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DESCRIPCION
Anticuerpo anti-netrina 1 novedoso

[0001] La presente invencion se refiere a un polipéptido de unién a o anticuerpo para netrina-1 que es util en la
induccion de muerte celular o apoptosis de células tumorales que contienen un receptor de netrina-1, tal como un
receptor UNC5 en presencia de netrina-1, en particular el tumor que expresa netrina-1, y su uso para el tratamiento
del cancer.

[0002] La netrina-1 es un miembro de la familia de netrinas y es una referencia de navegacién de axones, en un
contexto de atraccion y repulsién y juega un papel principal en el desarrollo del sistema nervioso. Los receptores
principales para la netrina-1 son DCC (Eliminado en Céancer Colorrectal) y UNC5 (UNC5A, UNC5B, UNC5C, UNC5D
en un ser humano, UNC5H1, UNC5H2, UNC5H3, UNC5H4 en un ratén), donde todos pertenecen a la familia de
receptores de dependencia (Keino-Masu, 1996, Cel 87: 175-185; Ackerman, 1997, Nature 386: 838-842; Hong,
1999, Cel 97: 927-941; Mehlen, 1998, Nature 395: 801-804). Los receptores de dependencia comparten la
capacidad de inducir la apoptosis en ausencia de sus ligandos respectivos, donde dicha capacidad es bloqueada
tras la unién del ligando respectivo (Mehlen, 2004, Cell Mol Life Sci 61: 1854-1866; Bredesen, 2005, Cell Death
Differ 12: 1031-1043).

[0003] En varios canceres humanos, se observo la reduccion o la pérdida de la expresion de DCC vy, por lo tanto, la
reduccion o la pérdida de la apoptosis inducida por DCC (Kinzler, 1996, Proc Natl Acad Sci 100: 4173-4178).
Ademas, se observé también que los genes de UNC5 tienen una regulacién por disminucién en la mayoria de los
tumores colorrectales, indicando que la pérdida del receptor de dependencia UNC5 representa una ventaja selectiva
para las células tumorales (Bernet, 2007, Gastroenterology 133: 180-1848; Shin, 2007, Gastroentereogy 133: 1849-
1857). Sin embargo, no solo la regulacion por disminucién de los receptores de dependencia DCC y UNC5 mejora la
supervivencia de varias células tumorales, se ha observado la expresion autocrina de su ligando netrina-1. En
particular, se ha mostrado que la mayoria de los tumores de mama, por ejemplo, los canceres de mama
metastasicos, muestran una expresion aumentada de netrina-1 (Fitamant, 2008, Proc Natl Acad Sci 105: 4850-
4855). Hasta el presente, se ha demostrado que los dos subdominios de inmunoglobulina (Ig) de la parte
extracelular de UNCS5 son los responsables de la unién de la netrina-1, pero no esta claro si ambos dominios son
necesarios para una unién completa a netrina-1 (Geisbrecht, 2003, J-Biol. Chem. 278: 32561-32568; Kruger, 2004,
J. Neur. 24: 10826-10834).

[0004] Tal como se ha demostrado previamente, la neutralizacion de la netrina-1 por el ectodominio de DCC o una
parte del dicho ectodominio (que actda como una proteina sefiuelo de netrina-1) puede inducir la apoptosis en las
células tumorales que expresan los receptores de dependencia DCC y/o UNC5 (EP-A1-1 989 546). Este ectodominio
0 una parte de este ectodominio es capaz de reducir metastasis de las células de cancer de mama en el pulmén
(Fitamant et al. 2008). Ademas, se ha demostrado que este ectodominio o una parte de este ectodominio puede
aumentar el porcentaje de muerte celular de las células de cancer de pulmén de células no pequefias y de las
células de neuroblastoma que expresan altos niveles de netrina-1 (Delloye-Bourgeois, 2009, J Natl Cancer Inst 101:
237-247; Delloye-Bourgeois, 2009, JEM 206: 833-847). WOW?2012025618 describe que las proteinas de fusion
presentan un sefiuelo de DCC mejorado.

[0005] EI documento EP 1 989 546 (WOW?2007099133) describe anticuerpos monoclonales y policlonales dirigidos
especificamente contra netrina-1 o receptores de nitrina-1, en particular dirigidos al dominio extracelular de los
receptores de nitrina-1 o al fragmento de netrina-1 capaces de interactuar con el dominio extracelular de dichos
receptores de nitrina-1, como medicamento. El documento FR2 878 165 describe una secuencia (SEQ ID NO 164)
gue corresponde a los residuos 341-396 (5aa) de la netrina-1.

[0006] El Solicitante ha determinado ahora que un epitopo sustancialmente lineal o lineal en la netrina-1 que
posiblemente corresponda a una regién de unién especifica de netrina-1 a los receptores, en particular de la clase
UNCS5, especialmente UNC5B y UNCS5A, o alternativamente corresponde a una regién cercana a la regiéon de unién
especifica de la entrina-1 al receptor, cuando estd unido a un anticuerpo, evita la interaccion de receptor/netrina-1.
Esta determinacion de un epitopo lineal permite al Solicitante producir los anticuerpos que se unen a netrina-1 e
interferir con la interaccion netrina-1/receptores, induciendo asi la apoptosis o muerte celular de células tumorales
que expresan o sobreexpresan la netrina-1 y al menos un receptor de netrina-1, debido al hecho que esta
interaccion inhibe la union de netrina-1 a un receptor y la multimerizacion del receptor. El Solicitante también produjo
un anticuerpo monoclonal murino dirigido contra este epitopo y varias formas humanizadas del mismo.

[0007] La secuencia de aminoacidos de longitud completa de netrina-1 se muestra como SEQ ID NO: 1 y un ADNc
que la codifica, por lo tanto, se muestra como SEQ ID NO: 2. Un epitopo lineal se ha caracterizado en el segundo
dominio de tipo EGF de la netrina-1 y se representa en la SEQ ID NO: 3 y mas particularmente en la SEQ ID NO: 35.
Un ADNCc que codifica este epitopo se muestra en la SEQ ID NO: 4, respectivamente 36.

[0008] Un primer objeto de la presente invenciéon es por lo tanto un polipéptido, tal como se define en las
reivindicaciones. El polipéptido representa un epitopo lineal de netrina-1 o un fragmento o variante de dicho epitopo
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lineal. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a o describe:

- un polipéptido aislado o purificado de la secuencia de SEQ ID NO: 3,

- una variante de polipéptido que tiene al menos 85, 90, 95, 96, 97, 98 0 99% de identidad con la SEQ ID NO: 3,

- una variante de polipéptido de como maximo 200, 150, 100, 90, 80, 70, 60, 50 aminoacidos y que comprende la
secuencia SEQ ID NO: 3 o una variante de la secuencia, tal como se describe anteriormente, tal como una variante
de polipéptido que consiste en los 22 aminoacidos consecutivos de la SEQ ID NO: 3 desde la posicién 9 (A) a la
posicion 30 (C), incluyendo estos aminoacidos, cuya variante se presenta como SEQ ID NO: 35,

- una variante de polipéptido que consiste en al menos 20, 25 o 30 aminoacidos consecutivos de la SEQ ID NO: 3,
tal como una variante de polipéptido de la secuencia SEQ ID NO: 35, o una variante de la secuencia, tal como se
describe anteriormente,

- un polipéptido de secuencia SEQ ID NO: 35, o variante de la secuencia, tal como se describe anteriormente,

- un polipéptido aislado o purificado codificado por el ADNc de la secuencia de SEQ ID NO: 4 o 36.

[0009] Otro objeto de la presente invencién es un ADNc, tal como se reivindica. EI ADNc codifica dicho polipéptido
que representa un epitopo lineal de netrina-1 o un fragmento o variante de dicho epitopo lineal. Mas
especificamente, la presente invencion se refiere a o describe:

- un ADNCc de la secuencia SEQ ID NO: 4,

- una variante de ADNc que codifica el polipéptido de secuencia SEQ ID NO: 3 o una variante de la misma, en virtud
de la degeneracion del cédigo genético,

- una variante de ADNc que codifica una variante de polipéptido, tal como se define anteriormente, especialmente un
ADNCc que codifica la variante de polipéptido de SEQ ID NO: 35, tal como ADNc de SEQ ID NO: 36,

- una variante de ADNc que tiene al menos 85, 90, 95, 96, 97, 98 0 99% de identidad con la SEQ ID NO: 4 o 36.

[0010] De acuerdo con la presente invencion, una variante de polipéptido es capaz de generar un anticuerpo que
aln conserva la capacidad de unirse especificamente al epitopo lineal en netrina-1 e inhibir la interaccién de netrina-
1 a su receptor, en particular UNC5 o DCC, especialmente UNC5B y UNC5A, e inducir la apoptosis 0 muerte celular
de la célula tumoral que expresa o0 sobreexpresa netrina-1 y un receptor de netrina-1. Una variante de ADNc codifica
el polipéptido de SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 35 o una variante de polipéptido.

[0011] Otro objeto de la presente invencion es el uso del polipéptido de la SEQ ID NO: 3 o 35 o una variante del
mismo, para producir un anticuerpo monoclonal, y los anticuerpos monoclonales producidos de este modo son
también un objeto de la presente invencidn. La persona experta en la técnica es consciente de los procedimientos
que permiten la produccién de anticuerpos monoclonales, usando la técnica plasmocitos e hibridoma. La presente
invencién abarca el uso de estos procedimientos para producir anticuerpos dirigidos especificamente contra el
polipéptido de SEQ ID NO: 3 o 35 o una variante del mismo. También esta dentro del alcance de la presente
invencion producir polipéptidos o anticuerpos monoclonales mediante ingenieria genética basada en secuencias de
acidos nucleicos que codifican el polipéptido o anticuerpo especificos, debido a la determinacion y divulgacion de las
CDR de VH y VL. También esta dentro del alcance de la presente invencion proporcionar fragmentos de anticuerpos
y/o anticuerpos humanizados o fragmentos de anticuerpo con una regién variable especifica al epitopo lineal de la
presente invencion, un fragmento o una variante del mismo. El término "polipéptido de union" se usa en el presente
documento para abarcar anticuerpos y variantes de anticuerpos, fragmentos y combinacion que mantienen la
funcién de union del anticuerpo.

[0012] La presente invencion por lo tanto también se refiere a un anticuerpo monoclonal que se une a netrina-1
gue se une especificamente a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 3 0 35 o una
variante del mismo, tal como se define en la reivindicacién 8. El anticuerpo monoclonal de unién tiene la propiedad
de unirse a netrina-1 e inducir la muerte celular o apoptosis de una célula tumoral a través de un receptor UNC5 o
DCC. El hecho es que la netrina-1 libre o activa ya no existe mas tiempo o esta en un nivel insuficiente, de modo que
se activa la sefializacién de apoptosis del receptor de netrina-1.

[0013] La presente invencion también se refiere a un anticuerpo monoclonal que se une a netrina-1 que se define
por su region o regiones determinantes de complementariedad (CDR(s)), donde el anticuerpo monoclonal de unién
tiene la propiedad de unirse a netrina-1 e inducir la muerte celular o apoptosis de una célula tumoral a través de un
receptor UNC5 o DCC.

[0014] La presente invencion se refiere un anticuerpo o un fragmento de unién a epitopo del mismo.

[0015] Usando la definicién de IMGT, la presente invencion da a conocer un polipéptido que se une a netrina-1
que comprende una 0 mas regiones determinantes de complementariedad (CDR) que tienen una secuencia de
aminoéacidos SEQ ID NO: 7 (CDR3-H), SEQ ID NO: 9 (CDR3-L), y preferiblemente ambas.

[0016] Mas especificamente, el polipéptido puede definirse ademas por la presencia adicional de CDR1, CDR2 o
de CDR1 y CDR2 de VH y/o VL. Por lo tanto, el polipéptido puede comprender una o mas CDR que tienen las
secuencias de aminoacidos SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 5; SEQ ID NO: 7y SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 9y la
secuencia de YAS; y/o SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 8.
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[0017] La presente invencion da a conocer un polipéptido que comprende una CDR1-H de la secuencia de SEQ ID
NO: 5, una CDR2-H de la secuencia de SEQ ID NO: 6, una CDR3-H de la secuencia de SEQ ID NO: 7.

[0018] La presente invencion da a conocer un polipéptido que comprende una CDR1-L de la secuencia de SEQ ID
NO: 8, una CDR2-L de la secuencia de YAS y una CDR3-L de la secuencia de SEQ ID NO: 9.

[0019] EIl anticuerpo monoclonal de la presente invencion comprende una CDR1-H de la secuencia de SEQ ID
NO: 5, una CDR2-H de la secuencia de SEQ ID NO: 6, una CDR3-H de la secuencia de SEQ ID NO: 7, una CDR1-L
de la secuencia de SEQ ID NO: 8, una CDR2-L de la secuencia de YAS y una CDR3-L de la secuencia de SEQ ID
NO: 9.

[0020] Usando la definicion de Kabat, la presente invencién da a conocer de este modo un polipéptido que se une
a netrina-1 que comprende una o mas regiones determinantes de complementariedad (CDR) que tienen una
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 30 (CDR3-H), SEQ ID NO: 9 (CDR3-L), y preferiblemente ambas.

[0021] Mas especificamente, el polipéptido puede definirse ademas por la presencia adicional de CDR1, CDR2 o
de la CDR1 y CDR2 de VH y/o VL. Por lo tanto, el polipéptido puede comprender una o mas CDR que tienen las
secuencias de aminoacidos SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 28; SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 29; SEQ ID NO: 9y la
SEQ ID NO: 32; y/o SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 31.

[0022] La presente invencion da a conocer un polipéptido que comprende una CDR1-H de la secuencia de SEQ ID
NO: 28, una CDR2-H de la secuencia de SEQ ID NO: 29, una CDR3-H de la secuencia de SEQ ID NO: 30.

[0023] La presente invencién da a conocer un polipéptido que comprende una CDR1-L de la secuencia de SEQ ID
NO: 31, una CDR2-L de la secuencia de SEQ ID NO: 32 y una CDR3-L de la secuencia de SEQ ID NO: 9.

[0024] El anticuerpo monoclonal de la presente invencion comprende una CDR1-H de la secuencia de SEQ ID
NO: 28, una CDR2-H de la secuencia de SEQ ID NO: 29, una CDR3-H de la secuencia de SEQ ID NO: 30, una
CDR1-L de la secuencia de SEQ ID NO: 31, una CDR2-L de la secuencia de SEQ ID NO: 32 y una CDR3-L de la
secuencia de SEQ ID NO: 9.

[0025] Estos polipéptidos son polipéptidos de unién a netrina-1, en los que el polipéptido de unién tiene la
propiedad de unirse a netrina-1 e inducir la muerte celular o apoptosis de una célula tumoral a través de un receptor
UNCS5 o DCC. Estos polipéptidos son preferiblemente anticuerpos, especialmente anticuerpos monoclonales. Varias
formas de polipéptidos de unién o anticuerpos (incluyendo fragmentos y combinacién de los mismos) se describiran
mas adelante en este documento.

[0026] En una primera serie de realizaciones, el polipéptido o anticuerpo de la presente invencion comprende una
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 10, 11, 12 o 13. Habitualmente, comprende ambas secuencias SEQ ID NO:
10y 11,0 SEQID NO: 12y 13.

[0027] En una segunda serie de realizaciones, el polipéptido o anticuerpo esta humanizado y comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 14 a 19 y/o del grupo de SEQ ID NO: 20 a 27.
Tipicamente, el polipéptido o anticuerpo esta humanizado y comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo de SEQ ID NO: 14 a 19 y una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 20 a 27.

[0028] Las realizaciones especificas son los siguientes anticuerpos humanizados. El primero de esta tabla
corresponde al injerto de las CDR murinas en una IgG1l humana. Los otros llamados HUM son anticuerpos
monoclonales que tienen regiones estructurales humanas. La tabla también hace referencia para CH y CL de una

IgG1 humana. Los otros alotipos también se pueden utilizar.
VH SEQ ID NO. Cadena pesada | VL SEQ ID NO. Cadena ligera
constante constante
Injerto de CDR (CDR | 27 IgG1 humana | 19 IgG1 humana
murinas  injertadas (GenBank: (GenBank:
en IgG1 humana) AEL33691.1 CAC20459.1)
modificada con
R97K)
HUMO1 20 IgG1 humana 14 IgG1 humana
HUMO02 21 IgG1 humana 15 IgG1 humana
HUMO3 22 1IgG1 humana 16 IgG1 humana
HUMO04 23 19G1 humana 17 IgG1 humana
HUMO5 24 IgG1 humana 17 IgG1 humana
HUMO6 25 IgG1 humana 16 IgG1 humana
HUMO7 26 19G1 humana 17 IgG1 humana
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HUMO8 22 19G1 humana 17 IgG1 humana
HUMO9 25 IgG1 humana 18 IgG1 humana
HUMO010 21 1gG1 humana 16 IgG1 humana
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[0029] Otro objeto de la presente invencién es una composicidon farmacéutica que comprende al menos un
polipéptido de unién a o anticuerpo para netrina-1 de acuerdo con la presente invencién y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable. En una realizacion, el polipéptido o anticuerpo esta humanizado.

[0030] La presente invencion describe un procedimiento de tratamiento de cancer en el que a un sujeto en
necesidad del mismo se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica que
comprende al menos un polipéptido de unién a o anticuerpo para netrina-1 de acuerdo con la presente invencion y
un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. En una realizaciéon, el polipéptido o anticuerpo esta
humanizado.

