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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-c-Met

Campo de la técnica

La presente invencion se refiere a anticuerpos que se unen especificamente al receptor proteico c-Met humano y
que actuan como antagonistas estrictos de la activacion del receptor c-Met mediada por el factor de crecimiento del
hepatocito (HGF) y/o inhibe la activacion del receptor c-Met independiente de HGF.

Antecedentes

El receptor de la tirosina cinasa, c-Met, y su ligando el factor de crecimiento del hepatocito (HGF) se han convertido
en candidatos destacados para las terapias dirigidas contra el cancer.

El c-Met es el receptor de superficie para el factor de crecimiento del hepatocito (HGF), también conocido como
factor disperso. El receptor c-Met es un heterodimero unido por disulfuro que consiste en las cadenas a y 8
extracelulares. La cadena a heterodimerizada con la parte del extremo amino de la cadena B, forma el sitio principal
de union al ligando del dominio extracelular. La union con HGF induce la heterodimerizacién del receptor c-Met y la
fosforilacion de dos restos de tirosina (Y1234 e Y1235) en el sitio catalitico, que regula la actividad cinasa.

La activacion de c-Met mediada por HGF da como resultado un complejo programa genético al que se hace
referencia como “crecimiento invasivo”, que consiste en una serie de procesos fisioldgicos, que incluyen la
proliferacion, invasion, y angiogénesis, que se producen en condiciones fisiolégicas normales durante el desarrollo
embrionario y patolégicamente durante la oncogénesis. La sefalizacion por medio de c-Met promueve la
proliferacion y supervivencia celular por medio de una variedad de efectores corriente abajo.

En las células tumorales, la activacion de c-Met produce la puesta en marcha de una serie diversa de cascadas de
sefializacién que dan como resultado el crecimiento celular, proliferacion, invasion y proteccion frente a la apoptosis.
Los mecanismos biolégicos subyacentes de la tumorigenicidad de c-Met se alcanzan tipicamente de tres maneras
distintas: (a) con el establecimiento de bucles autocrinos HGF/c-Met; (b) por medio de la sobre-expresion de c-Met o
HGF; y (c) en presencia de mutaciones activadoras de cinasa en la secuencia codificante del receptor c-Met. La
expresion de HGF y c-Met se ha observado en biopsias tumorales en la mayoria de los tumores sélidos, y la
sefializacion de c-Met se ha documentado en un amplio intervalo de tumores malignos humanos, incluyendo los
canceres de vejiga, mama, de cuello uterino, colorrectal, gastrico, cabeza y cuello, higado, pulmén, ovarico,
pancreatico, prostata, renal y de tiroides.

La activacion de c-Met por su ligando, el HGF, puede producirse de manera paracrina o autocrina. La activacion
paracrina puede ser patoldgica en presencia de produccion de HGF anormal. La activacion autocrina se produce
cuando las células tumorales expresan aberrantemente tanto el HGF como su receptor. Ademas, la activacion de c-
Met puede producirse de una manera independiente de HGF, mediada por la heterodimerizaciéon de c-Met.

Un amplio intervalo de tumores malignos humanos presenta una estimulacion de c-Met sostenida, sobre-expresion o
mutacion, incluyendo carcinomas de mama, higado, pulmon, ovario, rifién y tiroides. Las mutaciones activadoras de
c-Met se han identificado positivamente en pacientes con una forma hereditaria particular de cancer renal papilar,
implicando directamente el c-Met en la tumorigénesis humana. La sefializacion aberrante de la ruta de sefializacion
de c-Met debido a la falta de regulacion del receptor c-Met o la sobre-expresién de su ligando, HGF, se ha asociado
con un fenotipo agresivo. La extensa evidencia de que la sefalizacion de c-Met esta implicada en la progresion y
diseminacion de varios canceres y un aumento del entendimiento de su papel en la enfermedad han generado un
interés considerable en c-Met y HGF como dianas principales en el desarrollo de farmacos para el cancer (Eder et
al, Clin Cancer Research; 15(7); 2009).

Actualmente estan bajo investigacion clinica una variedad de antagonistas de la ruta de c-Met con potenciales
aplicaciones clinicas. El potencial de los antagonistas de c-Met incluye los anticuerpos monoclonales que bloquean
la interaccion de c-Met con su ligando el HGF. El que se ha descrito mas ampliamente es el anticuerpo anti-c-Met
5D5 generado por Genentech (documento W096/38557). El 5D5 se comporta como un potente agonista cuando se
afade solo en varios modelos y como antagonista cuando se utiliza como un fragmento Fab o un anticuerpo de un
brazo (MetMab).

