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DESCRIPCION
Inhibidores MET para potenciar la eficacia de la radioterapia
Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere al uso de inhibidores MET para potenciar la eficacia de la radioterapia en
pacientes que padecen canceres.

Antecedentes técnicos

Aunque se emplea con éxito para tratar a pacientes con cancer, la radioterapia puede que no logre erradicar el
tumor, que recae con un fenotipo mas agresivo. Consecuentemente, se ha descubierto un efecto prometastasico
paraddjico de la radiacién ionizante (RI) por estudios clasicos en modelos animales. La progresion del tumor
después de la radioterapia podia resultar de la seleccién positiva de la subpoblacion de "células madre cancerosas",
que es intrinsecamente radioresistente. Sin embargo, pruebas destacadas indican que, ademas de la seleccion, la
Rl promueve un fenotipo adaptivo destinado a la regeneracion adaptiva, que puede resultar en un comportamiento
metastésico. Este fenotipo se define como la respuesta "estrés-y-recuperacion” a danos en el ADN, que se producen
tanto a nivel de una unica célula como de tejido. En células individuales, la deteccion de dafios en el ADN provoca
mecanismos moleculares especificos, la mayoria orquestados por el eje ATM-p53, que bloguean la replicacion y
activan la reparacion del ADN. Si el dafio es irreversible, se programa una célula normal para ejecutar la apoptosis, o
para hibernar su capacidad proliferativa a través de la senescencia. Sin embargo, después de la muerte de células
mutantes, los tejidos deben restablecer un nimero y patron de células adecuados, para recuperar la estructura y
funcién originales. Por lo tanto, se inicia la regeneracién (o "cicatrizacién") por las células supervivientes, normales o
bien neoplasicas. Como se observa in vitro, este proceso incluye etapas tales como desprendimiento del borde de la
herida, adquisicion de un fenotipo fibroblastico, migracion en el area rascada, y, posiblemente, proliferacién. Todo el
programa se ha denominado "transicion epitelial-mesenquimal” (TEM), una terminologia que destaca las
caracteristicas morfologicas. Mas recientemente, este programa también se ha definido como "crecimiento invasivo"
(CI), una expresién que enfatiza aspectos funcionales relevantes para el cancer. Ahora se acepta ampliamente que
el TEM/CI es un programa fisioldgico para el desarrollo y la regeneracién del tejido, que se usurpa por células
cancerosas para realizar la invasion y la metastasis. EI TEM/CI se activa en células cancerosas (a) a veces, como
resultado de lesiones genéticas que apoyan la selecciéon clonal; (b) mas a menudo, como resultado de una
respuesta adaptiva a condiciones ambientales adversas.

Por tanto, el TEM/CI es un programa genético finalmente por unos pocos factores de transcripciéon especificos, y
orquestado por un pufiado de sefnales extracelulares. Esto ultimo incluye factores de dispersién, tales como factor de
crecimiento de hepatocitos (FCH) y proteina estimulante de macréfagos (PEM), que se unen a receptores de tirosina
cinasas que pertenecen a la familia Met.

Objeto y sumario de la invencion

Por lo tanto, se siente la necesidad de obtener soluciones mejoradas para potenciar la eficacia de la radioterapia en
pacientes que padecen tumores.

El objetivo de la presente divulgacion es proporcionar dichas soluciones mejoradas.

De acuerdo con la invencién, el objetivo anterior se logra gracias a la materia objeto reclamada especificamente en
las reivindicaciones siguientes, que se entiende que forman una parte integral de la presente divulgacion.

Un modo de realizacion de la invencion proporciona el uso de un inhibidor Met en la potenciacién de la eficacia de la
radioterapia, reduciendo y/o anulando la resistencia del paciente a la radioterapia, en el tratamiento de un paciente
que padece un tumor, preferentemente un tumor que presenta una ruta Met desregulada, en el que el inhibidor Met
se selecciona de:

i) anticuerpo monoclonal anti-Met DN30,

i) un anticuerpo modificado genéticamente que contiene las seis regiones determinantes de la complementariedad
(CDR) del anticuerpo monoclonal anti-Met DN30, teniendo dichas CDR las secuencias de aminoacidos expuestas en
SEQIDNo.:12a14y20a22,y

iii) un fragmento de (i) o (ii) que contiene las seis regiones determinantes de la complementariedad (CDR) del
anticuerpo monoclonal anti-Met DN30, teniendo dichas CDR las secuencias de aminodcidos expuestas en SEQ ID
No.: 12 a 14 y 20 a 22, en el que el anticuerpo monoclonal anti-Met DN30 se produce por la linea celular de
hibridoma ICLC PD 05006, y en el que el inhibidor Met inhibidor puede inducir la regulacién por disminucion del
receptor codificado por el gen MET.

Otro modo de realizacion de la presente divulgacion se refiere a una secuencia de nucle6tidos que codifica un
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inhibidor Met para su uso en la potenciacion de la eficacia de la radioterapia, reduciendo y/o anulando la resistencia
del paciente a la radioterapia, en el tratamiento (por ejemplo, por tratamiento génico) de un paciente que padece un
tumor, preferentemente un tumor que presenta una ruta Met desregulada, estando seleccionado dicho inhibidor Met
de:

i) anticuerpo monoclonal anti-Met DN30,

i) un anticuerpo modificado genéticamente que contiene las seis regiones determinantes de la complementariedad
(CDR) del anticuerpo monoclonal anti-Met DN30, teniendo dichas CDR las secuencias de aminoacidos expuestas en
SEQIDNo.:12a14y20a22,y

iii) un fragmento de (i) o (i) que contiene las seis regiones determinantes de la complementariedad (CDR) del
anticuerpo monoclonal anti-Met DN30, teniendo dichas CDR las secuencias de aminodcidos expuestas en SEQ ID
No.:12a 14y 20 a 22,

en el que el anticuerpo monoclonal anti-Met DN30 se produce por la linea celular de hibridoma ICLC PD 05006, y en
el que dicho inhibidor Met inhibidor puede inducir la regulacién por disminucion del receptor codificado por el gen
MET.

De acuerdo con un modo de realizacién preferente, el inhibidor Met es para su administracién i) en forma de proteina
soluble por inyeccién o infusion o ii) por medio de un vector para administracion sistémica o intratumoral.

De acuerdo con otro modo de realizacién preferente, el inhibidor Met estd en forma de un fragmento Fab
opcionalmente conjugado con al menos una molécula estabilizadora, en el que la molécula estabilizadora se
selecciona de polietilenglicol, dominio de unién a albumina, albumina.

La presente divulgacion divulga que la irradiacion regula por incremento la expresion de MET (oncogén conocido por
conducir el "crecimiento invasivo" del cancer), que a su vez promueve la invasion celular y protege a las células de la
apoptosis inducida por radiacién. Por lo tanto, la anulaciéon de la expresién de MET o la inhibiciéon de su actividad
cinasa por compuestos especificos, es decir, inhibidores Met especificos, promueve la apoptosis y contrarresta la
invasividad inducida por radiacion, potenciando de este modo la eficacia de la radioterapia.

Breve descripcion de los dibujos

La invencion se describird ahora, a modo de ejemplo sélo, con referencia a las figuras adjuntas, en las que:

- Figura 1. La Rl induce la transcripcién de MET.

a, proteina Met en MDA-MB-435S en los puntos temporales indicados después de la irradiacion (10 Gy). ctrl, Met a
tiempo cero. b, proteina Met en MDA-MB-435S 12 h después de la irradiacion (1-10 Gy). ¢, transcrito MET en MDA-
MB-435S en los puntos temporales indicados después de la irradiacién (10 Gy). d, actividad de luciferasa conducida
por el promotor de MET (construccion sin promotor, basica) en MDA-MB-231 en los puntos temporales indicados
después de la irradiacion (10 Gy; ctrl, células no irradiadas). Columnas: media de analisis triplicados de dos
experimentos independientes = e.e.m. (* p<0,05, n = 6, prueba de la t para datos emparejados). u.a., unidades
arbitrarias.

- Figura 2. La transcripcién de MET inducida por Rl requiere NF-xB.

a, Acumulacioén nuclear de proteina en MDA-MB-435S analizado en los puntos temporales indicados después de la
irradiacion (10 Gy), o después de 24 h de cultivo en hipoxia (1 % Oy). ctrl, células no irradiadas a tiempo cero. b,
Inmunoprecipitacion de cromatina en MDA-MB-231 irradiada (10 Gy; ctrl, células no irradiadas). Las columnas
representan la proporcién entre anti-p65/RelA e inmunoprecipitacion de IgG no especifica de cada secuencia de
unién a NF-xB (kB1 o kB2) en el promotor MET (media + e.e.m. de analisis triplicados). Se usé el promotor NFKBIA
(IkBa) como control positivo. ¢, Actividad del promotor MET en MDA-MB-231, silenciada por la expresion de
p65/RelA (siRELA; siCTRL, control), e irradiada (10 Gy; ctrl, células no irradiadas). Las columnas representan la
proporcion entre expresion de luciferasa conducida por promotor MET y sin promotor (basica) (media de analisis
triplicados en tres experimentos independientes * e.e.m). Recuadro: proteina p65/RelA después de transfeccion de
ARNip. d, Acumulacion de proteina Met en MDA-MB-435S silenciada por la expresion de p65/RelA (siRELA;
siCTRL, control), en los puntos temporales indicados después de la irradiacion (ctrl, células no irradiadas a tiempo
cero).

- Figura 3. La expresién MET inducida por Rl requiere la activacién de ATM cinasa.