[0031] De este modo, la composicion y el procedimiento pueden comprender cualquiera de las caracteristicas o
combinacién de caracteristicas, tal como se describe con respecto al polipéptido o anticuerpo, tal como se describe
en el presente documento.

[0032] Segun una caracteristica, el cancer es uno en el que las células tumorales expresan o sobreexpresan un
receptor de netrina-1, en particular de la clase UNC5, especialmente UNC5B y/o UNC5A, y/o DCC. Tipicamente, las
células tumorales escapan la apoptosis relacionada con el receptor de netrina-1, debido a la unién de netrina-1 a
dicho receptor, en particular de la clase UNC5, especialmente UNC5B y/o UNC5A, y/o DCC, en presencia de
netrina-1. Segln una caracteristica, el cancer es uno en el que las células tumorales o células estromales expresan
0 sobreexpresan netrina-1.

[0033] Algunas realizaciones de canceres incluyen cancer de mama metastasico, cancer de pulmén de células no
pequefias, neuroblastoma agresivo, adenocarcinoma de pancreas, melanoma primario, metastasis de melanoma,
cancer de ovario, glioblastoma, leucemia mieloide aguda, leucemia linfocitica crénica, linfoma de células B agresivo,
sarcoma, adenocarcinoma renal, canceres de cabeza y cuello, canceres testiculares (por ejemplo, carcinoma
embrionario, teratoma, tumores de saco vitelino), canceres renales, canceres de estbmago, canceres de Utero.

[0034] Los procedimientos para determinar si una célula dada expresa receptores de dependencia de netrina-1
DCC y/o UNCS5 en la superficie o0 muestra una regulacion por incremento significativa de la expresion del gen de
netrina-1 son bien conocidos en la técnica y comprenden, pero no se limitan a, IHC (inmunohistoquimica) de FACS
(clasificacion celular activada por fluorescencia), PCR cuantitativa (por ejemplo, con ADNc cebado con hexamero) o,
alternativamente, transferencia Western emparejada con técnicas de deteccion de proteinas basadas en colorantes
cromogénicos (tales como la tincién con plata o con azul Coomassie) o procedimientos de deteccion basados en
fluorescencia y luminiscencia para proteinas en soluciones y en geles, transferencias y microarrays, tales como la
inmunotincion, asi como la inmunoprecipitacion, ELISA, microarrays, y espectrometria de masas. En el contexto de
la presente invencion, ejemplos de canceres a tratar se enumeran en el presente documento incluyendo las
versiones refractarias de cualquiera de los canceres mencionados. La sobreexpresion de netrina-1 se puede medir
por tanto a través de RT-PCR usando cebadores adecuados como los descritos y proporcionados en este
documento, con respecto al tejido normal o a un cancer similar que no sobreexpresa netrina-1.

[0035] En una realizacién de la presente invencion, las composiciones y usos son para el tratamiento de canceres
que expresan o sobreexpresan netrina-1, en los que esta expresién o sobreexpresion estan relacionadas con el
cancer en si, 0 son inducidas por un tratamiento con farmaco quimioterapéutico solo, 0 ambos.

[0036] La presente invencion da a conocer un procedimiento de tratamiento contra el cancer combinado que
comprende la administracion a un paciente en necesidad del mismo de un farmaco quimioterapéutico y un
polipéptido o anticuerpo, tal como se describe en el presente documento. El farmaco quimioterapéutico y el
polipéptido o anticuerpo estan en una cantidad eficaz.

[0037] Otro objeto de la presente invencidon es una composicién que comprende un polipéptido o anticuerpo, tal
como se describe en el presente documento para su uso como un medicamento contra el cancer que se utiliza en
combinacién con un farmaco quimioterapéutico en un paciente. La presente invencion también se refiere a una
composicion que comprende un polipéptido o anticuerpo, tal como se describe en el presente documento, para su
uso como un medicamento contra el cancer en un paciente que es tratado con un farmaco quimioterapéutico.

[0038] Otro objeto de la presente invencién es una composicion que comprende un farmaco quimioterapéutico
para su uso como un medicamento contra el cancer para su uso en un paciente en combinacién con un polipéptido o
anticuerpo, tal como se describe en el presente documento. La presente invencion también se refiere a una
composicion que comprende un farmaco quimioterapéutico para su uso como un medicamento contra el cancer en
un paciente que es tratado con un polipéptido o anticuerpo, tal como se describe en el presente documento.

[0039] Oftro objeto de la presente invencidn es una composiciéon o kit de partes que comprende un farmaco
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quimioterapéutico y un polipéptido o anticuerpo, tal como se describe en el presente documento, para una
administracion simultanea, separada o secuencial a un paciente.

[0040] Otro objeto de la presente invencidon es una composicion o kit de partes que comprende un farmaco
guimioterapéutico y un polipéptido o anticuerpo, tal como se describe en el presente documento, para una
administracion simultanea, separada o secuencial a un paciente, para su uso como medicamento contra el cancer o
tratamiento contra el cancer.

[0041] Otro objeto de la presente invencién es una composicion que comprende un farmaco quimioterapéutico y un
polipéptido o anticuerpo, tal como se describe en el presente documento, en un portador o vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

[0042] Otro objeto de la presente invencién es una composicion que comprende un farmaco quimioterapéutico y
un polipéptido o anticuerpo, tal como se describe en el presente documento, en un portador o vehiculo
farmacéuticamente aceptable, para su uso como un medicamento contra el cancer.

[0043] AUnN otro objeto es el uso de un polipéptido o anticuerpo, tal como se describe en el presente documento,
para la preparacion de un medicamento contra el cancer destinado a un tratamiento combinado de un paciente con
un farmaco quimioterapéutico.

[0044] Aun otro objeto es el uso de un farmaco quimioterapéutico para la preparacion de un medicamento contra
el cancer destinado a un tratamiento combinado de un paciente con un polipéptido o anticuerpo, tal como se
describe en el presente documento.

[0045] AN otro objeto es el uso de un polipéptido o anticuerpo, tal como se describe en el presente documento, y
un farmaco quimioterapéutico para la preparacién de un medicamento contra el cancer combinado.

[0046] AUN otro objeto es el uso de un polipéptido o anticuerpo, tal como se describe en el presente documento y
un farmaco quimioterapéutico para la preparaciéon de una composiciéon o kit de partes de medicamento contra el
cancer combinado, para una administracion simultanea, separada o secuencial a un paciente.

[0047] De acuerdo con una caracteristica de la presente invencién y, tal como se explica mas adelante, el farmaco
quimioterapéutico es un medicamento que induce una sobreexpresion de netrina-1 en las células cancerosas y el
polipéptido o anticuerpo, tal como se describe en el presente documento, promueve la apoptosis o muerte celular
inducida por netrina-1 a pesar de esta sobreexpresion.

[0048] EIl farmaco quimioterapéutico es, en particular, un farmaco que induce una sobreexpresion de netrina-1 en
células de cancer. La determinacion de que un farmaco induce una sobreexpresion de netrina-1 puede llevarse a
cabo facilmente en cualquier célula cancerosa, tal como la linea celular o células de una biopsia. En una realizacion,
el ensayo se realiza en células del cancer a ser tratado, por ejemplo, de una biopsia. En otra realizacion, el ensayo
se realiza en una célula, tal como una linea celular, que es representativa para el cancer a tratar. En otra realizacion,
el ensayo se realiza en una linea celular A549 o H460. El ensayo puede comprender la comparacion de la expresiéon
del gen de netrina-1 entre las células tratadas con el farmaco quimioterapéutico y las células no tratadas. La
expresion se puede medir mediante PCR, especialmente RT-PCR cuantitativa, por ejemplo usando los cebadores
descritos y proporcionados en este documento (SEQ ID NO: 33 y 34), tal como se describe en W02014041088, todo
el contenido del cual el experto en la materia puede referirse. La clasificacion de un farmaco en la familia de los que
inducen esta sobreexpresion puede simplemente realizarse de acuerdo con el procedimiento descrito en el siguiente
Material y procedimiento en una linea celular A549 o H460, tal como se describe W02014041088.

[0049] EIl farmaco quimioterapéutico es especialmente un farmaco citotdéxico. En algunas realizaciones preferidas,
el farmaco es doxorrubicina, 5-fluorouracilo (5FU), paclitaxel (por ejemplo, Taxol), o cisplatino.

[0050] En una realizacion, el farmaco es un citotoxico antibiético. El citotdxico antibiético puede ser actinomicina,
una antraciclina, bleomicina, plicamicina o mitomicina. La antraciclina puede ser doxorrubicina, daunorrubicina,
valrubicina, idarrubicina o epirrubicina.

[0051] En una realizacion, el farmaco es un agente alquilante. El agente alquilante puede ser un derivado de
platino, tal como cisplatino, carboplatino, oxaliplatino u otros agentes alquilantes, tales como ciclofosfamida,
ifosfamida, melfalan, tiotepa. Otras clases incluyen epipodofilotoxinas, por ejemplo etopésido, inhibidores de
topoisomerasa (camptotecinas), por ejemplo, irinotecan, topotecan, agentes alquilantes del surco menor del ADN,
por ejemplo, trabectedina (YONDELIS), metotrexato, pemetrexed, raltitrexed.

[0052] En una realizacion, el farmaco es un taxano u otros agentes que reconocen la tubulina. El taxano puede ser
paclitaxel o docetaxel, o eribulina (recientemente aprobado para el cancer de mama).

[0053] En una realizacién, el farmaco es un agente antineoplasico tal como:
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- agentes de hormonoterapia de mama: por ejemplo, tamoxifeno, letrozol, anastrozol, exemestano, faslodex;

- agentes de hormonoterapia de préstata: por ejemplo, agonistas de LHRH, bicalutamida, abiraterona;

- anticuerpos monoclonales: por ejemplo, cetuximab, panitumumab, bevacizumab;

- inhibidores de quinasa: por ejemplo imatinib, nilotinib, dasatinib, erlotinib, gefitinib, afatinib, sunitinib, sorafenib,
pazopanib, crizotinib, axitinib.

[0054] Definiciones y realizaciones adicionales, variantes y alternativas de la presente invencion:

Tal como se usa en el presente documento, una secuencia "al menos 85% idéntica con una secuencia de referencia"
€s una secuencia que tiene, en toda su longitud, 85%, 0 mas, en particular 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,6%, 99,7%, 99,8%, 99,9% o0 100% de identidad de secuencia con toda la longitud de la
secuencia de referencia.

[0055] Un porcentaje de "identidad de secuencia" se puede determinar mediante la comparacion de las dos
secuencias, alineadas de manera 6ptima sobre una ventana de comparacion, donde la porcién de la secuencia de
polipéptido en la ventana de comparacién puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) en
comparacion con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para una alineaciéon 6ptima
de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nUmero de posiciones en las que aparece el residuo
de aminoacido idéntico en ambas secuencias para producir el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el
numero de posiciones emparejadas entre el numero total de posiciones en la ventana de comparacion y
multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad de secuencia. La alineacion optima de
secuencias para la comparacion se lleva a cabo mediante alineacién global por pares, por ejemplo, utilizando el
algoritmo de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443. El porcentaje de identidad de secuencia se puede
determinar facilmente, por ejemplo, usando el programa Needle, con la matriz BLOSUM62, y los siguientes
parametros gap-open = 10, gap-extend = 0,5.

[0056] En el contexto de la presente invencién, una "sustitucién de aminoacidos conservativa" es una en la que un
residuo de aminoacido se sustituye por otro residuo de aminoacido que tiene un grupo de cadena lateral con
propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobicidad). En general, una sustitucion de aminoacidos
conservativa no cambiara sustancialmente las propiedades funcionales de una proteina. Ejemplos de grupos de
aminoacidos que tienen cadenas laterales con propiedades quimicas similares incluyen 1) cadenas laterales
alifaticas: glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; 2) cadenas laterales alifaticas-hidroxilo: serina y treonina; 3)
cadenas laterales que contienen amida: asparagina y glutamina; 4) cadenas laterales aromaticas: fenilalanina,
tirosina y triptéfano; 5) cadenas laterales basicas: lisina, arginina e histidina; 6) cadenas laterales acidas: acido
aspartico y acido glutamico;y 7) cadenas laterales que contienen azufre: cisteina y metionina. Los grupos de
sustitucidn conservativa de aminoacidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina-triptéfano, lisina-arginina,
alanina-valina, glutamato-aspartato y asparagina-glutamina.

[0057] A lo largo de la presente solicitud, el término "gue comprende" debe interpretarse que abarca todas las
caracteristicas mencionadas especificamente, asi como las opcionales, adicionales, no especificadas. Tal como se
usa en este documento, el uso del término "que comprende" también describe la realizacion en la que no hay
caracteristicas aparte de las caracteristicas presentes especificamente mencionadas (es decir, "que consiste en").

[0058] Un "anticuerpo" puede ser un anticuerpo natural o convencional en el que dos cadenas pesadas estan
unidas entre si por enlaces disulfuro y cada cadena pesada estd unida a una cadena ligera por un enlace
disulfuro. Hay dos tipos de cadena ligera, lambda (A) y kappa (k). Hay cinco clases principales de cadena pesada (o
isotipos) que determinan la actividad funcional de una molécula de anticuerpo: IgM, IgD, IgG, IgA e IgE. Cada
cadena contiene dominios de secuencias distintas. La cadena ligera incluye dos dominios o regiones, un dominio
variable (VL) y un dominio constante (CL). La cadena pesada incluye cuatro dominios, un dominio variable (VH) y
tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3, referidos colectivamente como CH). Las regiones variables de ambas
cadenas pesada (VH) y ligera (VL) determinan el reconocimiento y la especificidad de unién al antigeno. Los
dominios de la regién constante de las cadenas ligera (CL) y pesada (CH) confieren importantes propiedades
bioldgicas, tales como la asociacién de cadena de anticuerpo, la secrecién, la movilidad trans-placentaria, la unién
del complemento, y la unién a receptores de Fc (FcR). El fragmento Fv es la parte N-terminal del fragmento Fab de
una inmunoglobulina y consiste en las porciones variables de una cadena ligera y una cadena pesada. La
especificidad del anticuerpo reside en la complementariedad estructural entre el sitio de combinacién del anticuerpo
y el determinante antigénico. Los sitios de combinacién de los anticuerpos se componen de residuos que son
principalmente de las regiones hipervariables o determinantes de complementariedad (CDR). Ocasionalmente, los
residuos de regiones no hipervariables o, marco o estructurales (FR) influyen en la estructura de dominio general y
por lo tanto en el sitio de combinacion.

[0059] "Regiones determinantes de complementariedad" o "CDR" se refieren a secuencias de aminoacidos que
definen conjuntamente la afinidad de union y la especificidad de la regién Fv natural de un sitio de union de
inmunoglobulina nativa. Las cadenas ligeras y pesadas de una inmunoglobulina tienen cada una tres CDR,
designadas CDR1-L, CDR2-L, CDR3-L y CDR1-H, CDR2-H, CDR3-H, respectivamente. Un sitio de uniéon antigeno
de un anticuerpo convencional, por lo tanto, incluye seis CDR, que comprenden el conjunto de CDR de cada una de
una region V de cadena pesada y cadena ligera.
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[0060] "Regiones marco" o “regiones estructurales” (FR) se refieren a secuencias de aminoacidos interpuestas
entre las CDRs, es decir, a aquellas porciones de regiones variables de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina
gue estan relativamente conservadas entre diferentes inmunoglobulinas en una sola especie. Las cadenas ligeras y
pesadas de una inmunoglobulina tienen cada una cuatro FR, designadas FR1-L, FR2-L, FR3-L, FR4-L, y FR1-H,
FR2-H, FR3-H, FR4-H, respectivamente.

[0061] Tal como se usa en el presente documento, una "region estructural humana" es una regién estructural que
es sustancialmente idéntica (aproximadamente 85%, o0 mas, en particular 90%, 95%, 97%, 99% o 100%) a la regién
estructural de un anticuerpo humano de origen natural.

[0062] En el contexto de la presente invencion, la definicion de CDR/FR en una cadena ligera o pesada de
inmunoglobulina se determina en base a la definicion de IMGT (Lefranc et al (2003) Dev Comp Immunol 27 (1): 55-
77; www.imgt.org).

[0063] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "anticuerpo" se refiere a anticuerpos
convencionales y fragmentos de los mismos, asi como a anticuerpos de dominio Unico y fragmentos de los mismos,
en particular cadena pesada variable de los anticuerpos de dominio Unico, y anticuerpos quiméricos, humanizados,
biespecificos o multiespecificos.

[0064] Tal como se usa en este documento, anticuerpo o inmunoglobulina también incluye "anticuerpos de dominio
unico" que se han descrito mas recientemente y que son anticuerpos cuyas regiones determinantes de
complementariedad son parte de un polipéptido de dominio UGnico. Ejemplos de anticuerpos de dominio Unico
incluyen anticuerpos de cadena pesada, anticuerpos desprovistos de forma natural de cadenas ligeras, anticuerpos
de dominio Unico derivados de anticuerpos de cuatro cadenas convencionales, anticuerpos de dominio U(nico
disefiados. Los anticuerpos de dominio Unico se pueden derivar de cualquier especie, incluyendo, pero no limitado a
ratén, ser humano, camello, llama, cabra, conejo y bovino. Los anticuerpos de dominio Unico pueden ser anticuerpos
de dominio Unico de origen natural conocidos como anticuerpo de cadena pesada carente de las cadenas ligeras. En
particular, las especies de Camelidae, por ejemplo camello, dromedario, llama, alpaca y guanaco, producen
anticuerpos de cadena pesada desprovistos de forma natural de cadena ligera. Los anticuerpos de cadena pesada
de camélidos también carecen del dominio CH1.

