Tyr

Ser

Pro

Gly

Asn

280

Gln

Ser

Ser

Thr

Ala

360

Gln

ES 2674491 T3

Lys

Glu

185

Ser

Ala

Phe

Leu

Cys

265

Ser

Ser

Ser

Asn

His

345

Trp

Phe

Val

170

Ser

Thr

Cys

Asn

Ala

250

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

330

Thr

Ser

Glu

155

Gln

Val

Leu

Glu

Arg

235

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

315

Lys

Gly

His

Lys

Trp

Thr

Thr

Vval

220

Gly

Ser

Lys

Leu

Leu

300

Thr

val

Ala

Pro

Gly
380

29

Lys

Glu

Leu

205

Thr

Glu

Ser

Asp

Thr

285

Tyr

Gln

Asp

Ala

Gln

365

Ala

Val

Gln

190

Ser

His

Cys

Lys

Tyr

270

Ser

Ser

Thr

Lys

Trp

350

Phe

Ala

Asp

175

Asp

Lys

Gln

Ala

Ser

255

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

335

Ser

Glu

His

160

Asn

Ser

Ala

Gly

Ser

240

Thr

Pro

val

Ser

Ile

320

val

His

Lys

His
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Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp
1 5

<210> 20
<211> 24
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> DN30 CDRH1

<400> 20
ggctacacct tcaccagtta ctgg 24

<210> 21
<211>8
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> DN30 CDRH2 aa

<400> 21
Ile Asn Pro Ser Ser Gly Arg Thr
1 5

<210> 22
<211> 24
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> DN30 CDRH2

<400> 22
attaatccta gcagcggtceg tact 24

<210> 23
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> DN30 CDRH3 aa

<400> 23
Ala Ser Arg Gly Tyr

1 5

<210> 24
<211>15
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> DN30 CDRH3

<400> 24
gcaagtaggg gctac 15

<210> 25
<211>10
<212> PRT
<213> artificial

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2674491 T3

<220>
<223> DN30 CDRL1 aa

<400> 25
Gln Ser Val Asp Tyr Asp Gly Gly Ser Tyr
1 5 10

<210> 26
<211> 30
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> DN30 CDRLA1

<400> 26
caaagtgttg attatgatgg tggtagttat 30

<210> 27
<211>3
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> DN30 CDRL2 aa

<400> 27
Ala Ala Ser
1

<210> 28
<211>9
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> DN30 CDRL2

<400> 28
gctgcatee 9

<210> 29
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> DN30 CDRL3 aa

<400> 29
Gln Gln Ser Tyr Glu Asp Pro Leu Thr
1 5

<210> 30
<211> 27
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> DN30 CDRL3 aa

<400> 30
cagcaaagtt atgaagaccc gctcacg 27
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REIVINDICACIONES

1. Un fragmento de anticuerpo que comprende un primer polipéptido que comprende un dominio variable de
cadena ligera y dos dominios constantes y un segundo polipéptido que comprende un dominio variable de cadena
pesada y dos dominios constantes, en donde dos dominios constantes son dominios constantes de cadena ligera y
dos dominios constantes son dominios constantes de cadena pesada CH1, en donde dicho fragmento de anticuerpo
tiene la semivida in vivo prolongada con respecto a una fragmento de Fab que comprende dichos dominios variables
de cadena ligera y pesada,

en donde el primer polipéptido comprende un dominio variable de cadena ligera y dos dominios constantes de
cadena ligera humana, en donde el dominio variable de cadena ligera se fusiona al primer dominio constante de
cadena ligera que se fusiona al segundo dominio constante de cadena ligera en la direcciéon del N-terminal al C-
terminal, generando asi una cadena ligera quimérica VL-CL-CL, y

en donde el segundo polipéptido comprende un dominio variable de cadena pesada y dos dominios constantes de
cadena pesada humana, en donde el dominio variable de cadena pesada se fusiona al primer dominio constante de
cadena pesada CH1 humano que se fusiona al segundo dominio constante de cadena pesada CH1 humano en la
direccion del N-terminal al C-terminal, generando asi una cadena pesada quimérica VH-CH1-CH1.