Expresion de proteina Met, fosforilacién Chk2 (p-Chk2) y translocacién nuclear p65/RelA en MDA-MB-435S tratado
con el inhibidor de ATM cinasa CGK733, y extraido en los puntos temporales indicados después de la irradiacién.
ctrl, células no irradiadas a tiempo cero.
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- Figura 4. El crecimiento invasivo inducido por Rl requiere Met.

a, Invasion de la membrana basal por MDA-MB-231 irradiado o U-251 (10 Gy; ctrl, control). Micrograficos de filtros
Transwell (10X). b, Morfogénesis de ramificacion inducida por Met aberrante en MDA-MB-435S irradiada (10 Gy; ctrl,
control), cultivada con o sin (-) las concentraciones de HGF indicadas. Barra de escala: 100 uM

- Figura 5. La inhibicién de Met sensibiliza las células para la apoptosis inducida por Rl y la detencién proliferativa.

Viabilidad de U-251 irradiada con 10 Gy y/o cultivada en presencia del fragmento Fab del anticuerpo anti-Met DN30,
durante 48 h (vehiculo: células no irradiadas). Columnas: media de andlisis triplicados de tres experimentos
independientes + e.e.m. (* p<0,05, viabilidad significativamente reducida con respecto a Fab-DN30 o bien 10 Gy
solo, n =9, prueba de la t para datos emparejados). Columnas: porcentaje de células que generan clones (media de
andlisis triplicados de dos experimentos independientes + e.e.m., * p< 0,05, n = 6, prueba de la t para datos
emparejados).

- Figura 6. La Rl induce la fosforilacion de Met.

Fosforilacion de Met en MDA-MB-231 tratada con HGF (50 nM) y/o IR (10 Gy) se inmunoprecipitaron células con
anticuerpos anti-Met en los puntos temporales indicados y se analizaron por transferencia de bandas Western con
anticuerpos anti-fosfo-Tyr (p-Tyr). Met se mostr6 como control de inmunoprecipitacion de proteinas. ctrl, células
tratadas con HGF control negativo (véase Métodos)

- Figure 7. Alineacién de promotor MET de ratén y humano.

El promotor MET humano (GenBank, nimero de acceso: AF046925) se analiz6 con el programa informatico
TRANSFAC 7.0 (Biobase Biological Database Gmbh, Wolfenbuttel, Alemania) para la identificacién de sitios de
unién a factores de transcripcion. Se encontraron dos sitios de uniéon a NF-KB putativos (KB1 y KB2). La alineacién
del promotor MET humano y de ratén (ID génico: 17295) muestra que el sitio kB2 (-1149/- 1136 en la secuencia
humana, rectangulo) esta altamente conservado entre las dos especies.

- Figura 8: Secuencia de acidos nucleicos (a) y aminoacidos (b) de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal
DN30. Las regiones CDR estan subrayadas tanto en las secuencias de nucle6tidos como de aminoacidos.

- Figura 9: Secuencia de acidos nucleicos (a) y aminodcidos (b) de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal
DNS30. Las regiones CDR estan subrayadas tanto en las secuencias de nucleétidos como de aminoacidos.

Descripcion detallada de modos de realizacion de la invencion

La presente invencion se describira ahora en detalle con relacién a algunos modos de realizacion preferentes a
modo de ejemplos no limitantes.

En la siguiente descripcion, se dan numerosos detalles especificos para proporcionar un comprension completa de
los modos de realizacion. Los modos de realizacién se pueden practicar sin uno o mas de los detalles especificos, o
con otros métodos, componentes, materiales, etc. En otros ejemplos, no se muestran ni se describen en detalle
estructuras, materiales u operaciones bien conocidos para evitar confundir los aspectos de los modos de realizacion.

Los titulos proporcionados en el presente documento son Unicamente por conveniencia y no interpretan el alcance o
significado de los modos de realizacion.

Ademas de dafar las dianas intracelulares, la radiacion ionizante (mayormente a través de la generacion de
especias reactivas del oxigeno) ajusta la actividad de moléculas reguladoras, que controlan la respuesta biol6gica de
estrés-y-recuperacion.

La regulacion por incremento transcripcional del oncogén MET emerge como un acontecimiento crucial en esta
respuesta, dando como resultado la ejecucion de un programa de prosupervivencia y regenerativo que contrarresta
el dafio inducido por radiacién. Esta divulgacion muestra que la regulacién por incremento de MET inducida por RI
esta controlada por una ruta de transduccion de sefal provocada por la proteina cinasa ATM seguido de la deteccion
de lesiones de ADN. Esta ruta implica la exportacién nuclear de la ATM cinasa y la liberacién del factor de
transcripcion NF-xB de la inhibicion. De forma remarcable, se sabe que la activacion de NF-xB por dafo de ADN
desempefia un papel fundamental en la respuesta defensiva frente a la radiacion, ya que NF-xB es un regulador
prominente de los genes antiapoptdsicos. Se ha propuesto que la supervivencia celular promovida por NF-«xB es tan
eficaz como para inducir la "resistencia adaptiva" de células cancerosas a la radioterapia. Los presentes inventores
demuestran ahora que la respuesta adaptiva a la radiacion sostenida por NF-KB implica de forma crucial el
protooncogén MET.

La induccién de MET por Rl es un acontecimiento transcripcional bifasico, mediado por la union de NF-«xB a los dos
elementos de respuesta especificos de kB situados en el promotor MET. La respuesta transcripcional temprana que
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se produce dentro de 1-2 h después de la irradiacion probablemente se basa en la activacién de NF-xB por la ruta
intrinseca conducida por el sensor de dano de ADN-ATM. Posiblemente, la sobreexpresion de Met inducida por Rl
es per se suficiente para provocar una transduccion de sefial en presencia de concentraciones fisiolégicas del
ligando ubicuo HGF, como se muestra en el caso de la sobreexpresion de Met inducida por hipoxia. L regulacion por
incremento de MET tardia y sostenida (prolongada durante 24 h) también es probable que esté soportada por
multiples rutas de sefalizacion extrinsecas que afectan a NF-xB. De hecho, la irradiacion promueve la expresién de
citocinas incluyendo TNF-a, IL-1 y IL-10 que, por una parte, son dianas de NF-«xB, y, por otra parte, estimulan la
actividad transcripcional de NF-kB. Los presentes inventores consideran que, en tejidos vivos, la irradiacion induce
bucles autocrinos/paracrinos que reverberan en NF-«B que propaga ondas de sefiales de supervivencia por todo el
tejido danado.

De forma remarcable, se sabe que la respuesta transcripcional a NF-xB incluye, ademas de genes prosupervivencia,
moléculas responsables de TEM/CI. La ejecucion combinada de la pro-supervivencia y los programas genéticos
TEM/CI actia como una espada de doble filo: en tejidos normales, estos programas dan como resultado la
supervivencia y regeneracion después del dafo; en células cancerosas, fomentan la progresion hacia la neoplasia
maligna.

El protooncogén MET cumple los criterios para ser una diana de NF-«xB critica, requerido para orquestar tanto los
aspectos positivos como negativos de las respuestas de estrés-y-recuperaciéon. Como se muestra en la presente
divulgacion, por una parte, la sobreexpresién de Met inducida por Rl permite que las células curen las monocapas
heridas. Por otra parte, la Rl estimula las células para cruzar las membranas basales, un rasgo caracteristico tipico
de los tumores malignos. Aun mas sorprendente, se informa de que la Rl cambia el proceso fisioloégico de la
morfogénesis de ramificacién inducida por Met en una diseminacién celular desorganizada en toda la matriz
tridimensional. En todos los casos, aunque se expresan varios genes diana de NF-kB en células irradiadas, a través
de la atenuacion génica o inhibicion funcional de MET, los presentes inventores muestran que se requiere Met tanto
para el crecimiento invasivo fisiologico (cicatrizacién) como para el crecimiento invasivo maligno (invasividad). La
agresividad informada de los tumores que recae después de la irradiacién puede implicar, por tanto, la activacion del
programa TEM/CI bajo un control estricto del oncogén MET.

La observacion de que Met estd implicado en la respuesta anti-apoptosica, regenerativa e invasiva a Rl tiene
consecuencias terapéuticas importantes: la combinaciéon de la radioterapia con la inhibicion de Met radiosensibiliza
las células cancerosas, mientras que previene los efectos colaterales proinvasivos. De hecho, la presente
divulgacién muestra que la inhibicién de Met afecta significativamente a la supervivencia celular y a la capacidad
clonogénica después de la exposicion a dosis terapéuticas de IR. De la forma mas importante, al expresarse en el
compartimento de células madre/progenitoras de varios tejidos normales, MET también se expresa de forma
concebible en células madre cancerosas, lo que a menudo deriva de la transformacion directa de células madre
normales o progenitores proliferantes. La expresion de Met inducida por Rl y la activacion soportan la
radioresistencia de células (madre) cancerosas y la capacidad invasiva, incrementando la posibilidad de su seleccion
positiva y diseminacion.

Por lo tanto, la inhibicion de Met (por medio de la administracion del inhibidor de Met en forma de proteina soluble o
por tratamiento génico, es decir, administracion de un vector que codifica el inhibidor de Met como se define a
continuacion) en combinaciéon con tratamientos convencionales, es decir, radioterapia, es otra estrategia para
erradicar el cancer.

En la presente divulgacion con la expresién "inhibidor de Met" se quiere decir un anticuerpo monoclonal anti-Met,
derivados y/o fragmentos del mismo, que puede inducir la regulacién por disminucion del receptor codificado por el
gen MET. En un modo de realizacion preferente, el "inhibidor de Met" es un anticuerpo monoclonal anti-Met DN30,
derivados y/o fragmentos del mismo, que pueden inducir la regulacién por disminucion del receptor codificado por el
gen MET.

Con la expresion "derivado de anticuerpo” se quiere decir una molécula que contiene las regiones determinantes de
la complementariedad (CDR) del anticuerpo, tal como un anticuerpo modificado genéticamente o humanizado que
contiene las CDR del anticuerpo o un péptido que contiene las CDR del anticuerpo.

Con la expresion "fragmento de anticuerpo” se quiere decir un fragmento seleccionado de fragmentos Fv, scFv, Fab,
Fab', F(ab"). de i) en anticuerpo monoclonal anti-Met, y ii) anticuerpo modificado genéticamente o humanizado que
contiene las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) del anticuerpo monoclonal anti-Met.