[0065] La cadena pesada variable de estos anticuerpos de dominio Unico desprovistos de cadenas ligeras son
conocidas en la técnica como "VHH" o "nanocuerpos”. Similar a dominios VH convencionales, los VHH contienen
cuatro FRs y tres CDRs. Los nanoanticuerpos tienen ventajas sobre los anticuerpos convencionales: son
aproximadamente diez veces mas pequefios que las moléculas de IgG, y, como consecuencia, se pueden producir
nanoanticuerpos funcionales correctamente plegados mediante expresion in vitro, a la vez que se consigue un alto
rendimiento. Ademas, los nanoanticuerpos son muy estables y resistentes a la accion de proteasas. Las
propiedades y produccion de nanoanticuerpos han sido revisados por Harmsen y De Haard (Harmsen y De Haard
(2007) Appl Microbiol Biotechnol 77: 13-22).

[0066] EI término "anticuerpo monoclonal" o "mAb", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una
molécula de anticuerpo de una Unica composicion de aminoacidos que se dirige contra un antigeno especifico, y no
debe ser interpretado como que requiere la produccién del anticuerpo mediante cualquier procedimiento
particular. Un anticuerpo monoclonal puede ser producido por un tnico clon de células B o hibridomas, pero también
puede ser recombinante, es decir, producido por ingenieria de proteinas.

[0067] "Fragmentos" de anticuerpos (convencionales) comprenden una porciéon de un anticuerpo intacto, en
particular, la regién de unién a antigeno o region variable del anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de
anticuerpos incluyen Fv, Fab, F(ab’)z, Fab', dsFv, (dsFv)2, scFv, sc(Fv)2, diacuerpos, anticuerpos biespecificos y
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos. Un fragmento de un anticuerpo convencional
también puede ser un anticuerpo de dominio Unico, tal como un anticuerpo de cadena pesada o VHH.

[0068] EI término "Fab" indica un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de aproximadamente
50.000 Da y la actividad de unién al antigeno, en el que aproximadamente una mitad de la parte N-terminal de la
cadena H y toda la cadena L, entre los fragmentos obtenidos tratando IgG con una proteasa, papaina, estan unida a
través de un enlace disulfuro.

[0069] El término "E(ab)." se refiere a un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de
aproximadamente 100.000 Da y la actividad de unién a antigeno, que es ligeramente mayor que el Fab unido
mediante un enlace disulfuro de la regién bisagra, entre los fragmentos obtenido tratando IgG con una proteasa,
pepsina.

[0070]  Un polipéptido Fv de cadena sencilla ("scFv") es un heterodimero VH::VL unido covalentemente que se

expresa habitualmente a partir de una fusion de genes que incluyen genes que codifican VH y VL unidos por un
enlazador que codifica el péptido. EI fragmento scFv humano de la presente invencién incluye CDRs que se
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mantienen en conformacion apropiada, en particular mediante el uso de técnicas de recombinacion génica. Los
fragmentos de anticuerpos divalentes y multivalentes se pueden formar espontaneamente mediante asociacion de
scFv monovalentes, o pueden generarse mediante el acoplamiento de scFv monovalentes por un enlazador
peptidico, tal como sc(Fv)2 divalente.

[0071] "dsFv" es un heterodimero VH::VL estabilizado por un enlace disulfuro.

[0072] "(dsFv)." indica dos dsFv acoplados por un enlazador peptidico.

[0073] El término "anticuerpo biespecifico" o "BsAb" indica un anticuerpo que combina los sitios de union a
antigeno de dos anticuerpos dentro de una sola molécula. Por lo tanto, BsAbs son capaces de unirse a dos
antigenos diferentes simultdneamente. Se ha utilizado ingenieria genética con mayor frecuencia para disefiar,
modificar y producir anticuerpos o derivados de anticuerpo con un conjunto deseado de propiedades de union y
funciones efectoras, tal como se describe, por ejemplo, en el documento EP 2 050 764 Al.

[0074] EIl término "anticuerpo multiespecifico” indica un anticuerpo que combina los sitios de unién a antigeno de
dos 0 mas anticuerpos dentro de una sola molécula.

[0075] El término "diacuerpos" se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpos con dos sitios de unién a
antigeno, cuyos fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio
variable de cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica (VH-VL). Mediante el uso de un enlazador que es
demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios son
forzados a emparejarse con los dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unién a antigeno.

[0076] En una realizacion particular, el fragmento de unién a epitopo se selecciona del grupo que consiste en Fv,
Fab, F(ab’), Fab’, dsFv, (dsFv)2, scFv, sc(fv)2, diacuerpos y VHH.

[0077] Un "anticuerpo quimérico", tal como se usa en el presente documento, es un anticuerpo en el que se altera
la region constante, o una porcion de la misma, sustituida, o intercambiada, de manera que la region variable esta
unida a una region constante de una especie diferente, o pertenecientes a otra clase o subclase de
anticuerpo. "Anticuerpo quimérico" se refiere también a un anticuerpo en el que se altera la regién variable, o una
porcion de la misma, sustituida o intercambiada, de manera que la region constante esta unida a una regién variable
de una especie diferente, o perteneciente a otra clase o subclase de anticuerpo.

[0078] El término "anticuerpo humanizado" se refiere a un anticuerpo que es inicialmente en su totalidad o
parcialmente de origen no humano y que ha sido modificado para reemplazar ciertos aminoacidos, en particular en
las regiones estructurales de las cadenas pesadas y ligeras, con el fin de evitar o minimizar una respuesta
inmunitaria en los seres humanos. Los dominios constantes de un anticuerpo humanizado son la mayoria de veces
dominios CH y CL humanos. En una realizacién, un anticuerpo humanizado tiene dominios constantes de origen
humano. Tal como se utiliza en el presente documento, el término "anticuerpo humanizado" se refiere a un
anticuerpo quimérico que contiene una secuencia minima derivada de una inmunoglobulina no humana, por ejemplo,
las CDR.

[0079] EI término "polipéptido” o "polipéptido que se une a netrina-1" se utiliza para abarcar todos estos tipos de
anticuerpos, fragmentos o combinacién de los mismos.

[0080] EI objetivo de la humanizacion es una reduccion en la inmunogenicidad de un anticuerpo xenogénico, tal
como un anticuerpo murino, para su introducciéon en un ser humano, mientras que se mantiene la completa afinidad
y especificidad de union antigeno del anticuerpo. Los anticuerpos humanizados, o anticuerpos adaptados para el no
rechazo por otros mamiferos, se pueden producir usando varias tecnologias, tales como “resurfacing” y el injerto de
CDR. Tal como se utiliza en el presente documento, la tecnologia de “resurfacing” utiliza una combinacién de
modelado molecular, analisis estadistico y mutagénesis para alterar las superficies no-CDR de regiones variables de
anticuerpos para asemejarse a las superficies de anticuerpos conocidos del huésped diana.

[0081] Los anticuerpos pueden humanizarse usando una variedad de otras técnicas que incluyen el injerto de CDR
(EP0239400; W091/09967; Patentes de Estados Unidos N° 5.530.101 y 5.585.089), el recubrimiento o “resurfacing”
(EP0592106; EP0519596; Padlan (1991) Molecular Immunology 28 (4/5): 489-498; Studnicka et al (1994) Protein
Engineering 7 (6): 805-814; Roguska et al (1994) Proc Natl Acad Sci USA. 91: 969-973), y el barajado de cadenas
(patente de Estados Unidos No. 5.565.332). Los anticuerpos humanos pueden producirse mediante una variedad de
procedimientos conocidos en la técnica, incluyendo procedimientos de expresion en fagos. Véanse también las
patentes de Estados Unidos Nos. 4.444.887, 4.716.111, 5.545.806, y 5.814.318;y las solicitudes de patente
internacional W098/46645, W098/50433, W098/24893, W098/16654, W096/34096, W096/33735, y W091/10741.

[0082] En el contexto de la presente invencion, el término "tratar" o "tratamiento", tal como se usa en este
documento, significa invertir, aliviar, inhibir el progreso de, o prevenir el trastorno o afeccion al que se aplica dicho
término, o uno o més sintomas de dicho trastorno o afeccion.
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[0083] Por el término "tratamiento de cancer", tal como se usa en el presente documento, se entiende la inhibicién
del crecimiento de células malignas de un tumor y/o la progresion de la metastasis de dicho tumor. Dicho tratamiento
también puede conducir a la regresion del crecimiento del tumor, es decir, la disminucién en el tamafio de un tumor
medible. En una realizacion particular, dicho tratamiento conduce a una regresion parcial del tumor o metastasis. En
otra realizacion particular, dicho tratamiento conduce a la regresién completa del tumor o la metastasis.

[0084] Segun la presente invencién, el término "paciente” o "paciente en necesidad del mismo" esta referido a un
mamifero humano o no humano afectado o susceptible de ser afectado por un tumor maligno humano.

[0085] En una realizacion particular, el paciente a tratar puede haber sido tratados previamente con otros
tratamientos contra el cancer. En particular, el paciente a tratar puede haber sido tratado previamente con un
régimen basado en oxaliplatino, cisplatino, carboplatino, y/o paclitaxel-docetaxel.

[0086] Por una "cantidad terapéuticamente eficaz" del polipéptido o anticuerpo de la presente invencién se
entiende una cantidad suficiente del mismo para tratar dicha enfermedad de cancer en una relacidon beneficio/riesgo
razonable aplicable a cualquier tratamiento médico. Se entendera, sin embargo, que el uso diario total del
polipéptido o anticuerpo de la presente invencion sera decidido por el médico asistente dentro del alcance del juicio
médico. El nivel especifico de dosis terapéuticamente eficaz para cualquier paciente particular dependera de una
variedad de factores, incluyendo el trastorno a tratar y la gravedad del trastorno; la actividad del polipéptido o
anticuerpo especifico empleado; la composicién especifica empleada, la edad, peso corporal, salud general, sexo y
dieta del paciente; el tiempo de administracion, via de administracion, y velocidad de excrecién del polipéptido o
anticuerpo especifico empleado; la duracion del tratamiento; farmacos usados en combinacién o coincidentes con el
polipéptido o anticuerpo especifico empleado; y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas. En una
realizacién particular, dicha cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido o anticuerpo se administra al paciente
es una dosis que varia de 5 mg/m? a 500 mg/m?, mas particularmente que va de 150 mg/m? a 450 mg/m? de area de
superficie corporal.

[0087] En una realizacion adicional, el polipéptido o anticuerpo de la presente invencién se administra
repetidamente segun un protocolo que depende del paciente a ser tratado (edad, peso, historial de tratamiento, etc.),
gue puede ser determinado por un médico experto.

[0088] "Farmacéuticamente” o "farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades moleculares y composiciones
que no producen una reaccién adversa, alérgica u otra reaccion desfavorable cuando se administra a un mamifero,
especialmente un ser humano, segin sea apropiado. Un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable se
refiere a una carga, diluyente, material de encapsulacion o auxiliar de formulacién de cualquier tipo soélida,
semisolida o liquida no toxica.

[0089] La forma de las composiciones farmacéuticas que incluyen el polipéptido o anticuerpo de la presente
invencion y la via de administracién, naturalmente, dependeran de la afeccién a tratar, la gravedad de la
enfermedad, la edad, peso y sexo del paciente, etc.

[0090] El polipéptido o anticuerpo de la presente invencion se pueden formular para una administracién tépica,
oral, parenteral, intranasal, intravenosa, intramuscular, subcutdnea o intraocular y similares. En una realizacién
particular, el polipéptido o anticuerpo de la presente invencién se administra por via intravenosa

[0091]  En particular, las composiciones farmacéuticas que incluyen el polipéptido o anticuerpo de la presente
invencion puede contener vehiculos que son farmacéuticamente aceptables para una formulacion capaz de ser
inyectada. Estos pueden ser, en particular, soluciones salinas isoténicas, estériles (fosfato de monosodio o disodio,
cloruro de sodio, potasio, calcio 0 magnesio y similares 0 mezclas de estas sales), 0 composiciones en seco,
especialmente liofilizadas, que tras la adicion, dependiendo del caso, de agua esterilizada o de suero fisioldgico,
permiten la constitucidn de soluciones inyectables.

[0092] Para preparar composiciones farmacéuticas, una cantidad eficaz del polipéptido o anticuerpo de la presente
invencion se puede disolver o dispersar en un portador farmacéuticamente aceptable o medio acuoso.

[0093] Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas
estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En
todos los casos, la forma debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una facil inyectabilidad. Debe
ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe conservarse frente a la accién contaminante
de microorganismos, tales como bacterias y hongos.

[0094] EI portador puede ser un disolvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similares) y mezclas adecuadas de los mismos. La
fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, mediante
el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersion y mediante el uso de tensioactivos,
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agentes estabilizantes, crioprotectores o antioxidantes. La prevencién de la accion de microorganismos puede ser
provocada por agentes antibacterianos y antifingicos. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos,
por ejemplo, azlcares o cloruro de sodio.

[0095] Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad
requerida en el disolvente apropiado con varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente, segun se
requiera, seguido de esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los
diversos ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los
otros ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion
de soluciones inyectables estériles, los procedimientos preferidos de preparacién son técnicas de secado al vacio y
de liofilizaciéon que producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de
una solucion previamente esterilizada por filtracién del mismo.

[0096] Tras la formulacioén, las soluciones se administraran de una manera compatible con la formulaciéon de
dosificacion y en tal cantidad que sean terapéuticamente eficaces. Las formulaciones se administran facilmente en
una variedad de formas de dosificacion, tales como el tipo de soluciones inyectables descritas anteriormente, pero
también se pueden emplear capsulas de liberacion de farmaco y similares.

[0097] Para la administracién parenteral en una solucién acuosa, por ejemplo, la solucion debe estar
adecuadamente tamponada si es necesario y el diluyente liquido hacerse primero isoténico con solucion salina o
glucosa suficiente. Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para administracion
intravenosa, intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. En este respecto, los medios acuosos estériles que pueden
emplearse seran conocidos por los expertos en la técnica a la luz de la presente descripcion. Por ejemplo, una
dosificacién podria disolverse en 1 ml de solucion isoténica de NaCl y afiadirse a 1000 ml de fluido de
hipodermoclisis o inyectarse en el sitio de infusién propuesto, (véase por ejemplo, "Pharmaceutical Sciences de
Remington" 152 edicion, paginas 1035-1038 y 1570-1580). Alguna variacion en la dosificacién ocurrira
necesariamente dependiendo de la condicién del sujeto que estd siendo tratado. La persona responsable de la
administracion determinara, en cualquier caso, la dosis apropiada para el sujeto individual.