2. Un fragmento de anticuerpo que comprende un primer polipéptido que comprende un dominio variable de
cadena ligera y dos dominios constantes y un segundo polipéptido que comprende un dominio variable de cadena
pesada y dos dominios constantes, en donde dos dominios constantes son dominios constantes de cadena ligera 'y
dos dominios constantes son dominios constantes de cadena pesada CH1, en donde dicho fragmento de anticuerpo
tiene una semivida in vivo prolongada con respecto a un fragmento Fab que comprende dichos dominios variables
de cadena ligera y pesada,

en donde el primer polipéptido comprende un dominio variable de cadena ligera, un dominio constante de cadena
ligera humana y un dominio constante CH1 humano, en donde el dominio variable de cadena ligera se fusiona al
dominio constante de cadena ligera humana, y el dominio constante de cadena ligera humana se fusiona al dominio
constante de cadena pesada CH1 humana en la direccion desde el N-terminal al C-terminal, generando asi una
cadena ligera quimérica VL-CL-CH1, y

en donde el segundo polipéptido comprende un dominio variable de cadena pesada, un dominio constante de
cadena pesada CH1 humana y un dominio constante de cadena ligera humana, en donde el dominio variable de
cadena pesada se fusiona al dominio constante de cadena pesada CH1 humana, y el dominio constante de cadena
pesada CH1 humana se fusiona al dominio constante de cadena ligera humana en la direccion desde el N-terminal
al C-terminal, generando asi una cadena pesada quimérica VH-CH1-CL.

3. Un fragmento de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en donde dicho dominio
variable de cadena ligera se selecciona entre un dominio variable de cadena ligera no humana o un dominio variable
de cadena ligera humana o humanizada que comprende las regiones que determinan la complementariedad (CDRs)
de un anticuerpo no humano.

4. Un fragmento de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicho
dominio variable de cadena pesada se selecciona entre un dominio variable de cadena pesada no humana o un
dominio variable de cadena pesada humana o humanizada que comprende las regiones que determinan la
complementariedad (CDRs) de un anticuerpo no humano.

5. Un fragmento de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el
dominio constante de cadena ligera es un dominio constante de cadena ligera kappa humana.

6. Un fragmento de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el
dominio constante de cadena pesada CH1 es un dominio constante de cadena pesada CH1 gamma humana.

7. Un fragmento de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el
dominio constante de cadena pesada CH1 es de una IgG1 humana.

8. Un fragmento de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicho
fragmento de anticuerpo se une especificamente al receptor del factor de crecimiento del hepatocito (HGFR)

9. Un fragmento de anticuerpo de acuerdo con las reivindicaciones 3 y 4, en donde el dominio variable de
cadena ligera humanizada comprende las regiones que determinan la complementariedad (CDRs) que tienen las
secuencias expuestas en SEQ ID NO.: 25, 27 y 29, y el dominio variable de cadena pesada humanizada comprende
las regiones que determinan la complementariedad (CDRs) que tienen las secuencias expuestas en SEQ ID NO.:19,
21y 23.

10. Una composicion farmacéutica que comprende el fragmento de anticuerpo de acuerdo con una de las
reivindicaciones 1 a 9 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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11. El fragmento de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso en el
tratamiento de un paciente que sufre de un tumor y/o metastasis.

12. El fragmento de anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde dicho tumor y/o
metastasis esta asociado con la desregulacion de la sefializacién y/o activacion de HFR.

13. Un producto que contiene un fragmento de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9 y al menos uno de un inhibidor de HGF y un inhibidor de HGFR, como una preparacion
combinada para uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento de tumores y/o metastasis, preferiblemente
un tumor y/o metastasis asociado con la desregulacion de la sefalizacion y/o activacion de HGFR.

14. Un producto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde un inhibidor se selecciona de
anticuerpos anti-HGF, moléculas recombinantes que compiten con HGF, inhibidores HGFR microciticos, anticuerpos
o inhibidores anti-HGFR.

15. Un acido nucleico aislado que codifica el fragmento de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9.

16. Un vector que comprende al menos una secuencia de nucleétidos que codifica el fragmento de anticuerpo
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

17. Una composicion que comprende dos o mas acidos nucleicos que codifican el fragmento de anticuerpo de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

18. Un acido nucleico aislado de acuerdo con la reivindicacion 15, un vector de acuerdo con la reivindicacion 16
0 una composicion de acuerdo con la reivindicacion 17 para su uso en el tratamiento de un paciente que sufre de un
tumor y/o metastasis, preferiblemente un tumor y/o metastasis asociada con la desregulacion de la sefalizacion y/o
activacion de HGFR.
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