Desde un punto de vista farmacoldgico, el empleo de un fragmento Fab tiene tanto ventajas como desventajas. Las
moléculas de Fab se pueden producir facilmente usando sistemas de expresion sencillos incluyendo eucariotas y
procariotas inferiores (Chambers RS. Curr Opin Chem Biol 2005 9:46-50). Las moléculas de Fab también son menos
inmundgenas en comparacion con los anticuerpos completos y su menor peso molecular mejora la penetracion del
tejido.

Un problema en el uso de fragmentos Fab en clinica se refiere a la breve semivida en plasma de los fragmentos Fab
que es debido a una mayor eliminacién renal. Esto se puede evitar por la administracién local de la molécula de Fab
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en el sitio del tumor. Para aplicaciones terapéuticas que requieren una administracion sistémica y un tratamiento
prolongado, son necesarias acciones dirigidas a incrementar la semivida de Fab. Para conseguir un incremento en la
semivida de Fab, se ha realizado una forma estabilizada de Fab obtenida por conjugaciéon con una molécula
estabilizadora (que no modifica las propiedades de unién a antigeno del fragmento Fab).

Aunque la pegilacién es la técnica mas consolidada (Chapman AP. Adv Drug Deliv Rev 2002 54:531-545.), la
pegilacion no es la Unica posibilidad para implementar la estabilidad de las proteinas terapéuticas.

De forma alternativa a la modificacion quimica, las moléculas de Fab recombinantes se pueden modificar al nivel de
la secuencia de nucleétidos primaria para incorporar secuencias que codifican péptidos o dominios que se pueden
unir con alta afinidad a la seroalbumina (Dennis MS, et al., J Biol Chem 2002 277:35035-35043; Stork R, et al.
Protein Eng Des Sel 2007 20:569-576) o se pueden generar como una molécula quimérica en la que una de las
cadenas que codifican el Fab esta condensada en marco con una secuencia que codifica una proteina
biol6gicamente inactiva (por ejemplo, seroalbimina (Subramanian GM, et al. Nat Biotechnol 2007 25:1411-1419)).
Se puede usar polietilenglicol, dominio de unién a albimina, albimina, o cualquier otra secuencia que no modifique
las propiedades de unién a antigeno del fragmento Fab como moléculas estabilizadoras que pueden incrementar la
semivida en plasma in vivo del fragmento Fab.

El anticuerpo monoclonal anti-cMet DN30 se produce por la linea celular de hibridoma depositada por Advanced
Biotechnology Center (ABC), Interlab Cell Line Collection (ICLC), S.S. Banca Cellule e Colture in GMP, Largo
Rosanna Benzi 10, Genova, ltalia, con el nimero de acceso ICLC PD 05006.

Los tumores adecuados para la administracién de un inhibidor de Met para reducir y/o anular la resistencia a la
radioterapia de acuerdo con la presente divulgacién incluyen i) carcinomas, preferentemente seleccionados entre
vejiga, mama, colangiocarcinoma, colorrectal, endometrial, esofagico, géastrico, cabeza y cuello, rifidn, higado,
pulmén, nasofaringeo, ovarico, pancreas/vesicula biliar, préstata, tiroides, ii) sarcoma de tejidos blandos,
preferentemente seleccionado de entre sarcoma de Kaposi, leiomiosarcoma, MFH/fibrosarcoma, iii) sarcoma
musculoesquelético, preferentemente seleccionado de entre osteosarcoma, rabdomiosarcoma, sarcoma sinovial, iv)
neoplasias malignas hematopoyéticas, preferentemente seleccionadas de entre leucemia mielégena aguda,
leucemia de linfocitos T adultos, leucemia mielégena croénica, linfomas, mieloma multiple, v) otros neoplasmas
preferentemente seleccionados de entre tumores cerebrales, melanoma, mesotelioma, tumor de Wilm.

Todos estos tumores presentan, de hecho, una "ruta de Met desregulada”, en la que esta expresion quiere decir que
estos tumores se caracterizan por una sefalizacion de Met aberrante debida a al menos una de i) mutaciones de
Met, ii) sobreexpresion de proteina Met, iii) amplificacion del gen Met, iv) niveles elevados de HGF en circulacion.

Administracién de inhibidores de Met a pacientes humanos

Todos los anticuerpos anti-Met se administraran a través de regimenes similares a los adoptados para anticuerpos
que dirigen otras tirosina cinasas receptoras implicadas en neoplasias malignas humanas (por ejemplo,
Trastuzumab, un anticuerpo contra HER-2). Tipicamente, el anticuerpo, o un derivado o fragmento del mismo, se
administra por infusién intravenosa con dosis semanales que varian entre 5-10 mg/kg, preferentemente 4-8 mg/kg.
Para la combinaciéon con radioterapia, la administraciéon de los anticuerpos anti-Met empezara una semana, mas
preferentemente un dia, antes de la irradiacion y continuara hasta una semana, preferentemente hasta de 6 a 48
horas, después del final de la radioterapia.

Las secuencias de ADNc que codifican el anticuerpo anti-Met, o derivados o fragmentos del mismo también se
pueden administrar a pacientes humanos a través de procedimientos de "tratamiento génico". La secuencia de ADNc
se clona en un vector de transduccién de origen virico (lentivirico, retrovirico, adenovirico, etc.) y se monta en una
particula virica, que se puede dirigir especificamente al tumor o a células asociadas al tumor, por medio de proteinas
de unién a superficie. A continuacién, se produce la preparaciéon de particulas viricas en un centro de grado GMP.
Esta preparacion puede se puede administrar por via sistémica o bien intratumoral a través de una unica inyeccion o
de multiples inyecciones. Los tejidos tumorales transducidos por el vector virico expresaran las proteinas codificadas
por las secuencias del anticuerpo anti-Met, o derivados o fragmentos del mismo proporcionando asi un circuito auto-
inhibidor.

A continuacién, se proporcionan datos experimentales; los experimentos se han llevado a cabo usando anticuerpo
monoclonal DN30 y/o derivados y/o fragmentos del mismo para proporcionar una descripcion detallada de algunos
modos de realizacion preferentes sin ningun propdésito limitante de la presente invencion.

Materiales y métodos

Lineas celulares y ARNip. La lineas celulares (A549, MDA-MB-231, LoVo, MDAMB- 435S, U-87MG, U-251, PC3,
SF295, DLD1, SK-N-SH) fueron de ATCC. Para la inhibicién de ATM cinasa, se pretrataron las células durante 4 h
antes de la irradiacién y a continuacion se mantuvieron en presencia de CGK733 (10 uM en DMSO). Los ARNip que
dirigen RELA (ON-TARGET plus SMART pool L-003533-00 Human RELA, NM_021975, Dharmacon, 100 nM), o los
ARNip de control (ON-TARGET plus SMART pool, siCONTROL Non Targeting siRNA, Dharmacon) se transfectaron
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de forma transitoria.
Las secuencias de ARNip fueron las que siguen.
"SMART pool L-003533-00 Human RELA NM_021975" fue una mezcla 1:1:1:1: de las siguientes secuencias duplex:

(1) sentido: GGAUUGAGGAGAAACGUAAUU (SEQ ID No.:1), antisentido: 5-NUUUCCUACAAGCUCGUGGGUU
(SEQ ID No.:2),

(2) sentido: CCCACGAGCUUGUAGGAAAUU (SEQ ID No.:3), antisentido: 5-NUUUCCUACAAGCUCGUGGGUU
(SEQ ID No.:4),

(8) sentido: GGCUAUAACUCGCCUAGUGUU (SEQ ID No.:5), antisentido: 5'-NCACUAGGCGAGUUAUAGCCUU
(SEQ ID No.:6),

(4) sentido: CCACACAACUGAGCCCAUGUU (SEQ ID No.:7), antisentido: 5-NCAUGGGCUCAGUUGUGUGGUU
(SEQ ID No.:8).

SMART pool, siCONTROL Non Targeting siRNA (una Unica secuencia duplex):

sentido: AUGUAUUGGCCUGUAUUAG (SEQ ID No.:9).

Produccién del anticuerpo DN30 y fragmento Fab de DN30. El anticuerpo monoclonal DN30 se produjo como se
describe en Prat M. et al., 1998, J. Cell Sci 111:237-247, y se deposité por Advanced Biotechnology Center con el

nuamero de acceso ICLC PD 05006. El fragmento Fab de DN30 se obtuvo a través de digestion con papaina de
DN3O0 y purificacion por afinidad (kit Immunopure Fab Preparation Kit, Pierce).

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de DN30 se ilustra en la figura 8b y se establece en SEQ ID
No:10, la secuencias de nuclettidos de la cadena pesada de DN30 se ilustra en la figura 8a y se establece en SEQ
ID No.:11.

Las secuencias de aminodacidos correspondientes a las regiones CDR de la cadena pesada de DN30 son las
siguientes: CDR-H1: GYTFTSYW (SEQ ID NO.:12); CDR-H2: INPSSGRT (SEQ ID NO.:13); CDR-H3: ASRGY (SEQ
ID NO.:14). Las secuencias de nucleottidos correspondientes a las regiones CDR de la cadena pesada de DN30 son
las siguientes: CDR-H1: GGCTACACCTTCACCAGTTACTGGA (SEQ ID NO.:15); CDR-H2:
ATTAATCCTAGCAGCGGTCGTACT (SEQ ID NO.:16); CDR-H3: GCAAGTAGG (SEQ ID NO.:17).

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de DN30 se ilustra en la figura 9b y es establece en SEQ ID
No:18, la secuencias de nucleétidos de la cadena ligera de DN30 light se ilustra en la figura 9a y se establece en
SEQ ID No.:19.