Tabla 1: Descripcién de las secuencias:
SEQ ID No: | Descripcion Secuencia
1 Secuencia  de | JMMRAVWEALAALAAVACLVGAVRGGPGLSMFAGQAAQ

aminoacidos (aa)
de netrina-1 con | PDPCSDENGHPRRCIPDFVNAAFGKDVRVSSTCGRPPA
peptido sefial en | oy \ SERGEERLRSCHLCNASDPKKAHPPAFLTDLNNP

negrita y mapeo
I?r?eal eneaggei?:\ HNLTCWQSENYLQFPHNVTLTLSLGKKFEVTYVSLQFCS
y subrayado PRPESMAIYKSMDYGRTWVPFQFYSTQCRKMYNRPHRA
PITKONEQEAVCTDSHTDMRPLSGGLIAFSTLDGRPSAH

DFDNSPVLQDWVTATDIRVAFSRLHTFGDENEDDSELAR
DSYFYAVSDLQVGGRCKCNGHAARCVRDRDDSLYCDCR
HNTAGPECDRCKPFHYDRPWQRATAREANECVACNCN

LHARRCRFNMELYKLSGRKSGGVCLNCRHNTAGRHCH
YCKEGYYRDMGKPITHRKACKACDCHPVGAAGKTCNQT

TGQCPCKDGVTGITCNRCAKGYQQSRSPIAPCIKIPVAPP
TTAASSVEEPEDCDSYCKASKGKLKINMKKYCKKDYAVQI

HILKADKAGDWWKFTVNIISVYKQGTSRIRRGDQSLWIRS
RDIACKCPKIKPLKKYLLLGNAEDSPDQSGIVADKSSLVIQ
WRDTWARRLRKFQQREKKGKCKKA
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Secuencia de
acidos nucleicos
de netrina-1

ATGATGCGCGCAGTGTGGGAGGCGCTGGCGGCGCTG
GCGGCGGTGGCGTGCCTGGTGGGCGCGGTGCGCGG
CGGGCCCGGGCTCAGCATGTTCGCGGGCCAGGCGGC
GCAGCCCGATCCCTGCTCGGACGAGAACGGCCACCC
GCGCCGCTGCATCCCGGACTTTGTCAATGCGGCCTTC
GGCAAGGACGTGCGCGTGTCCAGCACCTGCGGCCGG
CCCCCGGCGCGCTACTGCGTGGTGAGCGAGCGCGGC
GAGGAGCGGCTGCGCTCGTGCCACCTCTGCAACGCGT
CCGACCCCAAGAAGGCGCACCCGCCCGCCTTCCTCAC
CGACCTCAACAACCCGCACAACCTGACGTGCTGGCAG
TCCGAGAACTACCTGCAGTTCCCGCACAACGTCACGCT
CACACTGTCCCTCGGCAAGAAGTTCGAAGTGACCTAC
GTGAGCCTGCAGTTCTGCTCGCCGCGGCCCGAGTCCA
TGGCCATCTACAAGTCCATGGACTACGGGCGCACGTG
GGTGCCCTTCCAGTTCTACTCCACGCAGTGCCGCAAG
ATGTACAACCGGCCGCACCGCGCGCCCATCACCAAGC
AGAACGAGCAGGAGGCCGTGTGCACCGACTCGCACAC
CGACATGCGCCCGCTCTCGGGCGGCCTCATCGCCTTC
AGCACGCTGGACGGGCGGCCCTCGGCGCACGACTTC
GACAACTCGCCCGTGCTGCAGGACTGGGTCACGGCCA
CAGACATCCGCGTGGCCTTCAGCCGCCTGCACACGTT
CGGCGACGAGAACGAGGACGACTCGGAGCTGGCGCG
CGACTCGTACTTCTACGCGGTGTCCGACCTGCAGGTG
GGCGGCCGGTGCAAGTGCAACGGCCACGCGGCCCGC
TGCGTGCGCGACCGCGACGACAGCCTGGTGTGCGACT
GCAGGCACAACACGGCCGGCCCGGAGTGCGACCGCT
GCAAGCCCTTCCACTACGACCGGCCCTGGCAGCGCGC
CACAGCCCGCGAAGCCAACGAGTGCGTGGCCTGTAAC
TGCAACCTGCATGCCCGGCGCTGCCGCTTCAACATGG
AGCTCTACAAGCTTTCGGGGCGCAAGAGCGGAGGTGT
CTGCCTCAACTGTCGCCACAACACCGCCGGCCGCCAC
TGCCATTACTGCAAGGAGGGCTACTACCGCGACATGG
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GCAAGCCCATCACCCACCGGAAGGCCTGCAAAGCCTG
TGATTGCCACCCTGTGGGTGCTGCTGGCAAAACCTGC
AACCAAACCACCGGCCAGTGTCCCTGCAAGGACGGCG
TGACGGGTATCACCTGCAACCGCTGCGCCAAAGGCTA
CCAGCAGAGCCGCTCTCCCATCGCCCCCTGCATAAAG
ATCCCTGTAGCGCCGCCGACGACTGCAGCCAGCAGCG
TGGAGGAGCCTGAAGACTGCGATTCCTACTGCAAGGC
CTCCAAGGGGAAGCTGAAGATTAACATGAAAAAGTACT
GCAAGAAGGACTATGCCGTCCAGATCCACATCCTGAA
GGCGGACAAGGCGGGGGACTGGTGGAAGTTCACGGT
GAACATCATCTCCGTGTATAAGCAGGGCACGAGCCGC
ATCCGCCGCGGTGACCAGAGCCTGTGGATCCGCTCGC
GGGACATCGCCTGCAAGTGTCCCAAAATCAAGCCCCT
CAAGAAGTACCTGCTGCTGGGCAACGCGGAGGACTCT
CCGGACCAGAGCGGCATCGTGGCCGATAAAAGCAGCC
TGGTGATCCAGTGGCGGGACACGTGGGCGCGGCGGC
TGCGCAAGTTCCAGCAGCGTGAGAAGAAGGGCAAGTG
CAAGAAGGCCTAGCG

Secuencia
epitépica de aa
de netrina-1

VACNCNLHARRCRFNMELYKLSGRKSGGVCLNCRHNTA
GRHCH

Secuencia de
ADNc epitopico
de netrina-1

GTGGCCTGTAACTGCAACCTGCATGCCCGGCGCTGCC
GCTTCAACATGGAGCTCTACAAGCTTTCGGGGCGCAA
GAGCGGAGGTGTCTGCCTCAACTGTCGCCACAACACC
GCCGGCCGCCACTGCCAT

5 Secuencia de aa GYTFTSYN
de CDR1-H
(IMGT)

6 Secuencia de aa IYPGNGDT
de CDR2-H
(IMGT)

7 Secuencia de aa | ARGGTGFAY
de CDR3-H
(IMGT)

8 Secuencia de aa | QSVSND
de CDR1-L
(IMGT)
Secuencia de aa | YAS
de CDR2-L
(IMGT)

9 Secuencia de aa | QQDYSSPWT
de CDR3-L

(IMGT et Kabat)

10

Secuencia de aa
de VH de 4C11
de ratéon

QAYLQQSGAELVRPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVK
QTPRQGLEWIGAIYPGNGDTSYNQKFKGKATLTVDKSSS
TAYMQLSSLTSEDSAVYFCARGGTGFAYWGQGTLVTVS
A
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11

Secuencia de aa
de VL de 4Ci11
de ratéon

SIVMTQTPKFLLVSAGDRVTITCKASQSVSNDVAWYQQK
PGQSPKLLIYYASNRYTGVPDRFTGSGYGTDFTFTISTVQ
AEDLAVYFCQQDYSSPWTFGGGTKLEIK

12

Secuencia de aa
completa de
4C11 (VH + CH
de 1gGl de
raton)

QAYLQQSGAELVRPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVK
QTPRQGLEWIGAIYPGNGDTSYNQKFKGKATLTVDKSSS
TAYMQLSSLTSEDSAVYFCARGGTGFAYWGQGTLVTVS
AAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVT
VTWNSGSLSSGVHTFPAVLESDLYTLSSSVTVPSSPRPS
ETVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSV
FIFPPKPKDVLTITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSWFVDD
VEVHTAQTQPREEQFNSTFRSVSELPIMHQDWLNGKEFK
CRVNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAK
DKVSLTCMITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMN
TNGSYFVYSKLNVQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHT
EKSLSHSPGK

13

Secuencia de aa
completa de
4C11 (VL + CL
de kappa de
raton)

SIVMTQTPKFLLVSAGDRVTITCKASQSVSNDVAWYQQK
PGQSPKLLIYYASNRYTGVPDRFTGSGYGTDFTFTISTVQ
AEDLAVYFCQQDYSSPWTFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFP
PSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNG
VLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEAT
HKTSTSPIVKSFNRNEC

14

Secuencia de aa
de VL de
variante
humanizada de
4C11

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVSNDVAWYQQK
PGKAPKLLIYYASNRYTGIPPRFSGSGYGTDFTLTINNIES
EDAAYYFCQQDYSSPWTFGQG

15

Secuencia de aa
de VL de
variante
humanizada de
4C11

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVSNDVAWFQQR
PGQSPRRLIYYASNRYTGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLE
AEDAATYYCQQDYSSPWTFGQG

16

Secuencia de aa
de VL de
variante
humanizada de
4C11

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVSNDVAWYQQK
PGQAPRLLIYYASNRYTGIPPRFSGSGYGTDFTLTINNIES
EDAAYYFCQQDYSSPWTFGQG

17

Secuencia de aa
de VL de
variante
humanizada de
4C11

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVSNDVAWYLQK
PGQSPQLLIYYASNRYTGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLE
AEDAATYYCQQDYSSPWTFGQG

18

Secuencia de aa
de VL de
variante
humanizada de
4C11

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCKASQSVSNDVAWYQQK
PGQAPRLLIYYASNRYTGIPPRFSGSGYGTDFTLTINNIES
EDAAYYFCQQDYSSPWTFGQG

19

Secuencia de aa
de VL de
variante
humanizada de
4C11

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSNDVAWYQQK
PGQAPRLLIYYASNRYTGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQS
EDFAVYYCQQDYSSPWTFGQG
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20

Secuencia de aa
de VH de
variante
humanizada de
4C11

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYNMHWVR
QATGQGLEWMGAIYPGNGDTSYNQKFKGRVTITADKSTS
TAYMELSSLRSEDTAVYYCARGGTGFAYWGQG

21

Secuencia de aa
de VH de
variante
humanizada de
4C11

QVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGYTFTSYNMHWIRQ
PPGKGLEWIGAIYPGNGDTSYNQKFKGRVTITADKSTSTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARGGTGFAYWGQG

22

Secuencia de aa
de VH de
variante
humanizada de
4C11

QVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGYTFTSYNMHWVR
QATGQGLEWMGAIYPGNGDTSYNQKFKGRLTISKDTSKN
QVVLTMTNMDPVDTATYYCARGGTGFAYWGQG

23

Secuencia de aa
de VH de
variante
humanizada de
4C11

EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCKGSGYTFTSYNMHWVR
QATGQGLEWMGAIYPGNGDTSYNQKFKGRFTISRDDSK
NTAYLOMNSLKTEDTAVYYCARGGTGFAYWGQG

24

Secuencia de aa
de VH de
variante
humanizada de
4C11

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYTFTSYNMHWVR
QAPGQGLEWMGAIYPGNGDTSYNQKFKGRVTISYDTSK
NQFSLKLSSVTAADTAVYYCARGGTGFAYWGQG

25

Secuencia de aa
de VH de
variante
humanizada de
4C11

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYNMHWVR
QATGQGLEWMGAIYPGNGDTSYNQKFKGRVTITADKSTS
TAYMELSSLRSEDTAVYYCARGGTGFAYWGQG

26

Secuencia de aa
de VH de
variante
humanizada de
4C11

QVOQLOQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGYTFTSYNMHWVR
QATGQGLEWMGAIYPGNGDTSYNQKFKGRVTITADKSTS
TAYMELSSLRSEDTAVYYCARGGTGFAYWGQG

27

Secuencia de aa
de VH de
variante
humanizada de
4C11

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYNMHWVR
QAPGQGLEWMGAIYPGNGDTSYAQKFKGRVTMTRDTST
STVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGTGFAYWGQ

28

Secuencia de aa

SYNMH

de CDR1-H
(Kabat)
29 Secuencia de aa | AIYPGNGDTSYNQKFKG
de CDR2-H
(Kabat)
30 Secuencia de aa | GGTGFAY
de CDR3-H
(Kabat)
31 Secuencia de aa | KASQSVSNDVA
de CDR1-L
(Kabat)
32 Secuencia de aa | YASNRYT
de CDR2-L

(Kabat)

33

Cebador directo

aaaagtactgcaagaaggactatgc

34

Cebador inverso

ccctgcttatacacggagatg

35

Secuencia
epitopica de aa
de netrina-1

ARRCRFNMELYKLSGRKSGGVC

36

Secuencia de
ADNc epitdpica
de netrina-1

GCCCGGCGCTGCCGCTTCAACATGGAGCTCTACAAGC
TTTCGGGGCGCAAGAGCGGAGGTGTCTGC
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[0098] Las CDRs bajo IMGT se resaltan en negrita en la Tabla 1, cuando sea apropiado.

[0099] La presente invencion se describira ahora con mas detalle mediante ejemplos que deben considerarse
como realizaciones no limitantes.

Breve descripcion de las figuras:

[0100]

Figura 1: ensayo de unién ELISA de 4C11murino contra Netrina-1 humana. Se incubaron varias concentraciones de
4C11 se incubaron en placas de microtitulacion de 96 pocillos recubiertos con Netrina-1 marcada con FLAG
(APOTECH). El 4C11 unido se detect6 usando una IgG anti-ratén de cabra conjugada con peroxidasa de rabano
picante (Jackson Immunoresearch) y un sustrato quimioluminiscente (sustrato de transferencia Western PIERCE
ECL). La luminiscencia se leyo en un luminémetro Tecan Infinite F-500.

Figura 2: Inhibicion de la unién de Netrina-1 a UNC5B-Fc por 4C11. Se incubd netrina-1 marcada con FLAG
(APOTECH) en presencia de diversas concentraciones de 4C11 en placas de microtitulacién de 96 pocillos
recubiertos con UNC5B-Fc (Netris). La Netrina-1 unida se detecté utilizando un anticuerpo anti-FLAG conjugado con
peroxidasa de rabano picante (Sigma) y un sustrato quimioluminiscente (sustrato de transferencia Western PIERCE
ECL). La luminiscencia se ley6 en un luminémetro Tecan Infinite F-500.

Figura 3: Mapeo de epitopos lineales de 4C11 se realiz6 utilizando una matriz de 590 péptidos lineales de 15
aminoacidos que cubre toda la secuencia de Netrina-1 humana con una superposicion de péptido-péptido de 14
aminoéacidos. La union de 4C11 en el péptido se reveld usando una IgG anti-ratbn marcada con peroxidasa (POD) y
un sustrato quimioluminiscente.

Figura 4 : Esquema que muestra la secuencia de aminoacidos del epitopo de Netrina-1 (que se encuentra en el
segundo dominio de laminina de tipo EGF) reconocido por el anticuerpo murino 4C11.

Figura 5 : Induccion de la caspasa 3 en células epiteliales basales alveolares humanas adenocarcindmicas A549en
presencia del anticuerpo murino 4C11.

Figura 6 : Inhibicion del crecimiento de xenoinjertos humanos en ratones desnudos tratados con el anticuerpo 4C11
murino. Se inyectaron células epiteliales de adenocarcinoma de pulmén humano A549 por via subcutanea a ratones
desnudos atimicos (es decir inmunodeficientes). Una vez que el tumor habia alcanzado aproximadamente 100 mm?,
los ratones (n = 10 por grupo) fueron tratados intraperitonealmente con 5 mg/kg una vez a la semana con 4C11 o un
control isotipico (MOPC21).

Figura 7 : Inhibicion del crecimiento de xenoinjertos humanos en ratones desnudos tratados con el anticuerpo 4C11
murino. Se inyectaron células de linfoma de células del manto humano GRANTA-519 por via subcutanea a ratones
desnudos atimicos (es decir inmunodeficientes). Una vez que el tumor habia alcanzado aproximadamente 100 mm?,
los ratones (n = 10 por grupo) se trataron por via intraperitoneal con 2 mg/kg una vez a la semana o dos veces a la
semana con 4C11 o con el vehiculo (PBS).

Figura 8: Efecto in vivo de anticuerpo 4C11 humanizado (humO03) en el crecimiento de osteosarcoma trasplantable
de rata. Los tumores de osteosarcoma de rata se trasplantaron en posicién paratibial después de la denudacién del
periostio (n = 7). Las ratas fueron tratadas dos veces a la semana mediante inyeccion intraperitoneal de 4,4 mg/kg
de hum03 4C11 humanizado o un control isotipico con o sin doxorrubicina (2 mg/kg) o con PBS. La figura muestra el
aumento en veces del tumor en el dia 17.

Figura 9: Andlisis de Pepscan del dominio de union a NET1 del anticuerpo monoclonal 4C11 humanizado anti-
netrina 1 (NET1-H-mAb) HUMO3. Los datos en bruto de Pepscan obtenidos mediante cribado del mAb 4C11
humanizado contra la biblioteca de péptidos solapante de 590 péptidos lineales (eje x). La intensidad de sefial de la
interaccion se visualiza en el eje y.El pico corresponde a la siguiente secuencia de aminoacidos:
ARRCRFNMELYKLSGRKSGGVC (SEQ ID NO: 35).

Ejemplo 1: Generacién de anticuerpos, cribado y huma  nizacién

[0101] Ratones HTP™ recibieron 8 inyecciones (todos los dias, dos dias; primera inyeccion en presencia de
adyuvante completo de Freund, los otros con adyuvante incompleto) de 100 pg de Netrina 1-Fc (Adipogen). La
fusion de hibridomas se llevé a cabo 2 semanas después de la primera inmunizacion (ABPro, Lexington, MA). Los
sobrenadantes de hibridoma se cribaron para anticuerpos monoclonales especificos anti-netrina 1 utilizando un
ensayo de ELISA de antigeno dual (Netrina 1-Fc y proteina quimérica Fc irrelevante). Un ensayo de tipo ELISA
secundario se utilizé para seleccionar anticuerpos monoclonales capaces de bloquear la interaccion de Netrina 1 con
DCC o UNC5h2. A continuacion, se selecciond un anticuerpo monoclonal murino (4C11 murino o NET1-M-mAb).
Este anticuerpo esta formado de las secuencias SEQ ID NO: 12y 13.
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[0102] La humanizacion se realizo de la siguiente manera: fragmentos de ADN de doble cadena que codifican
secuencias de CDR de la cadena ligera y pesada de 4C11 murino se combinaron con grupos de estructuras
humanas. A continuacion, los dominios variables de longitud completa fueron clonados en vectores de expresion de
mamiferos. Los dominios variables de cadena ligera se clonaron en el marco con una sefial de secrecion y un
dominio constante kappa humano. Los dominios variables de cadena pesada se clonaron en marco con una
secuencia lider y un dominio constante de IgG1 humana. La diversidad de la biblioteca y la integridad de los marcos
de lectura de LC y HC se comprobaron mediante secuenciacion. Clones individuales fueron dispuestos en formato
de 96 pocillos y se prepard el ADN plasmidico para la transfeccién en células CHO. La biblioteca humanizada se
transfectd en células CHO en un formato de 96 pocillos. Los sobrenadantes de células CHO transfectadas se
recogieron entonces a las 48 horas después de la transfeccion y se cribaron mediante ensayos de unién a Netrina-1
y ELISA de competicion. Los dominios variables de cadena ligera y cadena pesada de los mejores 10 resultados se
secuenciaron, alinearon y analizaron. Se generaron los anticuerpos humanizados HUMO01-10, tal como se describe
anteriormente.