El documento WO 2009/007427 describe anticuerpos monoclonales de ratén contra c-Met y variantes quiméricas en
las que los dominios de union al antigeno del anticuerpo monoclonal de ratén, o una variante humanizada del
mismo, se acoplan con la regidon constante de IgG1 humana. Sin embargo, aunque el anticuerpo monoclonal de
raton, 224G11, presenta una actividad antagonista sin actividad agonista intrinseca significativa, al acoplar los
dominios de union al antigeno de 224G11 a la IgG1 humana, se generaba una forma quimérica de 224G11 que
presentaba algo de actividad agonista asociada con una reduccion de la eficacia antagonista: La actividad agonista
que presenta la forma quimérica de 224G11 puede revertirse construyendo mutaciones puntuales en el dominio de
bisagra de la cadena pesada de la IgG1 humana. En esta variante modificada se sustituyen varios restos amino
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humanos de la regién de bisagra se sustituyen por restos murinos que se existen en las posiciones equivalentes de
la secuencia de IgG1 murina. La actividad antagonista del receptor c-Met se restaura en la variante modificada
resultante, pero se reduce la homologia estructural total y de secuencia con los anticuerpos humanos como
resultado de las mutaciones que se necesitan en la region de bisagra. Ademas, al menos uno de los bucles
hipervariables de 224G11 adopta una estructura candnica que no se encuentra en el repertorio de anticuerpos
humanos.

El documento WO 2007/126799 describe anticuerpos monoclonales humanos completos contra c-Met. Estos
anticuerpos se comportan como antagonistas de la interaccion con HGF, pero no se presentan datos respecto a la
actividad agonista intrinseca de estos anticuerpos o su capacidad para inhibir la dimerizacién de c-Met.

El documento WO 2010/059654 también describe anticuerpos c-Met monoclonales. Estos anticuerpos se
caracterizan por unirse a la cadena a de c-Met humano e inducir la internalizacion del c-Met humano de la superficie
celular.

Descripcion de la invencion

Se proporciona en el presente documento un anticuerpo monoclonal aislado o un fragmento de union al antigeno del
mismo, en el que dicho anticuerpo o fragmento de union al antigeno se une especificamente a la proteina c-Met
humana, comprendiendo dicho anticuerpo o fragmento de unién al antigeno un dominio variable de cadena pesada
que comprende CDR3, CDR2 y CDR1 y un dominio variable de cadena ligera que comprende CDR3, CDR2 y
CDR1, donde:

la secuencia variable CDR3 de cadena pesada es SEQ ID NO: 21;

la secuencia variable CDR2 de cadena pesada se selecciona de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 20,
SEQ ID NO: 83y SEQ ID NO: 84;y

la secuencia variable CDR1 de cadena pesada es SEQ ID NO: 19; y el dominio variable de cadena ligera incluye
una combinacion de CDR que se selecciona de entre lo siguiente:

(i) la secuencia variable CDR3 de cadena ligera es SEQ ID NO: 33;
la secuencia variable CDR 2 de cadena ligera es SEQ ID NO: 32;
la secuencia variable CDR1 de cadena ligera es SEQ ID NO: 31; o

(ii) la secuencia variable CDR3 de cadena ligera es SEQ ID NO: 145;
la secuencia variable CDR2 de cadena ligera es SEQ ID NO: 32;
la secuencia variable CDR1 de cadena ligera es SEQ ID NO: 144; o

(iii) la secuencia variable CDR3 de cadena ligera es SEQ ID NO: 146;
la secuencia variable CDR2 de cadena ligera es SEQ ID NO: 32;
la secuencia variable CDR2 de cadena ligera es SEQ ID NO: 31; o

(iv) la secuencia variable CDR3 de cadena ligera es SEQ ID NO: 147;
la secuencia variable CDR2 de cadena ligera es SEQ ID NO: 32;
la secuencia variable CDR1 de cadena ligera es SEQ ID NO: 144; o

(v) la secuencia variable CDR3 de cadena ligera es SEQ ID NO: 148;
la secuencia variable CDR2 de cadena ligera es SEQ ID NO: 32;
la secuencia variable CDR1 de cadena ligera es SEQ ID NO: 144.

Este anticuerpo o fragmento de unién al antigeno puede bloquear la uniéon de HGF al sitio de uniéon a HGF de baja
afinidad de la proteina c-Met humana.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno puede comprender una
region bisagra que contiene una secuencia completamente humana. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
también puede tener alta homologia con el humano, como se define en el presente documento.

En una realizacién se proporciona un anticuerpo de acuerdo con las presentes reivindicaciones que tienen alta
homologia con el humano que se une especificamente a un receptor proteico c-Met humano y que antagoniza con la
activacion del receptor c-Met mediada por HGF.