Las secuencias de aminodacidos correspondientes a las regiones CDR de cadena ligera de DN30 son las siguientes:
CDR-L1: QSVDYDGGSY (SEQ ID NO.:20); CDR-L2: AAS (SEQ ID NO.:21); CDR-L3: QQSYEDPLT (SEQ ID
NO.:22). Las secuencias de nucleétidos correspondientes a las regiones CDR de cadena ligera de DN30 son las
siguientes: CDR-L1: AAAGTGTTGATTATGATGGTGGTAGTTATAT (SEQ ID NO.:23); CDR-L2: GCTGCATCC (SEQ
ID NO.:24); CDR-L3: CAGCAAAGTTATGAGGATCCGCTCACG (SEQ ID NO.:25).

Irradiacion in vitro. Se emitieron rayos X por un acelerador de particulas lineal (Clinac 600C/D, Varian) que
funcionaba a 6 MV.

Bandas Western Se investigd la expresion de proteinas en células privadas de suero, confluentes, irradiadas. Para
el fraccionamiento en porciones citoplasmicas y nucleares, las células se lavaron y se incubaron en hielo durante 10
min en el "tampén A" (HEPES 10 mM pH 7,9, KCI 10 mM KCI, EDTA 0,1 mM, NP-40 al 0,5 %, ditiotreitol 1 mM,
fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM y un céctel de inhibidores de proteasas). Los sobrenadantes, que contenian los
extractos citoplasmicos, se separaron por centrifugacién. Se resuspendieron los sedimentos en el "tampén B"
(HEPES 20 mM pH 7,9, KCI 400 mM, EDTA 1 mM, ditiotreitol 1 mM, glicerol al 10 %, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1
mM y un céctel de inhibidores de proteasas) y se incub6 a 4 °C durante 1 h con mezclado vigoroso. Se aclararon los
lisados nucleares resultantes por centrifugacion de alta velocidad. Se redisolvié una cantidad igual de proteinas por
SDS-PAGE y se analiz6 por bandas Western con los siguientes anticuerpos primarios: Met anti-humano de ratén
(DL21 divulgado en Prat et al., Int. J. Cancer 49, 323-328 (1991)), anti-p65/RelA de ratén y anti-HIF-1a de ratén (BD
Biosciences), anti-fosfo-Ser276 de conejo y anticaspasa-3 de conejo (Cell Signaling), anti-fosfo-Chk2 de conejo
(Te8, R&D Systems). Se usaron anti-actina de cabra (C-11; Santa Cruz Biotechnology) y anti-lamina B de raton
(Calbiochem) para el control de la carga de proteina citoplasmica o nuclear igual, respectivamente. Se capturaron
imagenes de bandas usando un tomégrafo molecular (GelDoc XR; Bio-Rad Laboratories). Se realiz6 el analisis
densitométrico con Quantity One 1-D (Bio-Rad Laboratories). Las bandas Western mostradas son representativas de
los resultados obtenidos en al menos tres experimentos independientes.
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Bandas Northern. Las células confluentes se privaron de suero durante 48 h y se irradiaron. El ARN total se
redisolvié en gel de agarosa-formaldehido al 0,8 %, y se transfiri6 a membranas de nailon (Amersham) de acuerdo
con procedimientos estandar. La sonda de MET que contenia la secuencia codificante completa (GenBank, n.°
acceso J02958) se obtuvo del plasmido pCEV-MET (véase Michieli et al., Oncogene 18, 5221-5231 (1999)), y se
marcé con [a->*P]dCTP (Megaprime, Amersham). Se llevé a cabo la hibridacién a 42 °C durante 16 h en presencia
de formamida al 50 %. Las membranas de nailon se lavaron dos veces con 2X SSC-SDS 0,1 %, y dos veces con
0,1X SSC-SDS 0,1 % a 42 C, y se autoradiografio.

Deteccion ROS. Se evalué la generacién de ROS intracelular usando diacetato de 5-(y 6)-carboxi-2'-7'-
diclorofluoresceina (carboxi-H.DCFDA, Molecular Probes) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En
resumen, las células se sembraron en placas negras de 96 pocillos (3 x 10* células/pocillo) 24 h antes del
tratamiento (RI: 10 Gy; H202: 100 uM como control). Las células se incubaron en presencia de carboxi-H.DCFDA (10
uM) en DMEM libre de rojo fenol durante 1 h a 37 °C. Las células se lavaron, se incubaron durante 30 min
adicionales en DMEM libre de rojo fenol sin carboxi-H:DCFDA, y a continuacion, se irradiaron. Se midi6 la
generacién de ROS 15 min después de la irradiacién usando un lector de placas de fluorescencia (Aex = 485 nm, Aem
=535 nm) (DTX 880 Multimode Detector).

Inmunoprecipitacién con cromatina (ChIP). Se usaron 4 x 10 células para 10 ChlP para células irradiadas o bien de
control. Después de la irradiacion (10 Gy), las células se fijaron en formaldehido al 1 % durante 15 min a
temperatura ambiente, y la reaccién se detuvo con glicina (0,125 M). Las células fijadas se lavaron, se recogieron en
PBS helado complementado con un céctel de inhibidores de proteasas y se centrifug6. La fraccién citoplasmica se
extrajo como antes y se desechd, y los nucleos se sedimentaron y se resuspendieron en 1 ml de SDS-tampdén de
lisis (SDS 1 %, EDTA 1 mM, Tris-HCI 50 mM pH 8, y un coctel de inhibidores de proteasas). A continuacion se
rompieron los nucleos por sonicacion, proporcionando fragmentos de ADN con un tamafio en masa de 400-1000 pb.
Los restos celulares se aclararon por centrifugacién a 14.000 rpm durante 10 min a 4 C. Los sobrenadantes que
contenian la preparacién con cromatina se diluyeron con tampén de dilucién 10X (SDS 0,01 %, Triton X-100 1,1 %,
EDTA 1,2 mM, Tris-HCI 16,7 mM pH 8, NaCl 167 mM). A continuacién, se preaclaré la cromatina durante 1 h a 4 °C
afnadiendo proteina G-sefarosa (Amersham, suspension en gel al 50 % complementada con 0,2 mg/ml de ADN de
esperma de salmén, BSA al 0,1 % y NaNs al 0,05 %). Las perlas se sedimentaron por una centrifugacién breve a
4000 rpm a 4 °C y se recogieron los sobrenadantes. Se usé una preparacion al 3 % de cromatina como entrada para
la normalizacion de ChlIP. Se realiz6 la ChIP durante la noche a 4 °C con 4 pg de anticuerpos (anti-p65/RelA, Santa
Cruz; IgG de ratén total, Chemicon), seguido de incubacion con 50 ul de perlas de proteina G-sefarosa durante 3 h.
Las perlas se lavaron secuencialmente sobre una plataforma giratoria a 4 °C con las siguientes soluciones (10
min/cada una) : dos veces con tampén de baja concentracion salina (SDS 0,1 %, Triton X-100 1 %, EDTA 2 mM,
Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 150 mM), dos veces con tampo6n de alta concentracién salina (SDS 0,1 %, Triton X-100
1 %, EDTA 2 mM, Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 500 mM), una vez con tampén de LiCl (LiCl 0,25 M, acido desoxicolico
1 %, NP-40 0,5 %, EDTA 1 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8), y dos veces con TE (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM).
Las ChIP se eluyeron dos veces en EB (SDS 1 %, NaHCO3 0,1 M) y se mantuvieron durante la noche a 65 °C para
invertir la reticulacion de formaldehido. Se realizé el tratamiento con RNasa (50 pg/ml, 37 °C durante 30 min) y
Proteinasa-K (500 ug/ml, 45 °C durante 2 h). Se purific6 cada muestra por extraccion con fenol/cloroformo y
finalmente se resuspendié en 40 pl de agua estéril. Se usaron 2 pl de cada muestra como molde para la PCR en
tiempo real con SYBR GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems) en el sistema de deteccién de secuencias ABI
PRISM 7900HT (Applied Biosystems) .

Los cebadores usados fueron los siguientes:

NFKBIA (d: GAACCCCAGCTCAGGGTTTAG - SEQ ID No.:26; inv: GGGAATTTCCAAGCCAGTCA - SEQ ID
No.:27);

KB1 (d: AGGCCCAGTGCCTTATTACCA - SEQ ID No.:28; inv: GCGGCCTGACTGGAGATTT - SEQ ID No.:29);

KB2 (d: GGGACTCAGTTTCTTTACCTGCAA - SEQ ID No.:30; inv: GGGACTCAGTTTCTTTACCTGCAA - SEQ ID
No.:31).

Ensayo de cicatrizacién. Se hicieron crecer las células hasta confluencia en placas de 24 pocillos, privadas durante
24 h, y se rascé con una punta de plastico. Se reemplaz6 el medio de cultivo con medio recién preparado que
contenia FBS al 1 % y el vehiculo solo (DMSO), y se irradié de inmediato. Después de 24 h, las células se fijaron
con glutaraldehido al 11 % (Sigma), y se tifié con violeta cristal. Se obtuvieron las imagenes con una camara de
fotos Leica (Leica DFC320, Leica) conectada con un microscopio de luz invertido (DM IRB, Leica). Las imagenes
son representativas de los resultados obtenidos en al menos tres experimentos independientes.

Ensayo Transwell. Se midi6 la invasién celular en cadmaras Transwell™ (BD Falcon). Se sembraron células MDA-
MB-231 y MDA-MB-435S (5 x 105/transwell) en los lados superiores del filtro recubiertas con 20 ug/cm2 de
membrana basal Matrigel reconstituida (Collaborative Research). Se sembraron U-251 (10*transwell) en filtros
recubiertos con 50 ug/cmz. Se afadié medio de cultivo complementado con FBS al 1 % en ambas camaras. 1 h
después de sembrar, las células se irradiaron (10 Gy) y se incub6 a 37 °C durante 24 h. Las células en el lado
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superior del filtro se retiraron mecanicamente, y las que migraron sobre el lado inferior se fijaron, se tifieron y se
fotografiaron como antes. Para la cuantificacion de la invasion celular, se seleccionaron aleatoriamente diez campos
por condiciéon experimental y se micrografi6 como antes con un objetivo 10X. Se realiz6 el analisis morfométrico
usando el programa informéatico MetaMorph 7.1. Las imagenes son representativas de al menos tres experimentos
independientes.