EJEMPLO 2: Produccion de MAb y purificacion de proteina A

[0103] Los procedimientos para producir anticuerpos monoclonales basados en las secuencias de &cidos
nucleicos que codifican las cadena pesada y cadenas ligeras son conocidos por la persona experta en la técnica. En
base a las secuencias descritas en el presente documento, la persona experta en la técnica puede producir diversos
anticuerpos murinos, humanizados y completamente humanizados dirigidos contra el epitopo lineal de SEQ ID NO: 3
0 35 o cualquier variante del mismo, tales como el anticuerpo 4C11 murino 4C11, y los anticuerpos humanizados
HUM1-10 y HUM1'-10'.

[0104] Las células de mamifero son las preferidas como huéspedes para la produccién de glicoproteinas
terapéuticas, debido a su capacidad de glicosilar proteinas en la forma mas compatible para aplicaciones humanas
(Jenkins et al, Nat Biotech 1996; 14: 975-81). Las células huésped de mamifero que podrian usarse incluyen, células
humanas Hela, 283, H9 y Jurkat, células de raton NIH3T3 y C127, células de mono verde africano Cos 1, Cos 7 y
CV1, células de codorniz QC1-3, células L de raton y células de ovario de hamster chino. Las bacterias muy
raramente glicosilan las proteinas, y como otro tipo de huéspedes comunes, tales como levaduras, hongos
filamentosos, insectos y células de plantas, producen patrones de glicosilacion asociados con la rapido depuracion
del torrente sanguineo.

[0105] Las células de ovario de hamster chino (CHO) permiten la generacion consistente de lineas celulares
genéticamente estables, altamente productivas. Pueden cultivarse a altas densidades en biorreactores simples
utilizando medio libre de suero, y permiten el desarrollo de bioprocesos seguros y reproducibles. Otras células
animales de uso comun incluyen células de rifion de hamster bebé (BHK), células de mieloma de raton NSO y
SP2/0. La produccion a partir de animales transgénicos también se ha probado (Jenkins et al, Nat Biotech 1996; 14:
975-81).

[0106] Un vector de expresion de mamifero tipico contiene el elemento promotor (promotores temprano y tardio de
SV40, las repeticiones terminales largas (LTR) de retrovirus, por ejemplo RSV, HTLV1, HIV1 y el promotor temprano
del citomegalovirus (MCMV, hCMV), que media en la iniciacién de la transcripcion del ARNm, la secuencia de
codificacion de la proteina, y las sefales requeridas para la terminacién de la transcripcién y la poliadenilacion del
transcrito (BGH poliA, gen de Herpes timidina quinasa del polia del virus de Herpes simplex (TKpa), poliA tardio de
SV40 y 3' UTR_Beta_Globin_poliA). Los elementos adicionales incluyen potenciadores (Ey, hlE1), secuencias de
Kozak, péptido sefial y secuencias intermedias flanqueadas por sitios donantes y aceptores para el empalme de
ARN. Los vectores de expresion adecuados para uso en la practica de la presente invencion incluyen, por ejemplo,
vectores tales como pcDNA3 0,1, pcDNA3.3, pOptiVEC, pRSV, pEuMCMV, pMCMVHE-UTR-BG, pHCMVHE-UTR-
BG, pMCMV-UTR-BG, pHCMV-UTR-BG, pMCMVHE-SV40, pHCMVHE-SV40, pMCMV-SV40, pHCMV -SV40,
PMCMVH E-TK, pHCMVHE-TK, pMCMV-TK, pHCMV-TK, pMCMVHE-BGH, pHCMVHE-BGH, pMCMV-BGH,
pHCMV-UTR-BGH).

[0107] Las células CHO Easy C vacias son cotransfectadas con vector de expresion de MAb para las cadenas
ligeras y pesadas siguienendo el procedimiento de transfeccién transitoria o estable habitual. La secrecion de
cadenas H y L es permitida por la secuencia lider IgH humana respectiva. Las regiones codificantes para las
cadenas ligera y pesada se introducen en el vector de expresién de MAb en el sitio de clonacién mdltiple. Los
transformantes se analizan para orientacion correcta y el marco de lectura, el vector de expresidon puede ser
transfectado en la linea celular CHO.

[0108] El fluido de cultivo de células recogidas producido a partir de células CHO se carga en la columna de la
Proteina A Hi Trap (GE Healthcare, Saint Cyr au Mont d'Or, Francia) que se equilibré con tampoén fosfato salino, pH
7,2. Las proteinas no unidas se hacen fluir y se extraen mediante varios lavados con tampén PBS. El MAb se eluy6
de la columna de la proteina A usando una etapa de elucién de acido citrico 0,1 M a pH 3,0. El eluyente de la
columna se controla mediante la A280. El pico de MAb se agrupé.
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Ejemplo 3: Ensayo de unién de tipo ELISA de anticuerpos 4C11 a Netrina-1 (Figura 1)

[0109] Se incubd una placa blanca de microtitulacion de 96 pocillos (Costar 3912 Corning) durante la noche a 4 °C,
con 100 ng de netrina-1 marcada con His (R & D 6419-N1) en 100 ul de solucién salina de tampén fosfato
(PBS). Después de tres lavados con 300 pl de PBS-0,05% de Tween-20 (PBS-T), la placa se bloqued mediante la
adicion de 100 pl de PBS-BSA al 3% y se incubd 1 hora a temperatura ambiente. Después de tres lavados con 300
pl de PBS-T, la placa se incubd con diversas cantidades (de 10 ng a 1200 ng) del anticuerpo anti-netrina-1. Después
de tres lavados con 300 pl de PBS-T, se afiadieron 100 pl de un anticuerpo secundario pertinente conjugado a
peroxidasa de rabano picante (HRP) (por ejemplo, IgG anti-humano de cabra (Fc) Sigma A0170 o cadena ligera
especifica (kappa) de 1gG anti-ratdn de cabra Jackson Immunoresearch 115-035-174) diluido 1/10000 en PBST-BSA
al 3% y la placa se incub6 1 hora a temperatura ambiente. Después de tres lavados con 300 ul de PBS-T, se
afiadieron 100 pl de un sustrato luminiscente de HRP (sustrato de transferencia de western ECL, Pierce). Después
de 5 a 10 minutos, la luminiscencia se leyé en un lumindmetro Tecan Infinite F-500.

[0110] La Figura 1 muestra la interaccion tipica dependiente de la dosis del anticuerpo murino 4C11 a netrina-1
adsorbida en el ensayo de tipo ELISA.

[0111] La concentracién de los anticuerpos que permiten la unién del 50% (ECso) se calcula a partir de la curvas
de unién sigmoidales, tal como se muestra en la Figura 1. La Tabla 1 muestra los valores de ECso (en pg/ml y en
nM) de los diferentes anticuerpos 4C11 murinos (anticuerpo completo 4C11, asi como fragmentos Fab y Fab'2) y
humanizados.

Tabla 1: Potencia de las diversas variantes de 4C11 para unirse a netrina-1 (Ejemplo 3) o para impedir la unién de
netrina-1 de unién sobre UNC5B (Ejemplo 5):

Datos de potencia
Unién (EC50) Inhibicién de la unién a ligando (IC50)

ng/ml pM ng/ml pM
IgG1 murina 4C11 57 380 75 502
IgG2a murina 4C11 63 420 85 567
Fab 4C11 650 13000 844 16880
Fab'2 4C11 35 350 89 890
HUMO1 134 894 54 360
HUMO3 166 1107 65 434
HUMO9 153 1021 71 474
HUMO8 134 894 77 514
HUMO6 139 927 82 547
HUMO5 151 1007 85 567
HUMO7 125 834 89 594
HUM10 211 1407 110 734
HUMO04 198 1321 199 1327
HUMO2 260 1734 215 1434

HUMO3 se seleccioné para experimentos adicionales. HUMO3 a veces se puede llamar a continuacion 4C11
humanizado

Ejemplo 4: Ensayo de unién a anticuerpo por resonanci a de plasmoén superficial

[0112] Las propiedades de union de los anticuerpos se analizaron mediante Biacore Tl 00 (GE Healthcare) con el
software Biacore T100 Control Biacore Tl 00 Evaluation asociado y el Chip: CM5-Chip como formato de ensayo.

[0113] Se capturd anticuerpo murino 4C11 (IgG1l) (SEQ ID NO: 12 y 13) a través de moléculas de captura
acopladas a amina. Se inyect6 una serie con concentraciones crecientes de netrina-1. La superficie del chip con la
molécula de captura acoplada a amina sola se utilizé como superficie de control de referencia para la correccion de
posibles efectos tampdn o la unién no especifica de netrina-I.

[0114] Moléculas de captura: Los anticuerpos anti-lgG de raton (de cabra, Jackson Immuno Research).

[0115] Acoplamiento con amina de moléculas de captura. El acoplamiento estdndar con amina de acuerdo con las
instrucciones del fabricante: tampén de desarrollo: tamp6n HBS-N, activacion por mezcla de EDC/NHS, objetivo de
densidad de ligando de 10.000 RU; los anticuerpos de captura se diluyeron en tampon de acoplamiento NaAc 10
mM, pH 4,5, ¢ = 30 pug/ml; finalmente los grupos carboxilo activados restantes fueron bloqueados por inyeccion de
etanolamina 1 M.
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[0116] Captura de anticuerpo 4C11: Captura de anticuerpo 4C11 en celdas de flujo de 2 a 4: Flujo de 5 pl/min,
tiempo de contacto de 72 segundos, c(anticuerpos IgG anti-ratén) = 5 nM. Tampon de captura: PBS (pH 7,4), Tween
20 al 0,005%

Muestra de analito: Se midieron serie de concentraciones clasicas a un caudal 50 pl/min mediante inyeccion
consecutiva de analito en 5 0 6 concentraciones crecientes (¢ = 2-164 nM). Tampon de desarrollo: 20 mM Hepes pH
7,4, Nacl 600 mM, Tween 20 al 0,005%. El analito se inyect6 durante 3 minutos seguido de una fase de disociacién
de 90s.

[0117] El andlisis semicuantitativo de resonancia de plasmén de superficie (SPR) de la cinética de unién de
netrina-1 a 4C11 capturado se realiz6 mediante analisis BIAcore de la unién del anticuerpo murino 4C11 tal como se
proporciona y describe en la presente invencion a netrina-1 humana. El anticuerpo 4C11 fue capturado en la
superficie del chip a través de moléculas anti-lgG humanas (Fc) acopladas a amina. Se inyectd una serie con
concentraciones crecientes de netrina-1 humana y se controlé el comportamiento de unién cinética mediante los
cambios en SPR. Los cambios como unidades relativas (RU) frente a un chip de control se registraron en el eje y
con el tiempo (eje x). Se observé la curva de asociacion y disociacion representativa del analito capturado 4C11 a
diferentes concentraciones de netrina-1 inyectada humana.

[0118] Los parametros cinéticos se calcularon a continuacion utilizando la doble referencia habitual (referencia de
control: union de analito de molécula de captura; celda de flujo: concentracion "0" de netrina-1 como blanco) y el
célculo con la unidn 1:1 de cinética de titulacion del modelo.

Tabla 2 proporciona los datos de afinidad medidos por SPR (Biacore® T100) a 25 °C en PBS:

Ka (M-1s-1) Kd (s-1) KD (nM)
Exp 1 1,4 x105 1,8 x 105 13,3
Exp 2 1,4 x105 1,8 x105 12,7
Ejemplo 5: 4C11 inhibe la unién de netrina 1 a UNC5B  (Figura 2)

[0119] Se incubd una placa blanca de microtitulacion de 96 pocillos (Costar 3912 Corning) durante la noche a 4 °C,
con 100 ng de UNC5B-Fc (R & D 1006-UN-050) o DCC-Fc (R & D 844-DC-050) en 100 pl de solucién salina de
tampon fosfato (PBS). Después de tres lavados con 300 ul de PBS-0,05% de Tween-20 (PBS-T), la placa se
bloqueé mediante la adicién de 100 pl de PBS-BSA al 2% y se incubd 1 hora a temperatura ambiente. Después de
tres lavados con 300 ul de PBS-T, la placa se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente, con 100 pl de PBS-
BSA al 1% que contenia 50 ng/ml de netrina-1 etiquetada con FLAG (Adipogen) y diversas cantidades (de 0,2 ng a
3000 ng) del anticuerpo 4C11. Después de tres lavados con 300 pl de PBS-T, se afiadieron 100 pl de un anticuerpo
monoclonal anti-FLAG M2 conjugado a peroxidasa de rabano picante (HRP) (Sigma A8592) diluido 1/5.000 en
PBST-BSA al 1% y la placa se incub6 1 hora a temperatura ambiente. Después de tres lavados con 300 pl de PBS-
T, se afadieron 100 pl de un sustrato luminiscente de HRP (sustrato de transferencia de western ECL,
Pierce). Después de 5 a 10 minutos, la luminiscencia se ley6 en un luminémetro Tecan Infinite F-500.

[0120] La Figura 2 muestra la inhibicion dependiente de la dosis tipica de la unién de netrina-1 a UNC5B mediante
cantidades crecientes de anticuerpo murino 4C11 en un ensayo de tipo ELISA.

[0121] La concentracion de los anticuerpos que permite una inhibicién del 50% (ICso) se calcula a partir de la
curvas de unién sigmoidales, tal como se muestra en la Figura 5. La Tabla 1 proporciona los valores de ICso (en
png/mly en nM) de los diferentes anticuerpos 4C11 murino (el anticuerpo completo 4C11, asi como fragmentos Fab y
Fab'2) y anticuerpos 4C11 humanizados.

Ejemplo 6: Mapeo de epitopos de netrina-1 de 4C11 mu rino (Figuras 3y 4)

[0122] EIl mapeo de epitopos se realizd utilizando una matriz de 590 péptidos lineales de 15 aminoacidos que
cubren toda la secuencia de Netrina-1 humana (sin el péptido sefial) con una superposicion de péptido-péptido de 14
aminoacidos. Los péptidos lineales se sintetizaron usando quimica de Fmoc estandar y se desprotegieron utilizando
acido trifludrico. Las tarjetas de polipropileno en formato de tarjeta de crédito de 455 pocillos que contenian los
péptidos unidos covalentemente se incubaron 30 min a 25 °C en PBST (PBS-1% de Tween 80) que contenian SQ al
5% (SQ, Super-Q, suero de caballo al 4%(v/v), ovoalbdmina al 5% (p/v) en PBST. Después del lavado, los péptidos
se incubaron con el 4C11 (1 pg/ml) PBST-0,1% SQ. Después del lavado, los péptidos se incubaron con una dilucién
1/1000 de anticuerpo anti-ratdon conjugado con peroxidasa (SouthernBiotech) durante una hora a 25 °C. Después del
lavado, se afiaden el sustrato de peroxidasa 2,2'-etilbenzotiazolina-azino-di-3-sulfonato (ABTS) y 2 microlitros de
H202 al 3 por ciento. Después una hora, se cuantifica el revelado del color con un dispositivo de carga acoplada
(CCD) - camara y un sistema de procesamiento de imagenes.

[0123] La Figura 3 muestra que el 4C11 murino interactla especificamente con los péptidos incluidos en la SEQ
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ID NO: 3: VACNCNLHARRCRFNMELYKLSGRKSGGVCLNCRHNTAGRHCH.

[0124] La Figura 4 es una representacion que muestra la ubicacién del epitopo reconocido por el anticuerpo 4C11
murino. Este epitopo es transportado por el segundo dominio de tipo EGF de Netrina-1.

[0125] El mapeo de epitopos Pepscan mediante la matriz de “spots” de 590 péptidos lineales de 15 aminoacidos
que cubren toda la secuencia de NET1 humana. Tal como se muestra en la figura 9, el anticuerpo HUMO3 se une a
8 péptidos solapantes correspondientes a la secuencia de aminoacidos "ARRCRFNMELYKLSGRKSGGVC" (SEQ ID
NO: 35) que esta presente dentro del dominio V-2 de NETL. El epitopo de unién del anticuerpo de este modo se
solapa con el dominio NET1 implicado en la interaccién con UNC5B. Para confirmar que el dominio V-2 de NET1 es
de hecho responsable de la interaccion con HUMO3, se generd una coleccién de mutantes y se realizaron ensayos
de unién in vitro de estos mutantes con el anticuerpo, asi como con UNCS5B. La mutacién puntual K358L fue
suficiente para disminuir la interaccidon con el HUMO3. La triple mutacion R348A-R349A-R351 A redujo la interaccion.

Ejemplo 7: Caspasa-3 inducida por 4C11 en células ep iteliales de adenocarcinoma de pulmén humano A549
humano (Figura 5)

[0126] El dia 1, las células se colocaron en placas en medio libre de suero (1,8 x 10° células por pocillo en placas
de seis pocillos con 1 ml por pocillo). El dia 2, el medio se reemplazé con 1 ml de medio libre de suero fresco que
contenia vehiculo (Ctrl), el anticuerpo 4C11 de raton, o un anticuerpo irrelevante IgG1,k murino (Ab) (10 pg/ml). Los
tratamientos se realizaron por duplicado. El dia 3, las células de los 2 pocillos tratados de forma idéntica se
recogieron y se combinaron como un grupo. Después de la centrifugacion, los sedimentos celulares se
resuspendieron en 55 pl de tampén de lisis proporcionado en el kit de ensayo fluorimétrico Caspasa 3/CPP32
(Gentaur Biovision, Bruselas, Bélgica). A continuacion, la apoptosis se controlé midiendo la actividad de la caspasa-
3 usando el kit mencionado anteriormente. Todos los valores se normalizaron al control.