En una realizaciéon se proporciona un anticuerpo aislado de acuerdo con las presentes reivindicaciones que tiene
alta homologia con el humano, que se une especificamente a un receptor proteico c-Met humano, donde el
anticuerpo es un antagonista estricto de la activacion del receptor c-Met mediada por HGF y comprende una region
bisagra que tiene una secuencia completamente humana, donde la presencia de la region bisagra humana no afecta
adversamente la actividad antagonista del anticuerpo.
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En una realizacién mas se proporciona un anticuerpo de acuerdo con las presentes reivindicaciones que tiene una
alta homologia con el humano. o un fragmento de unién al antigeno el mismo, que se une especificamente a una
proteina c-Met humana, donde dicho anticuerpo o fragmento de unién al antigeno bloquea la uniéon de HGF al sitio
de union de alta afinidad de HGF de dicha proteina c-Met humana y es un antagonista estricto de la activacion del
receptor c-Met mediada por HGF.

En cada una de las realizaciones anteriores, el anticuerpo puede ser cualquiera de, un anticuerpo monoclonal, un
anticuerpo monoclonal completamente humano, o un anticuerpo monoclonal humanizado, cada uno de los cuales
puede presentar una unién bivalente a la proteina c-Met humana.

En una realizacion particular, el anticuerpo que tiene una alta homologia con el humano, o el fragmento de unién al
antigeno del mismo, puede comprender un dominio variable de cadena pesada (VH) y un dominio variable de
cadena ligera (VH), donde el dominio VH y VL, o una o mas de las CDR de los mismos, se derivan de camélidos.

En una realizaciéon se proporciona un anticuerpo aislado, o un fragmento de unién al antigeno, de acuerdo con las
presentes reivindicaciones, que se une especificamente a una proteina c-Met humana y es un antagonista estricto
de la activacién del receptor c-Met mediada por HGF, cuyo anticuerpo o fragmento de union al antigeno comprende
un dominio variable de cadena pesada (VH) y un dominio variable de cadena ligera (VL), donde los dominios VH y
VL, o una o mas de las CDR de los mismos, se derivan de camélidos. En una realizacién particular el anticuerpo, o
el fragmento de union al antigeno, puede comprender dominios VH y VL de llama, o dominios VH y VL de llama
humanizados. Este anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno, puede también presentar una “alta homologia con
el humano”, como se define en el presente documento.

En realizaciones no limitantes, la invenciéon proporciona los siguientes anticuerpos, o fragmentos de unién al
antigeno de los mismos, que se definen en referencia a caracteristicas estructurales especificas, es decir, las
secuencias de aminoacidos especificadas de cualquiera de las CDR o los dominios variables completos. Todos
estos anticuerpos se unen especificamente a la proteina c-Met humana y son antagonistas estrictos de la activacion
del receptor c-Met mediada por HGF. En realizaciones particulares, los anticuerpos definidos por las siguientes
caracteristicas estructurales pueden presentar adicionalmente una alta homologia con los humanos, como se define
en el presente documento. Los anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales producidos por medios
recombinantes. Las CDR de los anticuerpos c-Met siguientes pueden derivarse de camélidos, es decir, derivados de
los anticuerpos convencionales que se producen por la inmunizacién de camélidos (especificamente llamas) con el
antigeno c-Met. La invencion también proporciona variantes humanizadas o humanizados de la linea germinal,
variantes de afinidad y variantes que contienen sustituciones conservadoras de aminoacidos, como se define en el
presente documento. Especificamente se proporcionan anticuerpos quiméricos que contienen dominios VH y VL que
se derivan de camélidos, o variantes humanizadas o alineadas germinalmente de los mismos, fusionados con
dominios constantes de anticuerpos humanos, en particular de 1IgG1, 19G2, IgG3 o IgG4 humanas. Estos anticuerpos
pueden incluir una region bisagra que tiene una secuencia completamente humana, como se define en el presente
documento.

Las realizaciones ejemplares de los anticuerpos c-Met se describen ahora adicionalmente en referencia a las
caracteristicas estructurales.

36C4 vy variantes del mismo

La presente invencion proporciona un anticuerpo aislado o fragmento de union al antigeno del mismo que se une
especificamente a la proteina c-Met humana, comprendiendo dicho anticuerpo o fragmento de unién al antigeno un
dominio variable de cadena pesada en el que la secuencia variable CDR3 de cadena pesada es SEQ ID NO: 21.

En una realizacion del anticuerpo o el fragmento de union al antigeno del mismo

la secuencia variable CDR3 de cadena pesada es SEQ ID NO: 21;

la secuencia variable CDR2 de cadena pesada es SEQ ID NO: 20 o SEQ ID NO: 83;y
la secuencia variable CDR1 de cadena pesada es SEQ ID NO: 19.