Ensayo de morfogénesis de ramificacién. Se preformaron esferoides de MDA-MB-435S por resuspension células
individuales en 240 mg/ml de metilcelulosa (Sigma) y se cultivd en placas no adherentes de 96 pocillos (Greiner)
durante 24 h. Se transfirieron los esferoides en una matriz que contenia 1,3 mg/ml de colageno tipo | de cola de rata
(BD Biosciences), FBS 10 %, y 240 mg/ml de metilcelulosa. Después de 24 h, las células se irradiaron y/o se
cultivaron en presencia de HGF durante 7 dias. Se obtuvo el HGF como proteina recombinante de baculovirus en
células SF9. El medio condicionado de células no infectadas se us6 como control negativo. Las imagenes son
representativas de los resultados obtenidos en tres experimentos independientes.

Ensayo de viabilidad celular con DN30 Fab. Se sembraron 10° células en placas de 96 pocillos y se hicieron crecer
durante 24 h. Se reemplazé el medio de cultivo con medio que contenia FBS 1 % y DN30 Fab (28 ug/ml) o el
vehiculo solo (PBS). Después de 24 h, las células se irradiaron (10 Gy). La viabilidad celular se evalué como antes.
Resultados

La Rl induce la transcripcién de MET

Los presentes inventores han mostrado previamente que el protooncogén MET esta regulado de forma
transcripcional por sefales especificas extra- e intracelulares, incluyendo factores de crecimiento y el sensor de
oxigeno. Aqui se investiga la modulacion de la expresién de Met por exposicion a dosis terapéuticas de Rl (hasta 10
Gy).

En diez lineas celulares derivadas de tejidos neoplasicos de diferentes tipo histoldégicos (carcinomas de mama,
pulmén, préstata y colon; melanoma; glioblastoma; neuroblastoma), se ha descubierto que el nivel de proteina Met
se incrementé significativamente 24 h después de la irradiacion. En lineas celulares representativas (tales como
MDA-MB-435S y MDA-MB-231), los experimentos de la evolucién temporal detallada revelaron un perfil bifasico de
acumulacion de proteina Met. Esto se caracteriza por un pico temprano de induccion de Met (~ cinco veces)
alrededor de 1-2 h, seguido de un pico o meseta tardio similar, que aparece a las 6 h, y que decrece 24 h después
de la irradiacion (Fig. 1a). Los experimentos de respuesta a la dosis mostraron que la induccién de Met comienza
después de 1 Gy, y alcanza una meseta a 5 Gy (Fig. 1b). En células irradiadas, también se observaron la
acumulacion de ARNm de MET, y la activacion del promotor de MET de longitud completa (Fig. 1¢c-d), lo que indica
que la sobreexpresion de MET inducida por Rl implica un mecanismo transcripcional. De forma interesante, en MDA-
MB-231, también se detectd una autofosforilacién de Met transitoria e independiente de ligando, que se produce en
los 10 min después de la exposicion a R, (Fig. 6). La intensidad de la fosforilacion de Met inducida por RI era
comparable a la provocada por una concentracion distinta a la de saturacién de HGF (50 ng/ml). Sin embargo, las
cinéticas de fosforilacién eran diferentes, ya que el pico inducido por Rl se alcanz6 después de 10 min, mientras que
el pico inducido por HGF se alcanzé después de 30 min. La estimulacién concomitante por Rl y HGF no fue
sinérgica (Fig. 6).

La transcripcion de MET inducida por Rl requiere NF-xB

Se sabe que la RI modula unos pocos factores de transcripcion incluyendo NF-kB. En consecuencia, el perfil de
expresion amplio del genoma mostrd que, en las lineas celulares examinadas, la Rl induce una respuesta temprana
prominente de NF-xB. Por ejemplo, en MDA-MB-231, 9 de los 33 genes modulados 1 h después de la irradiacion
son dianas de NF-«xB, lo que presenta una frecuencia -20 veces mayor que la esperada. Ademas, en experimentos
de evoluciéon temporal con células MDA-MB-231, MDA-MB-435S o U-251, la Rl (10 Gy) indujo una acumulacién
nuclear rapida (en 30 min) y persistente (hasta 24 h) de la subunidad de NF-kB p65/RelA, un rasgo caracteristico de
la activacion de NF-kB (Fig. 2a). Ademas, en puntos temporales tempranos después de la irradiacion, se fosforilé de
forma transitoria la p65/RelA nuclear en Ser””® (Fig. 2a). Se sabe que esta fosforilacion se induce por especias
reactivas del oxigeno (ROS) por medio de la proteina cinasa A, y promueve la interaccion de p65/RelA con
coactivador transcripcional CBP/p300, lo que se requiere para la regulacién por incremento de un subconjunto de
genes diana tempranos. Estos datos indican que la Rl promueve la activacién funcional de NF-xB, a través de la
acumulacion nuclear y la fosforilacion transitoria temprana de la subunidad p65/RelA.

En el promotor humano de MET, se identificaron dos sitios de unién putativos de NF-«xB, kB1, situado en -1349/-
1340 pb, y kB2, situado en -1149/-1136 pb, con respecto al sitio de inicio de la transcripcién de la secuencia
(GenBank, n.% de acceso AF046925) a través de andlisis in silico. De forma interesante, el sitio kB2 esta altamente
conservado en el pro de ratén de met (Fig. 7; secuencia promotora de raton de met (mus musculus) establecida en
SEQ ID No:32 y secuencia promotora humana de met (homo sapiens) establecida en SEQ ID No.:33). Los
experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina mostraron que la asociacion de p65/RelA en cada sitio se
incrementd significativamente en células expuestas a 10 Gy (Fig. 2b), lo que indica que MET se controla de forma
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transcripcional por NF-kB en células irradiadas. Estos hallazgos llevaron a los presentes inventores a investigar si
NF-xB es un requisito absoluto para la induccion de MET por Rl. Puesto que p65/RelA esta implicado en la
formacion de cada uno de los diversos heterodimeros de NF-«B, lo que es critico para toda la actividad
transcripcional conducida por NF-xB, se anulé la expresién de p65/RelA a través de interferencia de ARN. En MDA-
MB-231 o MDA-MB-435S tratado con ARNip frente a p65/RelA (SMART pool L-003533-00 Human RELA, SEQ ID
No.: 1 a 8), la Rl ya no pudo inducir la actividad promotora de MET de longitud completa (Fig. 2c), ni la acumulacion
de la proteina Met. Tomados conjuntamente, estos datos proporcionan pruebas convincentes de que la regulacion
por incremento de MET inducida por Rl requiere la activacion del factor de transcripcion NF-xB.

También se consideré la implicacion del factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) en la transcripcion de MET inducida
por R, ya que (a) se demostr6 que HIF-1 se activaba en células irradiadas como resultado de la formacion de ROS,
y (b) HIF-1 es un regulador prominente de la expresién de MET. Sin embargo, la relevancia de HIF-1 era minima,
como se muestra por enfoques complementarios. En primer lugar, en MDA-MB-231 y MDA-MB-435S, la RI no indujo
la translocacion nuclear de la subunidad HIF-1a, que es el rasgo caracteristico de la activacion de HIF-1, observado
de otro modo cuando se cultivaron las células en una concentracion de oxigeno baja (Fig. 2a). La ausencia de
activacion de HIF-1 no se debia a una produccién de ROS débil en células irradiadas, ya que ROS se incrementé en
un 25 £ 3,5 % en promedio, 15 min después de la exposicion a 10 Gy. Esto se estimd que correspondia a un
promedio de un 80 % de induccion de ROS 2-5 min después de la irradiacién, en consecuencia con observaciones
previas en lineas celulares expuestas a 1-10 Gy. Ademas, se ha descubierto que la Rl no pudo activar el
denominado promotor MET "minimo" que incluye los dos elementos responsables de hipoxia funcionales (HRE), y el
sitio Ap-1, que son responsables de la regulacién por incremento de MET inducida por hipoxia. Tomados
conjuntamente, estos datos indican que HIF-1 no esta implicado en la regulacién por incremento de MET por RI. Sin
embargo, se ha observado que la hipoxia indujo la translocacion nuclear de p65/RelA y la fosforilacion de serina
(Fig. 2a). Finalmente, también se descarté la implicacion del factor de transcripcion p53, una diana de Rl prominente.
De hecho, MDA-MB-435S y MDA-MB-231 (dos lineas celulares que presentan la mayor induccién de MET por RI)
albergan mutaciones inactivadoras de p53 (G266E y R280K, respectivamente). Ademas, a diferencia del promotor
de ratén, el promotor de MET humano no se regula por incremento por formas constitutivamente activas de p53.

La expresién de MET inducida por Rl estd mediada por la activacién de ATM cinasa

El NF-xB es un cruce de varias rutas iniciado por sefiales tanto extracelulares como intracelulares. Estas ultimas
incluyen las provocadas por la proteina cinasa ATM seguido de la deteccion del dafio de ADN. Para investigar si la
induccion de MET por Rl se basa en la activaciéon de la ATM cinasa, se trataron MDA-MB-435S o MDA-MB-231 con
10 uM del inhibidor de moléculas pequenas especifico CGK733. En experimentos de evolucion temporal, el CGK733
evitd la fosforilacion inducida por RI del sustrato especifico de ATM Chk2, asi como la translocacion nuclear de
p65/RelA, y la sobreexpresién de proteina Met. Estos datos indican que se requiere la ATM cinasa para la regulacion
por incremento de MET inducida por Rl (Fig. 3).

El crecimiento invasivo inducido por Rl requiere Met

La sobreexpresion de Met no implica la activacién de cinasa en ausencia del ligando extracelular HGF. Sin embargo,
implica un incremento significativo en la actividad de sefalizacion dependiente de ligando ( es decir, sensibilizacion).
Esto se ha observado en células donde la hipoxia regulé por incremento la expresion de Met hasta un nivel
comparable a, o menor que el inducido por irradiacién.