[0127] La Figura 5 muestra que el anticuerpo 4C11 murino induce la actividad de caspasa 3 en células epiteliales
de adenocarcinoma de pulmén A549 humano.

Ejemplo 8: Inhibicién de crecimiento del tumor induc ido por 4C11 in vivo de A549 (células epiteliales de
adenocarcinoma de pulmon humano) (Figura 6) y xenoi  njertos de células GRANTA (células de linfoma de
células del manto humana) (Figura 7).

[0128] Se obtuvieron ratones un/un atimicos hembra de siete semanas de edad (20-22 g de peso corporal) de la
instalacion para animales Charles River. Los ratones fueron alojados en jaulas con filtros en la parta superior
esterilizadas y se mantiene en una instalacion para animales libre de patégenos. Todos los tumores se implantaron
mediante inyecciones s.c. de células tumorales (107 células A549 o 108 células GRANTA) en 200 pl de PBS en el
flanco derecho de los ratones. El tratamiento con el anticuerpo 4C11 comenz6 cuando los tumores se establecieron
(V = 100 mm3, aproximadamente 15-20 dias después de la inyeccién). Los ratones recibieron una inyeccion
intraperitoneal del anticuerpo 4C11 (diferentes dosis y programas), el vehiculo (PBS), o un control isotipico
(MOPC21) (n = 10 ratones). Los tamafios de los tumores se midieron con un calibrador. Los volimenes tumorales se
calcularon con la formula v = 0,5 * (longitud * anchura?).

[0129] Los ratones con xenoinjertos A549 fueron tratados con 5 mg/kg de 4C11 una vez a la semana, mientras
que los ratones con xenoinjertos GRANTA recibieron una dosis mas baja de 4C11 (2 mg/kg) una vez o dos veces a
la semana.

[0130] Las figuras 6 y 7 mostraron una supresion significativa del crecimiento tumoral de las células epiteliales de
adenocarcinoma de pulmén A549 humano (A) y linfoma de células del manto humano GRANTA humano (B)
xenoinjertados en ratones inmunodeficientes.

[0131] El anticuerpo 4C11 muestra una inhibicién de A549 y el crecimiento tumoral de GRANTA.
Ejemplo 9: Sinergia entre 4C11 humanizado (hum03) yd oxorubicina en osteosarcoma de rata (Figura 8).

[0132] Se ha transformado un osteosarcoma de rata inducido por radiacion en un modelo trasplantable injertado
en posicion paratibial después de la denudacion del periostio (ref. Allouche M.et al., 1980, Int. J. Cancer 26, 777-
782). Como no se expreso netrina-1 en este tumor, se estimuld la expresion de netrina-1 y sus receptores usando un
agente de quimioterapia (Dox, Dorubicina), tal como se ha publicado recientemente (cf Paradisi et al.2013 EMBO
Mol Med (2013) 5, 1821-1834). Las ratas injertadas con el osteosarcoma recibieron dos veces una inyeccién intra-
peritoneal de 4C11 humanizado humO03 (4,4 mg/kg) o el vehiculo (ctr). Algunos animales recibieron adicionalmente
una inyeccioén intraperitoneal de doxorrubicina (2 mg/kg). Los tamafios de los tumores se midieron con un
calibrador. Los volimenes tumorales se calcularon con la formula v = 0,5 " (longitud * anchura?). En paralelo, se
utiliza MRI para seguir el patron de crecimiento.

[0133] La Figura 8 muestra que una inhibicion del crecimiento del osteosarcoma se consigue en animales tratados
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simultaneamente con 4C11 y doxorrubicina.

Ejemplo 10: Efecto de 4C11 murino en el modelo inflam  atorio de cancer de colon espontaneo generada
mediante la inflamacién. (modelo de ratén de cancer colorrectal asociado a IBD (enfermedad inflamatori a
intestinal))

(Cf Ref Proc Natl Acad Sci U.S.A. A. 6 Oct 2009; 106 (40): 17146-51).

[0134] Los ratones fueron tratados con AOM + DSS y se trataron con 2 mg/kg de PBS o 4Cl1l por via
intraperitoneal dos veces a la semana (n = 7), tal como se ha descrito previamente (Ref: Neufert C et al (2007) Nat
Protoc 2: 1998-2004). Brevemente, se inyectaron ratones Balb/C de tipo salvaje hembra de 8 semanas de vida libres
de patdgenos por via intraperitoneal con 10 mg/kg de peso corporal de AOM disuelto en PBS. El dia después, se
administr6 DSS al 2,5% en el agua de bebida durante una semana, seguido de 2 semanas de agua del grifo. Los
ratones fueron tratados con DSS durante 1 semana cada 2 semanas hasta la décima semana del experimento y se
inyectaron tres veces por semana con 4C11 o con PBS. Los animales fueron sacrificados en el comienzo de la
décima semana y el colon fue extraido para analisis histoldgico. La tabla 3 muestra claramente que el tratamiento de
los ratones con el anticuerpo 4C11 previene o ralentiza el desarrollo de adenocarcinomas de colon provocados por
situaciones inflamatorias.

[0135] Tabla 3: Efecto del mAb anti-Netrina 4C11 en tumores de colon provocados por situaciones inflamatorias in
vivo. Se generd un modelo de ratén de cancer colorrectal asociado a IBD (enfermedad inflamatoria intestinal), tal
como ya se ha descrito (Proc Natl Acad Sci U.S.A. A. 6 Oct 2009; 106 (40): 17146-51). Los ratones fueron tratados
primero con azoximetano (AOM) y sulfato dextrano sédico (DSS) para inducir el cancer colorrectal. Los ratones se
trataron con 2 mg/kg de PBS o 4C11 por via intraperitoneal dos veces a la semana (n = 7). Los ratones fueron
sacrificados. El colon extraido fue fijado en formaldehido para el analisis histoldgico. La Tabla 3 presenta el
porcentaje de ratones que muestran diversas lesiones de colon precancerosas 0 cancerosas.

Lesion de colon Tratamiento

PBS 4C11
Hiperplasia focal 0% 86%
Adenoma de grado bajo 50% 0%
Adenoma de grado elevado 16,7% 0%
ADK temprana 33,3% 42,8%
ADK 66,7% 14,3%

Ejemplo 11: Cuantificacion de la proteina Netrina-1 en células de cancer humano:

[0136] Para el andlisis de inmunotransferencia, las células se lisaron por sonicacion en tampon RIPA modificado
(Tris 50 mM-HCI, pH 7,5, NaCl 150 mM, NP-40 al 15, desoxicolato de sodio al 0,5%, SDS al 0,1%, EDTA 1 mM,
coctel de inhibidores de proteasas y DTT 5 mM) y se incubaron 1 hora a 4 °C. Los restos celulares se sedimentaron
por centrifugacion (10.000 g 15' a 4 °C) y los extractos de proteina (200 ug por carril) se cargaron en geles de SDS-
poliacrilamida al 10% y se transfirieron sobre laminas de PVDF (Millipore Corporation, Billerica, MA, EE.UU.). Los
filtros se bloquearon con leche en polvo desnatada al 10% y BSA al 5% en PBS/0,1% de Tween 20 (PBS-T) durante
la noche y después se incubaron durante 2 h con anticuerpo policlonal para a-netrina-1 de conejo (dilucion 1:500,
clon H104, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE.UU.) y anticuerpo monoclonal para B-actina de ratén
(Santa Cruz Biotechnologies). Después de tres lavados con PBS-T, los filtros se incubaron con el anticuerpo
secundario apropiado conjugado con HRP (1:10.000, Jackson ImmunoResearch, Suffolk, Reino Unido) durante 1
h. La deteccién se realiz6 utilizando el Sistema de quimioluminiscencia West Dura (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.).

[0137] Para el estudio de inmunofluorescencia, se separaron las células, se centrifugaron en cubreobjetos con un
citocentrifugador (Shandon Cytospin 3, Thermo Scientific) y se fijaron durante 30 minutos con paraformaldehido al
4% (v/v). A continuacion, las células se permeabilizaron durante 30 minutos en Triton X-100/PBS al 0,2% y se
bloquearon en PBS que contenia BSA al 2% y suero normal de burro al 2%. La netrina-1 enddgena se tifie usando
anticuerpo monoclonal de a-netrina-1 rata (R&D systems) y Igg anti-rata de burro Alexa-488 (Molecular Probes). Los
ndcleos se contratifieron mediante la tincion de Hoescht (Sigma).

Ejemplo 12: Ejemplo de canceres que sobreexpresan net  rina-1y la expresion de DCC y/o UNC5A y/o B y/o C
yl/o D para ser candidato para el tratamiento con un UNC5-TRAP o anticuerpo 4C11 humanizado.

[0138] El porcentaje de casos que sobreexpresan netrina-1 se proporciona para cada tipo de canceres para los
que la expresién de netrina-1 y sus receptores ha sido cuantificada.

- 60% de cancer de mama metastasico (Fitamant et al., PNAS 2008),

- 47% de cancer de pulmoén de células no pequefias (Delloye-Bourgeois et al., JINCI 2009),

- 38% de neuroblastoma agresivo (Delloye-Bourgeois et al., J. Exp Med 2009),

- 61% de adenocarcinoma de pancreas (Link et al, Annals of Chir Onco 2007; Dumartin et al, Gastro 2010),
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- 100% de melanoma primario (n = 7), metastasis de melanoma (n = 6) (Kaufmann et al., Cellular Oncology 2009),
- 76% de canceres de ovario (Panastasiou et al O., Oncotarget 2011),

- 65% de glioblastoma,

- 60% de leucemia mieloide aguda y leucemia linfocitica crénica

- 50% de linfoma agresivo de células B,

- 30% de sarcoma,

- 40% de adenocarcinoma renal,

- 22% de canceres de cabeza y cuello,

- canceres testiculares (36% de carcinoma embrionario, 50% de teratoma, 100% de los tumores de saco vitelino),
- 50% de canceres de rifion,

- 26% de canceres de estdbmago,

- 19% de céanceres de (tero.

Ejemplo 13. RT-PCR cuantitativa que permite evaluar|  a expresion o sobreexpresion de netrina-1 de acuerd o
con PCT/EP2013/068937:

[0139] Se extrae el ARN total utilizando el kit NucleoSpin® RNA Il (Macherey Nagel, Diren, Alemania) segun el
protocolo del fabricante. Las reacciones de RT-PCR se realizan con el kit de sintesis de ADNc iScript (BioRad). Un
pg de ARN total se transcribe de forma inversa utilizando el siguiente programa: 25 °C durante 5 min, 42 °C durante
30 min y 85 °C durante 5 min. Para estudios de expresion, los transcritos diana se amplifican en un aparato
LightCycler® 2.0 (Roche Applied Science), usando el LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | Kit (Roche
Applied Science). La expresion de los genes diana se normaliza a los genes de gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) y fosfoglicerato quinasa (PGK), utilizados como genes constitutivos. La cantidad de
transcritos diana, normalizados a los genes constitutivos, se calcula utilizando el procedimiento de Cr
comparativo. Se lleva a cabo un experimento de validacion con el fin de demostrar que las eficiencias de los genes
diana y constitutivos son aproximadamente iguales. Las secuencias de los cebadores son las siguientes:

Cebador directo: aaaagtactgcaagaaggactatgc SEQ ID NO: 33.
Cebador inverso: ccctgcttatacacggagatg SEQ ID NO: 34.

Ejemplo 14. Cuantificacion de proteinas Netrina-1 en células de céancer humano de acuerdo con
PCT/EP2013/068937:

[0140] Para el andlisis de inmunotransferencia, las células se lisan mediante sonicacion en tampon RIPA
modificado (Tris 50 mM-HCI, pH 7,5, NaCl 150 mM, NP-40 al 1 %, desoxicolato de sodio al 0,05%, SDS al 0,1%,
EDTA 1 mM, coctel de inhibidores de proteasa y DTT 5 mM) y se incuban 1 hora a 4 °C. Los restos celulares se
sedimentan mediante centrifugacién (10.000 g 15' a 4 °C) y los extractos de proteina (200 pg por carril) se cargan en
geles al 10% de SDS-poliacrilamida y se transfieren sobre laminas de PVDF (Millipore Corporation, Billerica, MA,
EE.UU.). Los filtros se bloquean con leche en polvo desnatada al 10% y BSA al 5% en PBS/Tween 20 al 0,1% (PBS-
T) durante la noche y después se incuban durante 2 h con anticuerpos policlonales de a-netrina-1 de conejo (dilucion
1:500, clon H104, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE.UU.) y anticuerpos monoclonales de 3-actina de
raton (Santa Cruz Biotechnologies). Después de tres lavados con PBS-T, los filtros se incuban con el anticuerpo
secundario apropiado conjugado con HRP (1:10.000, Jackson ImmunoResearch, Suffolk, Reino Unido) durante 1
h. La deteccién se realiza utilizando el sistema de quimioluminiscencia West Dura (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.).

[0141] Para el estudio de inmunofluorescencia, se separan las células, se centrifugan sobre un cubreobjetos con
un citocentrifugador (Shandon Cytospin 3, Thermo Scientific) y se fijan durante 30 minutos con paraformaldehido al
4% (v/v). A continuacion, las células se permeabilizaron durante 30 minutos en Triton X-100/PBS al 0,2% y se
bloquean en PBS que contiene BSA al 2% y suero normal de burro al 2%. La netrina-1 enddgena se tifie usando
anticuerpo monoclonal de a-netrina-1 rata (R&D systems) y Igg anti-rata de burro Alexa-488 (Molecular Probes). Los
nucleos se contratifien mediante la tincion de Hoescht (Sigma).

Ejemplo 15: Modelos de xenoinjertos  in vivo

[0142] Se recogieron del cultivo diferentes lineas celulares humanas (lineas de células epiteliales de
adenocarcinoma de pulmén H358 y A549 y lineas celulares de linfoma de células del manto GRANTA-519 y linfoma
difuso de células B grandes oci-ly3) en crecimiento exponencial, se lavaron dos veces con PBS estéril, se contaron y
5.108 células se resuspendieron en PBS antes de la implantacién s.c. en el flanco derecho de ratones
Swiss/desnudos hembra de 5 semanas de edad. Los volimenes tumorales (V) se determinaron mediante la férmula
V = 0,5 (longitud x ancho?) con un calibrador. Se establecieron tumores de 100 +/- 20 mm? antes de la aleatorizacion
en grupos (10 ratones cada uno). Se inyectaron anticuerpo anti-netrina 1 o un control isotipico po via i.v. (H358,
A549, oci-ly3) o i.p. (GRANTA-519) en ratones a 10 mg/kg dos veces a la semana. Se determiné el porcentaje de
inhibicion del crecimiento del tumor (% TGI) para cada linea celular injertada en el dia (d) indicado en la siguiente
tabla y se calculé mediante la férmula TGl (%) = (1-T/C) x 100, donde T indica el promedio del volumen del tumor del
grupo de prueba (tratados con los anticuerpos anti-netrina 1) en el dia d, y C indica el volumen promedio del grupo
tratado con el isotipo de control. Una inhibicidn del crecimiento tumoral < 50% se considera significativa.
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Xenoinjerto de linea | Anticuerpo % TGI Dia d después del
celular humana tratamiento

GRANTE-519 Murino 4C11 63 40

H358 4C11 humanizado HUM03 | 56 40

A549 4C11 humanizado HUM03 | 40 47

OCYI3 4C11 humanizado HUM03 | 33 20

[0143] Los anticuerpos murinos y humanizados de la presente invencion tenian efectos inhibidores de crecimiento

tumoral eficientes.
LISTADO DE SECUENCIAS
<110>

NETRIS PHARMA

a

(o)

r

a

(0]

r

a

Ala

Gly

Asp

Ala

Ala

75

Cys

Phe

<120> Anticuerpo anti-netrina-1 novedoso

<130> BET 14L3009

<160> 36

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 604

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> SENAL

<222> (1..(24

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (339)..(381)

<223> epitopo lineal

<400> 1

Met Met Arg Ala val Trp Glu Ala Leu Al

1 5 10

Cys Leu val Gly Ala val Arg Gly Gly Pr

20 25
Gly GIn Ala Ala GIn Pro Asp Pro Cys Se
35 40
Arg Arg Cys Ile Pro Asp Phe val Asn Al
50 55

Arg val Ser Ser Thr Cys Gly Arg Pro Pr

65 70

Ser Glu Arg Gly Glu Glu Arg Leu Arg Se
85 90

Ser Asp Pro Lys Lys Ala His Pro Pro Al

100 105

23

Leu

Leu

Glu

Phe

60

Arg

His

Leu

Ala

Ser

Asn

45

Gly

Tyr

Leu

Thr

Ala

Met

30

Gly

Lys

Cys

Cys

Asp

val
15

Phe

Asp

val

Asn

95

Leu

Pro

val

val

80

Asn
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Asn

Pro

Thr

145

Ile

Tyr

Ile

Asp

Gly

Trp

Phe

Phe

Gly

305

Phe

Glu

Asn

Leu

Pro

His

130

Tyr

Tyr

Ser

Thr

Met

210

Arg

val

Gly

Tyr

His

290

Cys

His

Cys

Met

Asn
370

His

115

Asn

val

Lys

Thr

Arg

Pro

Thr

Asp

Ala

275

Ala

Arg

Tyr

val

Glu

355

Cys

Asn

val

Ser

Ser

Gln

180

Gln

Pro

Ser

Ala

Glu

260

val

Ala

His

Asp

Ala

340

Leu

Arg

Leu

Thr

Leu

Met

165

Cys

Asn

Leu

Ala

Thr

245

Asn

Ser

Arg

Asn

Arg

cys

Tyr

His

Thr

Leu

Gln

150

Asp

Arg

Glu

Ser

His

230

Asp

Glu

Asp

Cys

Thr

310

Pro

Asn

Lys

Asn

Cys

Thr

135

Phe

Tyr

Lys

Gln

Gly

Asp

Ile

Asp

Leu

val

295

Ala

Trp

Cys

Leu

Thr
375
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Trp

Leu

cys

Gly

Met

Glu

200

Gly

Phe

Arg

Asp

Gln

280

Arg

Gly

Gln

Asn

Ser

360

Ala

Gln

Ser

Ser

Arg

Leu

Asp

val

Ser

265

val

Asp

Pro

Arg

Leu

345

Gly

Gly

Ser

Leu

Pro

Thr

170

Asn

val

Ile

Asn

Ala

250

Glu

Gly

Arg

Glu

Ala

330

His

Arg

Arg

24

Glu

Gly

Arg

Cys

Ala

Ser

235

Phe

Leu

Gly

Asp

Ala

Lys

His

Asn
Lys
1

Pro
val
Pro
Thr
Phe
220
Pro
Ser
Ala
Arg
Asp
300
Asp
Ala
Arg

Ser

Cys
380

Tyr

125

Lys

Glu

Pro

His

Asp

205

Ser

val

Arg

Arg

Cys

285

Ser

Arg

Arg

Arg

Leu

Phe

Ser

Phe

Arg

Ser

Thr

Leu

Leu

Asp

270

Lys

Leu

Cys

Glu

Cys

350

Gly

Tyr

Gln

Glu

Met

Gln

175

Ala

Leu

Gln

His

255

Ser

Cys

val

Lys

Ala

335

Arg

val

Cys

Phe

val

Ala

160

Phe

Pro

Thr

Asp

Asp

240

Thr

Tyr

Asn

Cys

Pro

320

Asn

Phe

Cys

Lys
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385

Cys

Asn

Thr

Ala

sSer

465

Gly

val

Phe

Arg

Leu

Gln

Gly

Lys

Gln

Cys

Pro

450

val

Lys

Gln

Thr

Cys

Glu

val

Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Tyr

Ala

Thr

Asn

435

Cys

Glu

Leu

Ile

val

515

Gly

Pro

Asp

Ile

2
1817
ADN

Tyr

Cys

Thr

420

Arg

Ile

Glu

Lys

His

500

Asn

Asp

Lys

Ser

Gln

580

Glu

Cys

Lys

Pro

Ile

485

Ile

Ile

Gln

Ile

Pro

565

Trp

Lys

Homo sapiens

2

Asp

390

Cys

Gln

Ala

Ile

Glu

470

Asn

Leu

Ile

Ser

Asp

Arg

Lys

Met

His

Cys

Lys

Pro

455

Asp

Met

Lys

Ser

Leu

535

Pro

Gln

Asp

Gly

ES 2770 620 T3

Gly

Pro

Pro

Gly

val

cys

Lys

Ala

val

520

Trp

Leu

Ser

Thr

Lys

Lys

val

Cys

425

Tyr

Ala

Asp

Lys

505

Tyr

Ile

Lys

Gly

Pro

Gly

Lys

Gln

Pro

Ser

Tyr

490

Lys

Lys

Arg

Lys

Ile

570

Ala

Lys

Ile

395

Ala

Asp

Gln

Pro

Tyr

475

Cys

Ala

Gln

Ser

Tyr

555

val

Arg

Lys

Thr

Ala

Gly

Ser

Thr

460

Cys

Lys

Gly

Gly

Ala

Arg

His

Gly

val

Lys

Lys

Asp

Thr

525

Asp

Leu

Asp

Leu

Arg

Lys

Thr

430

Ser

Ala

Ala

Asp

Leu

Lys

Lys

Thr

415

Gly

Pro

Ala

Ser

Tyr

495

Trp

Arg

Ala

Gly

ser

575

Lys

Ala
400

Cys

Ile

Ser

Cys

Asn

560

Ser

Phe

atgatgcgcg cagtgtggga ggcgctggcg gcgctggcgg cggtggcgtg cctggtgggce 60
gcggtgcgcg gcgggcccgg gctcagcatg ttcgcgggcc aggcggcgca gcccgatccc 120

tgctcggacg agaacggcca cccgcgccgc tgcatcccgg actttgtcaa tgcggccttc 180
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ggcaaggacg
agcgagcgcg
aaggcgcacc
cagtccgaga
aagttcgaag
atctacaagt
tgccgcaaga
gccgtgtgea
agcacgctgg
tgggtcacgg
aacgaggacg
gtgggcggcec
agcctggtgt
ttccactacg
tgtaactgca
gggcgcaaga
cattactgca
tgcaaagcct
ggccagtgtc
taccagcaga
actgcagcca
gggaagctga
atcctgaagg
tataagcagg
gacatcgcct
gcggaggact
tggcgggaca
tgcaagaagg

<210> 3
<211> 43
<212> PRT
<213>

<400> 3

1

tgcgegtgtc
gcgaggageg
cgcccgectt
actacctgca
tgacctacgt
ccatggacta
tgtacaaccg
ccgactcgca
acgggcggcc
ccacagacat
actcggagct
ggtgcaagtg
gcgactgcag
accggccctg
acctgcatgc
gcggaggtgt
aggagggcta
gtgattgcca
cctgcaagga
gccgctctec
gcagcgtgga
agattaacat
cggacaaggc
gcacgagccg
gcaagtgtcc
ctccggacca
cgtgggcgceg

cctagcg

Homo sapiens
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cagcacctgc
gctgcgctcg
cctcaccgac
gttcccgceac
gagcctgcag
cgggcgeacg
gccgcaccgc
caccgacatg
ctcggegceac
ccgcgtggec
ggcgcgcgac
caacggccac
gcacaacacg
gcagcgcgcc
ccggcgcetgce
ctgcctcaac
ctaccgcgac
ccctgtgggt
cggcgtgacg
catcgccccc
ggagcctgaa
gaaaaagtac
gggggactgg
catccgccgce
caaaatcaag
gagcggcatc

gcggctgegce

ggccggeccc
tgccacctct
ctcaacaacc
aacgtcacgc
ttctgctcgce
tgggtgccct
gcgcccatca
cgcccgetct
gacttcgaca
ttcagccgcec
tcgtacttct
gcggcccgcet
gccggcccgg
acagcccgcg
cgcttcaaca
tgtcgccaca
atgggcaagc
gctgctggca
ggtatcacct
tgcataaaga
gactgcgatt
tgcaagaagg
tggaagttca
ggtgaccaga
cccctcaaga
gtggccgata

aagttccagc

26

cggcgcgcta
gcaacgcgtc
cgcacaacct
tcacactgtc
cgcggceccga
tccagttcta
ccaagcagaa
cgggcggcect
actcgcccgt
tgcacacgtt
acgcggtgtc
gcgtgcgcga
agtgcgaccg
aagccaacga
tggagctcta
acaccgccgg
ccatcaccca
aaacctgcaa
gcaaccgctg
tccctgtagce
cctactgcaa
actatgccgt
cggtgaacat
gcctgtggat
agtacctgct
aaagcagcct

agcgtgagaa

ctgcgtggtg
cgaccccaag
gacgtgctgg
cctcggcaag
gtccatggcc
ctccacgcag
cgagcaggag
catcgccttc
gctgcaggac
cggcgacgag
cgacctgcag
ccgcgacgac
ctgcaagccc
gtgcgtggcc
caagctttcg
ccgccactgce
ccggaaggcc
ccaaaccacc
cgccaaaggc
gccgecgacg
ggcctccaag
ccagatccac
catctccgtg
ccgctcgegg
gctgggcaac
ggtgatccag

gaagggcaag

val Ala Cys Asnh Cys Asnh Leu His Ala Arg Arg Cys Arg Phe Asn Met
5 10

15

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
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Glu Leu Tyr Lys Leu Ser Gly Arg Lys Ser Gly Gly val Cys Leu Asn

20 25 30

Cys Arg His Asn Thr Ala Gly Arg His Cys His
35 40

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

4
129
ADN
Homo sapiens

4

gtggcctgta actgcaacct gcatgcccgg cgctgccgct tcaacatgga gctctacaag

ctttcggggc gcaagagcgg aggtgtctgc ctcaactgtc gccacaacac cgccggccgce

cactgccat

<210> 5

<211> 8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 5

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Asn
1 5

<210> 6

<211> 8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 6

Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr
1 5

<210> 7

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 7

Ala Arg Gly Gly Thr Gly Phe Ala Tyr
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

8

6

PRT

Mus musculus

8

Gln Ser val Ser Asn Asp
1 5

<210>
<211>

9
9
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60
120
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<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 9

Gln GIn Asp Tyr Ser Ser Pro Trp Thr
1 5

<210> 10

<211> 116

<212> PRT

<213> Mus musculus
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (26)..(33)
<223> (DR segun IGMT

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (51)..(58)
<223> CDR segln IGMT

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (97)..(105)

<223> CDR segln IGMT

<400> 10

Gln Ala Tyr Leu GIn Gln Ser Gly Ala Glu Leu val
1 5 10

Ser val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr
20 25

Asn Met His Trp val Lys Gln Thr Pro Arg GIn Gly
35 40

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr val Asp Lys Ser Ser
65 70 75

Met GIn Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala
85 90

Ala Arg Gly Gly Thr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
1

Thr val Ser Ala

115
<210> 11
<211> 107
<212> PRT

<213> Mus musculus

28

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Leu

Phe

Tyr

80

Cys

val
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Ser Ile
1

Asp Arg

val Ala

Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
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MISC_FEATURE
7)..(32)
CDR seglin IGMT

MISC_FEATURE
(50)..(52)
CDR seglin IGMT

MISC_FEATURE

(89)..097)
CDR segun IGMT
11

val Met Thr Gln Thr Pro Lys Phe
5 10

val Thr ITe Thr Cys Lys Ala Ser
20 25

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40

Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly val
55

Tyr Gly Thr Agp Phe Thr Phe Thr
7

Leu Ala val Tyr Phe Cys Gln Gln
85 90

Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105

12

440

PRT

Mus musculus

MISC_FEATURE
(26)..(33)
CDR seglin IGMT

MISC_FEATURE
(51)..(58)
CDR seglin IGMT

MISC_FEATURE
(97)..(105)
CDR segun IGMT

29

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Leu

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

val

val

Arg

Thr

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

val

sSer

Ala

15

Asn

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Ala

80

Trp
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<400>

12

Gln Ala Tyr

1

Ser

Asn

Gly

Ala

Thr

Pro

val

145

Ser

Leu

Ser

val

Cys

225

Lys

val

val

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

val

Gly

Lys

Leu

Tyr

Glu

Asp

210

Thr

Asp

Asp

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Ser

115

Ser

Gly

Ser

Thr

Thr

195

Lys

val

val

Ile

Leu
Met
20
Trp
Tyr
Ala
Ser
Gly
1
Ala
Ala
Tyr
Ser
Leu
180
val
Lys
Pro

Leu

Ser
260

Gln

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Ala

Ala

Phe

Thr

Ile

Glu

Thr

245

Lys

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

Gly

Lys

Gln

Pro

150

val

Ser

Cys

val

val

230

Ile

Asp

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Phe

Thr

Thr

135

Glu

His

Ser

Asn

Pro

215

Ser

Thr

Asp
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Gly

Ala

Thr

40

Gly

val

Ser

Ala

Thr

120

Asn

Pro

Thr

val

val

200

Arg

Ser

Leu

Pro

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Ser

val

Phe

Thr

185

Ala

Asp

val

Thr

Glu
265

Glu

10

Gly

Arg

Thr

Lys

Asp

90

Trp

Pro

Met

Thr

Pro

170

val

His

cys

Phe

Pro

250

val

30

Leu

Tyr

Gln

Ser

ser

75

Ser

Gly

Ser

val

val

155

Ala

Pro

Pro

Gly

Ile

235

Lys

Gln

val

Thr

Gly

Tyr

Ser

Ala

Gln

val

Thr

140

Thr

val

Ser

Ala

Cys

220

Phe

val

Phe

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Gly

Tyr

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Ser

205

Lys

Pro

Thr

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Glu

Pro

190

Ser

Pro

Pro

Cys

Trp

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Leu

Leu

Cys

Ser

ser

175

Arg

Thr

cys

Lys

val

255

Phe

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

val

Ala

Leu

Gly

Asp

Pro

Lys

Ile

Pro

240

val

val
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Asp

Phe

305

Phe

Lys

Lys

Asp

Thr

Ser

Asp

Asn

290

Trp

Pro

Ala

Asp

Ile

370

Asn

Lys

Cys

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2770 620 T3

val Glu val His Thr Ala Gln Thr
275 280

Ser Thr Phe Arg Ser val Ser Glu
295

Leu Asn Gly Lys Glu Phe Lys Cys

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
325 330

Pro Gln val Tyr Thr Ile Pro Pro
340 345

Lys val Ser Leu Thr Cys Met Ile

Thr val Glu Trp Gln Trp Asn Gly
375

Thr GIn Pro Ile Met Asn Thr Asn
390

Leu Ash val GIn Lys Ser Ash Trp
405 410

Ser val Leu His Glu Gly Leu His
420 425

Ser His Ser Pro Gly Lys
435 440

13

214

PRT

Mus musculus

MISC_FEATURE
27)..(32)
CDR seglin IGMT

MISC_FEATURE
(50)..(52)
CDR segun IGMT

MISC_FEATURE

(89)..(097)
CDR seglin IGMT
13

31

Gln

Leu

Arg

Lys

Pro

Thr

Gln

Asn

Pro

Pro

300

val

Thr

Lys

Asp

Pro

380

Ser

Ala

His

Arg

285

Ile

Asn

Lys

Glu

Phe

365

Ala

Tyr

Gly

His

Glu

Met

Ser

Gly

Gln

350

Phe

Glu

Phe

Asn

Thr
430

Glu

Ala

Arg

Met

Pro

Asn

val

Thr

415

Glu

Ala
320

Pro

Tyr

Tyr

400

Phe

Lys
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Ser Ile

Asp Arg

val Ala

Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

Pro Thr

Gly Ala
130

Asn val
145

Asn Ser

Ser Thr

Thr Cys

Phe Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

val

val

Trp

35

Ala

Tyr

Leu

Gly

val

115

Ser

Lys

Trp

Leu

Glu

195

Arg

14
101
PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

Ser

val

Trp

Thr

Thr

180

Ala

Asn

Thr

Ile

GlIn

Asn

Thr

val

85

Gly

Ile

val

Lys

Thr

Glu

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ile

150

Gln

Thr

His

Cys

Thr

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Pro

Phe

135

Asp

Asp

Lys

Lys

Secuencia artificial

variante humanizada

MISC_FEATURE

ES 2770 620 T3

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
200

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

185

Ser

Phe

10

Ser

GlIn

val

Thr

GlIn

90

Ile

Ser

Asn

Glu

Asp

170

Tyr

Thr

32

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Glu

Phe

Arg

Ser

Glu

Ser

Leu

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Gln

Thr

Arg

Pro

val

val

Arg

Thr

Ser

Ala

Leu

125

Pro

Asn

Tyr

His

Ile
205

Ser

Ser

30

Leu

Phe

val

Ser

Asp

Thr

Lys

Gly

Ser

Asn

190

val

Ala

15

Asn

Leu

Thr

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Asp

val

Met

175

Ser

Lys

Gly

Asp

Ile

Gly

Ala

80

Trp

Ala

Gly

Ile

Leu

160

Ser

Tyr

Ser
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<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Glu Ile
1

Glu Arg
val Ala

Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp
Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2770 620 T3