Por lo tanto, los presentes inventores investigaron si la sobreexpresién de Met inducida por Rl podia provocar o
potenciar las respuestas bioldgicas dependientes de Met. Estas incluyen los lados fisioldgico y patol6gico del
crecimiento invasivo. En el ensayo de cicatrizacién, que evalla la capacidades de la célula para regenerar tejidos
danados (es decir, crecimiento fisiolégico invasivo), la MDA-MB-231 irradiada, asi como MDA-MB-435S, realizé de
forma espontanea el programa de curacion, por desprendimiento del borde de la herida, y por migracion en toda el
area rascada. Esta respuesta, monitorizada durante 24 h, se superpone con la estimulada por HGF, que también se
conoce como "factor de dispersién", ya que promueve la disociacion y motilidad celular. Sin embargo, la respuesta
de curacion provocada por la Rl no se debia a la induccién de un bucle autocrino de HGF, ya que las células
irradiadas no expresaron HGF como se evalu6 por PCR cuantitativa. Los presentes inventores concluyeron que la
sobreexpresion de Met inducida por Rl sensibiliza las células para una pequefa cantidad de HGF presente en el
medio de cultivo, que se suministra con suero al 1 %. Esta condicion probablemente imita la presencia fisiolégica de
HGF in vivo, que se incrusta de forma ubicua en las matrices extracelulares.

A continuacion, las células irradiadas se evaluaron en ensayos Transwell, que miden la capacidad para invadir una
membrana basal artificial in vitro, lo que se correlaciona estrechamente con la invasividad in vivo, es decir, el
crecimiento invasivo maligno. De hecho, las células irradiadas (tales como MDA-MB-231, MDA-MB-435S, o U-251)
cruzan de forma espontanea la membrana basal Transwell en presencia de una concentracion sérica baja (1 %)
(Fig. 4a), imitando de nuevo el comportamiento provocado por HGF.

La RI convierte la morfogénesis inducida por Met en un proceso invasivo

La morfogénesis de ramificacion es un proceso fisioldgico complejo, inducido por HGF para generar érganos
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tridimensionales durante el desarrollo. Este programa de mdultiples etapas implica migracién, proliferacion y
reorganizacion espacial celular, que finaliza con la generacion de tubulos ramificados huecos alineados por células
polarizadas. Algunas de las lineas celulares estudiadas, tales como MDA-MB-435S, pueden ejecutar totalmente el
programa de morfogénesis de ramificacién in vitro.

La exposicién a la Rl sensibilizé estas células hasta una concentracién subdptima del HGF exégeno (5 nM) que
(sola) no puede inducir la morfogénesis de ramificacion (Fig. 4b). De forma importante, las células irradiadas
estimuladas con HGF construyeron tabulos con alteraciones estructurales extraordinarias, a medida que las células
se desacoplaron de la superficie albuminar y se propagaron en la matriz circundante (Fig. 4b). Este comportamiento
es reminiscente de la "dispersion tridimensional” descrita como una forma de morfogénesis aberrante que se
produce en respuesta al TNFa. Se concluy6 que las dosis terapéuticas de Rl pueden convertir la morfogénesis de
ramificacion fisioldgica en un proceso proinvasivo aberrante.

La inhibicién de Met sensibiliza las células para la apoptosis inducida por Rl y la detencién proliferativa

Como parte del programa TEM/CI, Met emana potentes sefales antiapoptdsicas a través de la activacién sostenida
de rutas posteriores que incluyen PI3-cinasa/AKT. Por lo tanto, los presentes inventores razonaron que la regulacién
por incremento de MET podia prevenir la muerte celular inducida por la irradiacién, y que, a la inversa, la inhibicién
de Met podia incrementar la eficacia de la radioterapia.

Se observé una disminucién en la viabilidad celular (de hasta un 75 %) en células irradiadas que se mantuvieron en
presencia del fragmento Fab del anticuerpo anti-Met DN30, que se sabe que induce la regulacién por disminucién de
MET, inhibiendo asi la sefalizacion y las actividades bioldégicas de MET (Petrelli et al., PNAS 103: 5090-5, 2006)
(Fig. 5).

Estos resultados indican que la actividad de inhibicion de Met sensibiliza células para radioterapia, incrementando la
muerte celular y reduciendo la capacidad de reanudar la proliferacién después del tratamiento.

Listado de secuencias

<110> Metheresis Translational Research SA
<120> Inhibidores MET para potenciar la eficacia de la radioterapia
<130> BEP14021-CF

<160> 33

<170> PatentIn versién 3.5
<210> 1

<211> 21

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> ARNip contra p65/RelA
<400> 1

ggauugagga gaaacguaau u 21
<210> 2

<211> 22

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> ARNip 2 inv. contra p65/RelA
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)
<223>nesa,c,g,0uU

<400> 2

nuuuccuaca agcucguggg uu 22
<210> 3

<211> 21

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> ARNip 3 - contra p65/RelA
<400> 3

cccacgagcu uguaggaaau u - 21
<210> 4

<211> 22

<212> ARN

<213> artificial
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<220>

<223> ARNip 4 - inv - contra p65/RelA
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)
<223>nesa,c,g,0uU

<400> 4

nuuuccuaca agcucguggg uu 22
<210>5

<211> 21

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> ARNip 5 - contra p65/RelA
<400> 5

ggcuauaacu cgccuagugu u - 21
<210>6

<211> 22

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> ARNip 6 - inv. contra p65/RelA
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)
<223>nesa,c,g,0u

<400> 6

ncacuaggcg aguuauagcc uu 22
<210>7

<211> 21

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> ARNip 7 - contra p65/RelA
<400>7

ccacacaacu gagcccaugu u 21
<210>8

<211> 22

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> ARNip 8 - inv- contra p65/RelA
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)
<223>nesa,c,g,0uU

<400> 8

ncaugggcuc aguugugugg uu 22
<210>9

<211>19

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> ARNip - secuencia de control
<400>9

auguauuggc cuguauuag 19
<210> 10

<211> 461

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> cadena pesada DN30
<400> 10
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Met Gly Trp Sser gyr Ile Ile teu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr asp
15

Gly His ser Gln val G1ln Leu GIn GIn Pro Gly Thr Glu Leu val Lys
20 25 30

Pro Gly Ala ser val Lys Leu igr Cys Lys Ala ser ggy,Tyr Thr phe
35

Thr ser Tyr Trp Ile His Trp val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu
50 55 60

Glu Trp ITle Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Gly Arg Thr Asn Tyr Asn
65 70 75 80

Glu Lys Phe Lys Asn Lys val Thr val Thr val Asp Lys Ser ser Thr
85 90 95

Thr Ala Tyr Met GIn Leu Ser Asn Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Ser Arg Gly Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Thr Leu Thr
115 120 125

val ser ser Ala Lys Thr Thr Ala Pro Ser val Tyr Pro Leu Ala Pro
130 135 140

val cys Gly Asn Thr Thr Gly Ser Ser val Thr Leu Gly Cys Leu val
145 150 155 160

Lys Gly Tyr Phe Pro Glu Pro val Thr Leu Thr Trp Asn Ser Gly Ser
165 170 175

Leu Ser ser Gly val His Thr Phe Pro Ala val Leu Gln Ser Asp Leu
180 185 190

Tyr Thr Leu Ser Ser Ser val Thr val Thr Ser Ser Thr Trp Pro Ser
195 200 205 '

Gln Ser Ile Thr Cys Asn val Ala His Pro Ala Ser Ser Thr Lys val
210 215 220

Asp Lys Lys TIle Glu Pro Arg Gly Pro Thr Ile Lys Pro Cys Pro Pro
225 230 235 240

Cys Lys Cys Pro Ala Pro Asn Leu Leu G Gly Pro Ser val Phe Ile
2

245

Phe Pro Pro Lys Ile Lys Asp Val Leu Met Ile Ser Leu Ser Pro Ile
260 265 270

val Thr Cys val val val asp val ser Glu Asp Asp Pro Asp val Gln
275 280 285

Ile Ser Trp Phe val Asn Asn val Glu val His Thr Ala G1n Thr Gln
290 295 300

Thr His Arg Glu Asp Tyr Asn Ser Thr Leu Arg val val Ser Ala Leu
305 310 315 320

Pro Ile GIn His GIn Asp Trp Met Ser Gly Lys Glu Phe Lys Cys Lys

val Asn Asn Lys Asp Leu Pro Ala Pro Ile Glu Arg Thr Ile Ser Lys
340 345 350

Pro Lys Gly Ser val Arg Ala Prg¢ Gln val Tyr val Leu Pro Pro Pro
355 360 365

Glu Glu Glu Met Thr Lys Lys GIn val Thr Leu Thr Cys Met val Thr
370 375 380

13
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15

Asp Phe Met Pro
385
Thr Glu Leu Asn

ser Tyr Phe Met
420

Glu Arg Asn ser
435

His His Thr Thr

Glu

TYr

405

TYr

Tyr

Lys

Asp Ile

390

TYr

Lys Asn Thr

Ser Lys Leu

Ser
440

ser Cys

Ser Phe Ser

450
<210> 11
<211> 1386
<212> ADN

<213> artificial

<220>

455

<223> DN30 - cadena pesada

<400> 11

atgggatgga
gtccaactgce

tgcaaggett
ggacaaggcc
gagaaattca
caéctcagca
tggggccaag
ccactggccc
aagggttatt
gtgcacacct
gtaacctcga
agcaccaagyg
tgcaaatgcce
atcaaggatg
agcgaggatg
gctcagacac
cccateccage
gacctcccag
caggtatatg
tgcatggtca
acagagctaa
tacagcaagc
gtggtccacyg

aaatga
<210> 12
<211>8
<212> PRT

<213> artificial

<220>

gctatatcat
agcagcctgg

ctyggctacac
ttgagtggat
agaacaaqggt
acctgacatc
gcaccactct
ctgtgtgtag
tccctgagec
tcccagetgt
gcacctggec
tggacaagaa
cagcacctaa
tactcatgat
acccagatgt
aaacccatag
accaggactg
cgcccatcga
tcttgccteco
cagacttcat
actacaagaa
tgagagtgga
agggtctgca

CCLCLLtttyg
gactgaactg

cttcaccagt
tggagagatt
cacagtgact
tgaggactct
cacagtctcce
aaatacaact
agtgaccttg
cctgcagtct
cagccagtcec
aattgagccc
cctcttgggt
ctccectgage
ccagatcagc
agaggattac
gatgagtggc
gagaaccatc
accagaagaa
gcctgaagac
cactgaacca
aaagaagaac

caatcaccac

<223> cadena pesada DN30 - CDR-H1

<400> 12

ES 2489475713

val Glu Trp

395

Glu Pro val

410

Arg val Glu

val val His

Arg Thr Pro

gtagcaacag
gtgaagcctyg

tactggatac
aatcctagca
gtagacaaat
gcggtctatt
tcagccaaaa
ggctcctcgg
acctggaact
gacctctaca
atcacctgca
agagggececa
ggaccatccg
cccatagtca
tggtttgtga
aacagtactc
aaggagttca
tcaaaaccca
gagatgacta
atttacgtyg
gtcctggact
tgggtggaaa

acgactaaga

Thr

Leu

Lys

Glu

Gly

Asn

Asp

LYS

Gly

445

Lys

Asn Gly Lys
400

ser Asp Gly
415

Asnh Trp val
430

Leu His Asn

ctacagatgg
gggcttcagt

actgggtgaa
gcggtcgtac
cttccaccac
actgtgcaag
caacagcccc
tgactctagg
ctggatccct
ccctcagcag
atgtggccca
caatcaagcc
tcttcatctt
catgtgtggt
acaacgtgga
tccgggtggt
aatgcaaggt
aagggtcagt
agaaacaggt
agtggaccaa
ctgatggttc
gaaatagcta

gcttcteecyg

14

ccactcccag
gaagctgtcc

gcagaggcct
taactacaac
agcctacatg
taggggctac
atcggtctat
atgcctggtc
gtccagtggt
ctcagtgact
ccecggeaage
ctgtcctcea

ccctecaaag

ggtggatgtg

agtacacaca
cagtgcccte
caacaacaaa
aagagctcca
cactctgacc
caacgggaaa
ttacttcatg
ctcctgttca
gactccgggt

60
120

180
240 -
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1386
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g]y Tyr Thr Phe ghr Ser Tyr Trp

<210> 13

<211>8

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> cadena pesada DN30 - CDR-H2
<400> 13

i]e Ash Pro Ser Eer Gly Arg Thr

<210> 14

<211>5

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> cadena pesada DN30 - CDR-H3
<400> 14

éla ser Arg Gly Eyr

<210> 15

<211>25

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> nucleé6tido CDR-H1
<400> 15

ggctacacct tcaccagtta ctgga 25
<210> 16

<211>24

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> nucleétido CDR-H2
<400> 16

attaatccta gcagcggtcg tact 24
<210> 17

<211>9

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> nucleétido CDR-H3
<400> 17

gcaagtagg 9

<210> 18

<211> 238

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> cadena ligera DN30
<400> 18

Tet Glu Thr Asp Thr Ile Leu Leu Trp val Leu Leu Leu Trp Xg] Pro
B) 10

Gly Ser Thr Gly Asp Ile val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Ser Leu Ala
20 2
val Ser Leu Gly GIn Arg Ala Thr Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser
35 40 45

val Asp Tyr Asp Gly Gly Ser Tyr Met Ser Trp Phe Gln GIn Arg Pro
50 55 60
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Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Ser Ala Ala
65 70 75
Gly Ile Pro Ala Arg Phe ser Gly ser Gly ser
85 90
Lteu Asn Ile His Pro val Glu 6lu Glu Asp val
100 105
Gln GIn Ser Tyr Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly
115 120
Glu Leu Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr val
130 135
Ser Ser Glu Gln Leu Thr ser Gly Gly Ala Ser
145 150 155
Asnh Asn Phe Tyr Pro Lys Asp Ile Asn val Lys
165 170
ser Glu Arg GIn Asn Gly val Leu Asn Ser Trp
180 185
Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Met Ser Ser Thr Leu
195 200
Glu Tyr Glu Arg His Ash Ser Tyr Thr Cys Glu
210 215
ser Thr ser Pro Ile val Lys Ser Phe Asnh Arg
225 230 235
<210> 19
<211> 717
<212> ADN
<213> artificial
<220>
<223> cadena ligera DN30
<400> 19
atggagacag acacaatcct gctatgggtg ctgetgetct
gacattgtgce tgacccaatc tccagettet ttggctgtgt
atctcctgca aggccagcca aagtgttgat tatgatggtg
caacagagac caggacagcc acccaaactc ctcatctctg
gggatcccag ccaggtttag tggcagtggc tctgggacag
cctgtggagg aggaggatgt tgcaacctat tactgtcagc
acgttcggtg ctgggaccaa gctggagctg aaacgggctg
atcttcccac catccagtga gcagttaaca tctggaggtg
aacaacttct accccaaaga catcaatgtc aagtggaaga
aatggcgtcc tgaacagtty gactgatcag gacagcaaag
agcaccctca cgttgaccaa ggacgagtat gaacgacata
actcacaaga catctacttc acccattgtc aagagcttca
<210> 20
<211>10
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> cadena ligera DN30 - CDR-L1

<400> 20

Ser Asn

Gly Thr

Ala Thr

Leu

ASp

TYyr

Glu ser

80

Phe Thr

95

Tyr Cys

110

Ala Gly

Ser Ile

140

val val

Trp

Lys

Thr Asp

Thr

Phe

Cys

Ile

.Gln

Lys Leu

Pro Pro

Phe Leu

160

Asp Gly

175

Asp Ser

190

Thr Leu

205

Ala Thr

220

Asn Glu

Thr

His

Lys Asp

Ltys Thr

Cys

gggttccagg ctecactggt

ctctagggca gagggccace

gtagttatat gagttggttc

ctgcatccaa
acttcaccct
aaagttatga
atgctgcace
cctcagtcat
ttgatggcag
acagcaccta
acagctatac

acaggaatga

16

tctagaatct
caatatccat
ggatccgctc
aactgtatcc
gtgcttcitg
tgaacgacaa
cagcatgagc
ctgtgaggcc

gtgttag

60
120

180
240

300
360
420
480
540
600
660
717
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GIn ser val Asp Tyr Asp Gly Gly Ser Tyr
1 5 10

<210> 21

<211>3

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> cadena ligera DN30 - CDR-L2
<400> 21

ﬁ1a Ala Ser

<210> 22

<211>9

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> cadena ligera DN30 - CDR-L3

<400> 22

g]n Gln Ser Tyr ?1u Asp Pro Leu Thr

<210> 23

<211> 31

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> nucleétido CDR-L1
<400> 23

aaagtgttga ttatgatggt ggtagttatat 31
<210> 24

<211>9

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> nucleé6tido CDR-L2
<400> 24

gctgcatcc 9

<210> 25

<211> 27

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> nucleétido CDR-L3
<400> 25

cagcaaagtt atgaggatcc gctcacg 27
<210> 26

<211> 21

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador NFKBIA
<400> 26

gaaccccagc tcagggtttag 21
<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador inv. NFKBIA
<400> 27

gggaatttcc aagccagtca 20
<210> 28

<211> 21

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador kB1

<400> 28
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aggcccagtg ccttattacca 21
<210> 29

<211>19

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador kB1 inv.
<400> 29

gcggcectgac tggagattt 19
<210> 30

<211> 24

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador kB2

<400> 30

gggactcagt tictttacct gcaa 24
<210> 31

<211> 24

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador kB2 inv.
<400> 31

gggactcagt tictttacct gcaa 24
<210> 32

<211> 199

<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 32

atggtgtgaa ggacacctga ctgggctgaa

accagctatg tgactctcct gggaactttt
ttCaatgcaa gactttagta acgtaatggg

aagaggtaat ctcttttga

<210> 33

<211> 111

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 33

cgtacggget gttttattca tctgcaaaat

ggaactttcc ttttccatca aactgaggag

ES 2489475713

agctaagttc
agggactcag

aactttcctt

gattccgtge
tggtgaggta

taactttgcce cctcttacta
tttctttacc tgcaaaatgg

ttccataaaa ctggggaatc

aggcctccaa aactgtaata

aaccgctctt g

18

60
120
180
199

60
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REIVINDICACIONES

1. Inhibidor de Met para su uso en la potenciacion de la eficacia de la radioterapia, reduciendo y/o anulando la
resistencia del paciente a dicha radioterapia, en el tratamiento de un paciente que padece un tumor, estando
seleccionado dicho inhibidor de Met de:

i) anticuerpo monoclonal anti-Met DN30,

i) un anticuerpo modificado genéticamente que contiene las seis regiones determinantes de la complementariedad
(CDR) del anticuerpo monoclonal anti-Met DN30, teniendo dichas CDR las secuencias de aminoacidos expuestas en
SEQIDNo.:12a14y20a22,y

iii) un fragmento de (i) o (ii) que contiene las seis regiones determinantes de la complementariedad (CDR) del
anticuerpo monoclonal anti-Met DN30, teniendo dichas CDR las secuencias de aminodcidos expuestas en SEQ ID
No.:12a 14y 20 a 22,

en el que dicho anticuerpo monoclonal anti-Met DN30 esta producido por la linea celular de hibridoma ICLC PD
05006, en el que dicho inhibidor Met inhibidor es capaz de inducir la regulaciéon por disminucién del receptor
codificado por el gen MET y contrarrestar la invasividad tumoral inducida por radiacién.