27)..32)
CDR segln IGMT

MISC_FEATURE
(50)..(52)
CDR segun IGMT

MISC_FEATURE

(89)..(097)
CDR seglin IGMT
14

val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr
5 10

Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser
20 25

Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys
35 40

Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Ile
55

Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
70

Ala Ala Tyr Tyr Phe Cys Gln GIn
85 90

Gly GIn Gly
100

15

101

PRT

Secuencia artificial

variante humanizada

MISC_FEATURE
27)..(32)
CDR seglin IGMT

MISC_FEATURE
(50)..(52)
CDR segun IGMT

MISC_FEATURE

(89)..(097)
CDR seglin IGMT
15

33

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Asp

sSer

Ser

Pro

Pro

60

Asn

Tyr

val

val

Lys

Arg

Asn

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Ser

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Ser

80

Trp
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Asp

Asp

val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Ala

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

GIn Met Thr GIn Ser

val Thr ITle Thr Cys
20

Trp Phe GIn GIn Arg
35

Ala Ser Asn Arg Tyr
55

Ser Gly Thr Asp Phe
70

Ala Ala Thr Tyr Tyr
85

Gly GIn Gly
100

16

101

PRT

Secuencia artificial

variante humanizada

MISC_FEATURE
7)..(32)
CDR seglin IGMT

MISC_FEATURE
(50)..(52)
CDR seglin IGMT

MISC_FEATURE

(89)..097)
CDR segun IGMT
16

Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser

1

5

Asp Arg val Thr Ile Thr cCys
20

val Ala Trp Tyr GIln Gln Lys
35

Tyr Tyr Ala Ser Asn Arg Tyr

ES 2770 620 T3

Pro Ser Ser
10

Lys Ala Ser
25

Pro Gly Gln
40

Thr Gly val

Thr Phe Thr

Cys GIn Gln
90

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Asp

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ala

val

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Pro Ser Ser Leu Ser Ala

10

Lys Ala Ser GIn Ser val

25

Pro Gly GIn Ala Pro Arg
40

45

Thr Gly Ile Pro Pro Arg

34

Ser

Ser

30

Arg

Phe

Leu

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

val Gly
15

Asn Asp

Leu Ile

Ser Gly

Glu Ala

80

Pro Trp
95

val Gly
15
Asn Asp

Leu Ile

Ser Gly



ES 2770 620 T3

50 55 60

Ser Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr ITe Asn Asn Ile Glu Ser
65 70 75 80

Glu Asp Ala Ala Tyr Tyr Phe Cys GIn GIn Asp Tyr Ser Ser Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly

100
<210> 17
<211> 101
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> variante humanizada

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..(32)
<223> CDR segun IGMT

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (50)..(52)
<223> CDR segln IGMT

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (89)..(097)
<223> CDR segln IGMT
<400> 17

Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser val Ser Asn Asp
20 25 30

val Ala Trp Tyr Leu GIn Lys Pro Gly GIn Ser Pro GIn Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Tyr Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

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

Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln GIn Asp Tyr Ser Ser Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly
100

35
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<210> 18

<211> 101

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> variante humanizada
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (27)..(032)

<223> CDR segln IGMT
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (50)..(52)

<223> (DR segun IGMT
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (89)..(097)

<223> CDR segln IGMT
<400> 18

Thr

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Asp Ile val Met Thr Gln
1 5
Glu Pro Ala Ser Ile Ser
20
val Ala Trp Tyr Gln Gln
35

Tyr Tyr Ala Ser Asn Arg

50
Ser Gly Tyr Gly Thr Asp
65 70
Glu Asp Ala Ala Tyr Tyr

85
Thr Phe Gly Gln Gly
100

<210> 19
<211> 101
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> variante humanizada
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..(32)
<223> CDR segln IGMT

ES 2770 620 T3

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Se

10

Se

Gl

I

Th

Gl
90

r

r

n

e

r

n

36

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Pro

Ser

Pro

Pro

60

Asn

Tyr

val

val

Arg

45

Arg

Asn

Ser

Thr

Ser

30

Leu

Phe

Ser

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Ser

80

Trp
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

MISC_FEATURE
(50)..(52)
CDR segln IGMT

MISC_FEATURE
(89)..097)
CDR segun IGMT

19

Glu Ile val Met

1

Glu Arg

val Ala

Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

20
109
PRT

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

5

Leu

GlIn

Asn

Thr

val

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Secuencia artificial

variante humanizada

MISC_FEATURE
(26)..(33)
CDR seglin IGMT

MISC_FEATURE
(51)..(58)
CDR seglin IGMT

MISC_FEATURE
(97)..(105)
CDR segun IGMT

20

ES 2770 620 T3

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

cys

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Thr

10

Ser

GlIn

Ile

Thr

Gln
90

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Tyr

val

val

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Ser

80

Trp

Gln val GIn Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala

37
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Ser val

Asn Met

Gly Ala
50

Lys Gly

Met Glu

Ala Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Gly

21
109
PRT

val

20

Trp

Tyr

val

Ser

Gly

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Gly

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Phe

Secuencia artificial

variante humanizada

MISC_FEATURE
(26)..(33)
CDR segun IGMT

MISC_FEATURE
(5D ..(58)
CDR seglin IGMT

MISC_FEATURE
(97)..(105)
CDR seglin IGMT

21

ES 2770 620 T3

Ala Ser
25

Ala Thr

40

Gly Asp

Ala Asp

Ser Glu

Ala Tyr

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Trp

Tyr

Gln

Ser

ser

75

Thr

Gly

Thr Phe

Gly Leu

45

Tyr Asn

Thr Ser

Ala val

Gln Gly

15

Thr Ser Tyr
30

Glu Trp Met

Gln Lys Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Gln val GIn Leu GIn Gln Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Gln
55 1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
25

20

Asn Met His Trp Ile Arg Gln
35

Gly Aga Ile Tyr Pro Gly
5

Asn
55

30

Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
40 45

Gly Asp Thr Ser Tyr Asn GIn Lys Phe

38

60
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Lys Gly Arg val Thr ITe Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 75

70

ES 2770 620 T3

80

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

Ala Arg Gly Gly Thr Gly Phe Ala Ty
100

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Gln val
1

Thr Leu

Asn Met

Gly Ala

50

Lys Gly

Leu Thr

Ala Arg

<210>

85

22

109

PRT

Secuencia artificial

variante humanizada

MISC_FEATURE
(26)..(33)
CDR seglin IGMT

MISC_FEATURE
(51)..(58)
CDR segun IGMT

MISC_FEATURE

(97)..(105)
CDR seglin IGMT
22

Gln Leu Gln Gln Ser
5

Ser Leu Thr Cys Ala
20

His Trp val Arg Gln
35

Ile Tyr Pro Gly Asn
55

Arg Leu Thr Ile Ser
70

Met Thr Asn Met Asp
85

Gly Gly Thr Gly Phe

23

Gly

Ile

Ala

40

Gly

Lys

Pro

Ala

105

Pro

Ser

25

Thr

Asp

Asp

val

Tyr
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Trp

39

Leu

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Gly

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

r Trp Gly Gln Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Thr

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Gln

Tyr

ser

15

Ser

Trp

Lys

val

Tyr
95

Tyr

Met

Phe

val

80

Cys
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Glu val
1

Ser Leu
Asn Met

Gly Ala
50

Lys Gly
Leu Gln
Ala Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

ES 2770 620 T3

109
PRT - - - -
Secuencia artificial

variante humanizada

MISC_FEATURE
(26)..(33)
CDR seglin IGMT

MISC_FEATURE
(51)..(58)
CDR seglin IGMT

MISC_FEATURE

(97)..(105)
CDR segun IGMT
23

Gln Leu val Gln Sser Gly Ala Glu val Lys
5

10

Arg Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Thr

20 25

His Trp val Arg Gln Ala Thr Gly GIn Gly

35 40

Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr

55 60

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys

70 75

Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala

85 90

Gly Gly Thr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly GIn

100 105

24

109

PRT

Secuencia artificial

variante humanizada

MISC_FEATURE
(26)..(33)
CDR seglin IGMT

40

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys
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<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
Gln val
1

Thr Leu

Asn Met

Gly Ala
50

Lys Gly

Leu Lys

Ala Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

1

MISC_FEATURE
(51)..(58)

CDR segln IGMT

MISC_FEATURE
(97)..(105)

CDR seglin IGMT

24
GIn Leu Gln
5

Ser Leu Thr
20

His Trp val
35

Ile Tyr Pro
Arg val Thr

Leu Ser Ser
85

Gly %1y Thr

25
109
PRT

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

val

Gly

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Ser

Thr

Phe

Secuencia artificial

variante humanizada

MISC_FEATURE
(26)..(33)

CDR segun IGMT

MISC_FEATURE
(51)..(58)

CDR seglin IGMT

MISC_FEATURE
(97)..(105)

CDR seglin IGMT

25

5

ES 2770 620 T3

Gly

val

Ala

40

Gly

val

Ala

Ala

Pro

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Ala

Tyr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Trp

41

Leu

Tyr

Gln

Ser

ser

75

Thr

Gly

val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Gln

Tyr

Ser

15

Ser

Trp

Lys

Phe

Tyr
95

15

Gln

Tyr

Met

Phe

ser

80

Cys

Gln val GIn Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
10
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Ser val Lys val
20

Asn Met His Trp
35

Gly Ala Ile Tyr
50
Lys Gly Arg val

Met Glu Leu Ser

Ala Arg Gly Gly

<210> 26
<211> 109
<212> PRT

ser Cys

val Arg

Pro Gly

Thr Ile
70

Ser Leu
85

Thr Gly

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Phe

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> variante humanizada

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (26)..(33)
<223> CDR segln IGMT

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (51)..(58)
<223> CDR seglun IGMT

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (97)..(105)
<223> CDR segln IGMT

<400> 26

Gln val Gln Leu
1

Thr Leu Ser Leu
20

Asn Met His Trp
35

Gly Ala Ile Tyr
50

Lys Gly Arg val

Gln Gln
5

Thr Cys
val Arg
Pro Gly

Thr Ile

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Thr
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Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ala

Gly

Ile

Ala

40

Gly

Ala

Ser

25

Thr

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Pro

Ser

25

Thr

Asp

Asp

Gly Tyr
Gly Gln
Thr Ser
Lys Ser

75

Asp Thr
90

Trp Gly

Gly Leu
10

Gly Tyr
Gly Gln
Thr Ser

Lys Ser

42

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

val

Thr

Tyr
60

Thr

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr Cys
95

Ser Gln

15

ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
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75

80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
95

85

90

Ala Arg Gly Gly Thr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly GIln Gly
100 105

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Gln val
1

Ser val

Asn Met

Gly Ala

50

Lys Gly

Met Glu

Ala Arg

<210>
<211>
<212>

27

108

PRT

Secuencia artificial

variante humanizada

MISC_FEATURE
(26)..(33)
CDR seglin IGMT

MISC_FEATURE
(51)..(58)
CDR seglin IGMT

MISC_FEATURE

(97)..(105)
CDR segun IGMT
27

GIn Leu val GIn Ser
5

Lys val Ser Cys Lys
20

His Trp val Arg Gln
35

Ile Tyr Pro Gly Asn
55

Arg val Thr Met Thr
70

Leu Ser Ser Leu Arg
85

Gly Gly Thr Gly Phe

28
5
PRT

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Ala

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Trp

43

val

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Gly

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

15

Ser

Trp

Lys

val

Tyr
95

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys
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<213>
<400>

Mus musculus

28

Ser Tyr Asn Met His

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gly Gly Thr Gly Phe Ala Tyr
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5

29

17

PRT

Mus musculus

29

30

7

PRT

Mus musculus

30

31
11
PRT
Mus musculus

31

ES 2770 620 T3

Lys Ala Ser Gln Ser val Ser Asn Asp val Ala
1 10

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Tyr Ala Ser Asn Arg Tyr Thr
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

aaaagtactg caagaaggac tatgc

5

32

7

PRT

Mus musculus

32

33
25
ADN

Secuencia artificial

cebador directo para PCR del gen de netrina-1 humano

33

44
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<210> 34

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador inverso para PCR del gen de netrina-1 humano
<400> 34

ccctgcttat acacggagat g 21
<210> 35

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Ala Arg Arg Cys Arg Phe Asn Met Glu Leu Tyr Lys Leu Ser Gly Arg
1 5 10 15

Lys Ser Gly ggy val Cys

<210> 36

<211> 66

<212> ADN

<213> ADNC

<400> 36

gcccggeget gccgcttcaa catggagctc tacaagcttt cggggcgcaa gagcggaggt 60
gtctgc 66

45
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido aislado o purificado

- que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 3, o una variante de polipéptido que tiene al menos 85% de identidad
con la SEQ ID NO: 3 de longitud completa de, o una variante que consiste en un fragmento de al menos 20
aminoacidos consecutivos de la SEQ ID NO: 3, o

- codificado por el ADNc de la secuencia de SEQ ID NO: 4, o una variante de la misma en virtud de la degeneracion
del codigo genético, o una variante de ADNc que tiene al menos un 85% de identidad con la SEQ ID NO: 4 de
longitud completa.

2. Polipéptido, segun la reivindicacion 1, cuya secuencia es tal como se representa en SEQ ID NO: 35, o una
variante de polipéptido que tiene al menos un 85% de identidad con la SEQ ID NO: 35 de longitud completa.

3. Polipéptido, segun la reivindicacion 1, codificado por el ADNc de la secuencia de SEQ ID NO: 36 o una variante
de la misma en virtud de la degeneracion del codigo genético, o una variante de ADNc que tiene al menos un 85%
de identidad con la SEQ ID NO: 36 de longitud completa.

4. Polipéptido, segun la reivindicacion 1, que consiste en un polipéptido que tiene al menos 90, 95, 96, 97, 98 0 99%
de identidad con la SEQ ID NO: 3 de longitud completa, o un polipéptido que consiste en un fragmento de al menos
25 0 30 aminoécidos consecutivos de la SEQ ID NO: 3.

5. ADNc de la secuencia de SEQ ID NO: 4 o 36, o una variante de las mismas en virtud de la degeneracion del
cédigo genético, o una variante de ADNc que tiene al menos un 85% de identidad con las SEQ ID NO: 4 o 36 de
longitud completa.

6. ADNCc, segun la reivindicacion 5, que tiene al menos 90, 95, 96, 97, 98 0 99% de identidad con las SEQ ID NO: 4
0 36 de longitud completa.

7. Uso de un polipéptido, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para la preparacion de un anticuerpo
monoclonal.

8. Anticuerpo monoclonal que se une a netrina-1 que:

(i) se une especificamente a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 3 o0 35 o0 una
variante de polipéptido que tiene al menos un 85% de identidad con la SEQ ID NO: 3 o 35 o una variante de
polipéptido que consiste en un fragmento de al menos 20 aminoacidos consecutivos de la SEQ ID NO: 3; o

(2i) comprende una CDR1-H de la secuencia de SEQ ID NO: 5, una CDR2-H de la secuencia de SEQ ID NO: 6, una
CDR3-H de la secuencia de SEQ ID NO: 7, y una CDR1-L de la secuencia de SEQ ID NO: 8, una CDR2-L de la
secuencia de YAS y una CDR3-L de la secuencia de SEQ ID NO: 9; o

(3i) comprende una CDR1-H de la secuencia de SEQ ID NO: 28, una CDR2-H de la secuencia de SEQ ID NO: 29,
una CDR3-H de la secuencia de SEQ ID NO: 30, y una CDR1-L de la secuencia de SEQ ID NO: 31, una CDR2-L de
la secuencia de SEQ ID NO: 32 y una CDR3-L de la secuencia de SEQ ID NO: 9,

en el que el anticuerpo tiene la propiedad de unirse a netrina-1 e inducir la muerte celular o apoptosis de una célula
tumoral a través de un receptor UNC5 o un receptor DCC.

9. Anticuerpo monoclonal que se une a netrina-1, segln la reivindicacion 8, cuyo anticuerpo que se define en (i) se
une especificamente a un polipéptido que tiene al menos un 90, 95, 96, 97, 98 0 99% de identidad con la SEQ ID
NO: 3.

10. Anticuerpo monoclonal que se une a netrina-1, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 9, que es un
fragmento de unién a un epitopo del mismo.

11. Anticuerpo monoclonal que se une a netrina-1, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, que comprende
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, 11, 12 o 13, preferiblemente ambas secuencias SEQ ID NO: 10 y
11,0 SEQID NO: 12y 13.

12. Anticuerpo monoclonal que se une a netrina-1, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 14 a 19 y/o del grupo de SEQ ID NO: 20 a
27, preferiblemente que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 14 a 19y
una secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 20 a 27.

13. Anticuerpo monoclonal que se une a netrina-1, segun la reivindicacion 12, que comprende un par de secuencias
de aminoacidos seleccionadas de entre los pares de SEQ ID NO: 14y 20; 15y 21; 16 y 22; 17y 23; 17y 24; 16 y
25,17y 26;17y22;18y 25;y 16y 21.

14. Anticuerpo monoclonal que se une a netrina-1, segun la reivindicaciéon 13, que comprende ademas un dominio
constante kappa humano en la cadena ligera, y un dominio constante de IgG1 humana en la cadena pesada.
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15. Composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 14, y un
vehiculo, portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

16. Composicion, segun la reivindicacion 15, para su uso en el tratamiento de un sujeto contra el cancer, en la que el
cancer tiene células tumorales que expresan un receptor de netrina-1.

17. Composicién, seguln la reivindicacion 15, para su uso en el tratamiento de un sujeto contra el cancer, en la que el
cancer tiene células tumorales que expresan un receptor de netrina-1 y netrina-1 o células tumorales que expresan
un receptor de netrina-1 dentro de las células del estroma que expresan netrina-1.

18. Composicién para su uso, segun la reivindicacién 16 o 17, en la que el cancer es uno en el que las células
tumorales expresan o sobreexpresan un receptor de netrina-1, en particular de la clase UNC5, especialmente
UNCS5B y/o UNC5A, y/o DCC.

19. Composicién para su uso, segun la reivindicacién 16, en la que la composicion que comprende un anticuerpo
monoclonal es para ser utilizado en combinacién con un farmaco quimioterapéutico en un paciente.

20. Composicion para su uso, segun la reivindicacién 19, en la que el farmaco quimioterapéutico es doxorrubicina, 5-
fluorouracilo (5FU), paclitaxel o cisplatino.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 8
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