2. Secuencia de nuclettidos que codifica un inhibidor de Met para su uso en la potenciacion de la eficacia de la
radioterapia, reduciendo y/o anulando la resistencia del paciente a dicha radioterapia, en el tratamiento de un
paciente que padece un tumor, estando seleccionado dicho inhibidor de Met de:

i) anticuerpo monoclonal anti-Met DN30,

i) un anticuerpo modificado genéticamente que contiene las seis regiones determinantes de la complementariedad
(CDR) del anticuerpo monoclonal anti-Met DN30, teniendo dichas CDR las secuencias de aminoacidos expuestas en
SEQIDNo.:12a14y20a22,y

iii) un fragmento de (i) o (i) que contiene las seis regiones determinantes de la complementariedad (CDR) del
anticuerpo monoclonal anti-Met DN30, teniendo dichas CDR las secuencias de aminodcidos expuestas en SEQ ID
No.: 12a 14y 20 a 22,

en el que dicho anticuerpo monoclonal anti-Met DN30 se produce por la linea celular de hibridoma ICLC PD 050086,
en el que dicho inhibidor Met inhibidor puede inducir la regulacién por disminucién del receptor codificado por el gen
MET y contrarresta la invasividad tumoral inducida por radiacion.

3. Inhibidor de Met de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho inhibidor de Met es para la administracion en
forma de proteina soluble por inyeccion o infusion.

4. Secuencia de nucleétidos que codifica dicho inhibidor de Met de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que dicha
secuencia de nucledtidos que codifica dicho inhibidor de Met se para la administracién por medio de un vector, en la
que dicho vector esta en forma de particula.

5. Secuencia de nucleétidos que codifica dicho inhibidor de Met de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que dicho
vector es adecuado para dirigirse al tumor o a células asociadas al tumor.

6. Secuencia de nucleotidos que codifica dicho inhibidor de Met de acuerdo con la reivindicacion 4 o la reivindicacion
5, en la que dicho vector es para una administracion sistémica o intratumoral, preferentemente por inyeccién.

7. Inhibidor de Met o secuencia de nucleétidos que codifica un inhibidor de Met de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el que dicho fragmento es un fragmento Fab, preferentemente un fragmento Fab
que comprende al menos una molécula estabilizadora.

8. Inhibidor de Met o secuencia de nucleétidos que codifica un inhibidor de Met de acuerdo con la reivindicacién 7,
en el que dicha al menos una molécula estabilizadora se selecciona de polietilenglicol, dominio de unién a albimina,
albumina.

9. Inhibidor de Met o secuencia de nucleétidos que codifica un inhibidor de Met de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el que dicho inhibidor de Met y/o dicha secuencia de nucledtidos que codifica
dicho inhibidor de Met es para la administracién al menos una semana antes de someter a dicho paciente a
radioterapia.

10. Inhibidor de Met o secuencia de nucledtidos que codifica un inhibidor de Met de acuerdo con una cualquiera de

las reivindicaciones anteriores, en el que dicho inhibidor de Met y/o dicha secuencia de nucledtidos que codifica
dicho inhibidor de Met es para la administracion un dia antes de someter a dicho paciente a radioterapia.
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11. Inhibidor de Met o secuencia de nucledtidos que codifica un inhibidor de Met de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el que dicho inhibidor de Met y/o dicha secuencia de nucledtidos que codifica
dicho inhibidor de Met es para la administracion hasta al menos una semana, preferentemente de 6 a 48 horas,
después de la finalizacion de la radioterapia.

12. Inhibidor de Met o secuencia de nucledtidos que codifica un inhibidor de Met de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el que dicho tumor se selecciona de entre un carcinoma, un sarcoma
musculoesquelético, un sarcoma de tejido blando, una neoplasia maligna hematopoyética, un tumor cerebral,
melanoma, mesotelioma, tumor de Wilms.
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ATGGETGTGARCGACACCTCACTGGGC TEGAARGC TAAGTTCLAAC T TECD

————————————————————————————————————— COTACGRECT-GT
COTC T A TAACCARU T A T ST EAC T TGLEAAD P TAGGGATTCAL
TPTATTCATS T GUARAAT -GAT TCCGTGLAGSCCTCCARRAAC TG TRAATAG
TPTCTTTACCTGCAARAT-GETTCAATECAAGATT TTAGTARCGTRAIG

TTCCATCRAACTEAGGASTCOTGRCSTALMACCGITCTTS
TTCCATAAAMCTOCGGARTCAAGAGGTAATCTCTTTIGA

ARCTTTOCTY

SBACTTTCCTT

Figura7
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a)- SEQ ID No.:11

atgggatgga gctatatcat cctcectbbttg gtagcaacag ctacegatgg ccackocccag 60
gtccaactge agecagoctgyg gactgaactg gtgaageoctg ggocttcagt gaagctgteo 120
tgcaaggcett ctggctacac cttcaccagr tackggatac actgggtgaa geagaggecet igg
ggacaaggce ttgagtggat tggagagatt astoctagra acaategtac taactacaac 240
gagaaattca agaacaaggt cacagtgact gtagacaaaﬁ cttecacrcar agectacatg 300
caactcagca acctgacate tgaggactct goggtotatt actgtgcoaag taggggctac 360
tgyggeeaay yoeaccactel cacagtotoo bcagooaaaa caacageocco atoggtbotat 4z0
ceactggeoce ctgtgtgtgy aaatacasct gygctoctegg tyactctagyg abgeocbggtco 430
aagggttatt tccctgagoe agtgaccttg acctggaact ctggatccct gtocagtggt 540
gtgcacacct tCCCagctgt cobgcagtct gacctotaca ccoctcagrag cteagtgact 600
graacctcga ccacotggoe cagoragtos atcacntgea atgrggocera cocoggoaago 660
ageaccaagg tggacaagaa aattgagoeo agagggoeca caatcaagec ctgtectcoca 720
tgeaaatgoe cageacctaa cotettgggt ggaccatccg tottcatcott coctocaaag 780
atcaaggatyg tactcatgat chooctgage ccocatagtca catgbgtgat gotggatotg 840
agegaggaty acccagatygt ccagatcags tggtttgtga &caacgtggs agtacaraca 900
gotcagacac aaacceatag agaggattace aacagtacte tecgggtggt cagtgeccke 960

cocateccagoe accaqoactyg gatgagbtgge aaggagttcs aatgcaaggt caacaacaaa 10zC
gacetcecag egeccateoga gagaaccate tcacaaccca aagggtceagt aagagotcca 1080
caggtatatyg tettgocteo accagaagaa gagatgacta agaaacaggt cactctgacce 1140
tgcatgotca cagactteat gecktgaagac atttacgtgg agtggaccaa caacgggaaa 1200
aragagctaa actacaagaa cactgaacca gtcectggact ctgatggttce ttactbtecatg 1260
tacagezage tgagagtgga aaagaagaac bgggtggasa gaaatageta ctoctgttica 1320
gtggtccacy agggtctgea caatcaccac acgactaaga gocttctcccg gacktoogggt 1380

aaatga : 1386

b) - SEQ ID No.:10

MGWSYIILFLVATATDGHSOVOLOQPGTELVKPGASVELSCHASGYTFTSYWI HWVKQRPGQCLEWICEINPSSGRTN
YHNEKFKNKYTY TVDRSSTTAYMOLSNLTSEDSAVY Y CASRGYWGOGTTLTV SSAKTTAP SVYPLAPVCGHTTGSSVTL
GCLVKGYFPEPVTLTWNSGSLSSGVHTEPAVLOSDLYTLSSSVTVTSS TWRSQS ITCHVAHIPASSTEVDKKIEPRGPT
IKPCPECKCPAPNLLGGPSVFIFPPRIKDVLMISLSPIVICYVVDVSEDDFDVQISWFVHINVEVHTAQTQTHREDYNS
TLRVVSALPIQHGDWMSGKEFKCKVHNKDLEAPT ERTI SKPKGSVRAPQVYVLPFPEEEMTKEQVTLTCMVTDFMPED
IYVEWTNNGETELHYKNTEPVLD3DGES YFMY SKLRVEKKNWWERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK

Figura 8
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a) - SEQ ID No.:19

atggagacay acacaatoct gotatggotyg ctgotgetet gggttcocagy ctecactggt 60
gacatkbgtge tgacccaate tcocagettet ttggeotgtgt ctctagggea gagggoraco 120
atctoccbgea aggeocageca aagtgttgat tatgatggtyg gtagtbtatat gagttggtto 130
caacagagac caggacagcc acccaaactce ctcatctetyg ctgcatccaa tcotagaateo:s 240
gggatoccag ccagotttag tggcagtgge tcotgggacaqg acttcacccet caatatcoatc 300
cctgtggagg aggeggatgt tgeaacctat tactghbcage aaagttatga ggatecgeke 350
acgttogoty ctgggaccaa getggagety asacygggetg atgetgcace aactgtatcce 420
atcttcccac catccagtga gcagttaaca totggaggtg cctcagtegt gogottottg 480
aacaacttct acecccaaaga catcaatgtc aagtggaaga ttgatggeag tgaacgacas 540
aatggcgtcc tgaacagttg gactgatcag gacagcaaag acagcaccta cagcatgage 200
agcascchea cgttigaccaa ggacgagtat gascgacats acagotatac ctgtgaggcs 550
artraraaga catotacttoe acccattgte aagagettea araggaatga grgttag 717

b) - SEQ ID No.:18

METDTILLWVLLLWVPGSTGDIVLTQSPASLAVSLGQRAT I SCKRASQESVDYDGGSYMSWFOURPGOPPKLLISAASHL
ESGIPARFSGSGSGTDFTLNIHPYVEEEDVATY Y CQQSYEDPLTFGACTRLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASY
VCFLHNFYPKDINVEKAKIDGSERQNGVLNSWIDQDSKOZTYSMS ST LTLTKDEYERANSY TCEATHKTSTSPLIVRSFN
EMNEC

Figura 9
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