En una realizacion adicional se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién al antigeno del
mismo, donde dicho anticuerpo o fragmento de union al antigeno se une especificamente a la proteina c-Met
humana, comprendiendo dicho anticuerpo o fragmento de unién al antigeno un dominio variable de cadena pesada y
un dominio variable de cadena ligera, donde:

la secuencia variable CDR3 de cadena pesada es SEQ ID NO: 21;

la secuencia variable CDR2 de cadena pesada se selecciona de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 20,
SEQ ID NO: 83y SEQ ID NO: 84;y

la secuencia variable CDR1 de cadena pesada es SEQ ID NO: 19; y el dominio variable de cadena ligera incluye
una combinacion de CDR que se selecciona de entre lo siguiente:
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(i) la secuencia variable CDR3 de cadena ligera es SEQ ID NO: 33;
la secuencia variable CDR 2 de cadena ligera es SEQ ID NO: 32;
la secuencia variable CDR1 de cadena ligera es SEQ ID NO: 31; o

(ii) la secuencia variable CDR3 de cadena ligera es SEQ ID NO: 145;
la secuencia variable CDR2 de cadena ligera es SEQ ID NO: 32;
la secuencia variable CDR1 de cadena ligera es SEQ ID NO: 144; o

(iii) la secuencia variable CDR3 de cadena ligera es SEQ ID NO: 146;
la secuencia variable CDR2 de cadena ligera es SEQ ID NO: 32;
la secuencia variable CDR1 de cadena ligera es SEQ ID NO: 144; o

(iv) la secuencia variable CDR3 de cadena ligera es SEQ ID NO: 147;
la secuencia variable CDR2 de cadena ligera es SEQ ID NO: 32;
la secuencia variable CDR1 de cadena ligera es SEQ ID NO: 144; o

(v) la secuencia variable CDR3 de cadena ligera es SEQ ID NO: 148;
la secuencia variable CDR2 de cadena ligera es SEQ ID NO: 32;
la secuencia variable CDR1 de cadena ligera es SEQ ID NO: 144.

El anticuerpo. o un fragmento de unién al antigeno del mismo, se une a un epitopo del péptido 98-
VDTYYDDQLISCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQSEVHCIFSPQIEEPSQCPDCVVSALGAKVLSSVKDRFINFFVGN
TINSSYFPDHPLHSISVRRLKETK-199 (SEQ ID NO: 181) en el dominio SEMA de c-Met humano.

En una realizacion ejemplar el presente anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, puede ser un
antagonista estricto de la activacion de la proteina c-Met humana mediada por HGF y también puede inhibir la
activacion de la proteina c-Met humana independiente de HGF, y preferentemente no induce una regulacion
negativa de la proteina c-Met humana de superficie.

En una realizacion el presente anticuerpo puede incluir el dominio CH1, regién bisagra, dominio CH2 y dominio CH3
de un anticuerpo humano, en particular una IgG1, 19G2, IgG3 o IgG4 humana.

En una realizacion adicional se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado o un fragmento de unién al antigeno
del mismo, en el que dicho anticuerpo o fragmento de unién al antigeno se une especificamente a la proteina c-Met
humana, comprendiendo dicho anticuerpo o fragmento de unién al antigeno, un dominio variable de cadena pesada
y un dominio variable de cadena ligera , comprendiendo el dominio variable de cadena pesada una secuencia VH
con al menos un 85% de identidad de secuencia, o al menos un 90% de identidad de secuencia, o al menos un 95%
de identidad de secuencia, o al menos un 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia, con una secuencia que se
selecciona de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 51, 88, 92, 94, 96 y 98.

En una realizacion adicional se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado o un fragmento de unién al antigeno
del mismo, en el que dicho anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo se une especificamente a la
proteina c-Met humana, comprendiendo dicho anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo un dominio
variable de cadena pesada y un dominio variable de cadena ligera, comprendiendo el dominio variable de cadena
pesada una secuencia de aminoacidos VH que se selecciona de entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 51, 88,
92,94,96 y 98.

En una realizacion adicional se proporciona un anticuerpo monoclonal aislado o un fragmento de unién al antigeno
del mismo, en el que dicho anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo se une especificamente a la
proteina c-Met humana, comprendiendo dicho anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo un dominio
variable de cadena pesada y un dominio variable de cadena ligera, comprendiendo el dominio variable de cadena
ligera una secuencia V Lambda con al menos un 80% de identidad de secuencia, o al menos un 85% de identidad
de secuencia, o al menos un 90% de identidad de secuencia, o al menos un 95% de identidad de secuencia, o al
menos un 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia, con una secuencia de aminoacidos que se selecciona de
entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 55, 93, 95, 97, 99, 158, 159, 160, 161, 162, 163 y 164.

En una realizacién adicional se proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de union al antigeno del mismo,
en el que dicho anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo se une especificamente a la proteina c-Met
humana, comprendiendo dicho anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo un dominio variable de
cadena pesada y un dominio variable de cadena ligera, comprendiendo el dominio variable de cadena ligera una
secuencia de aminoacidos V Lambda que se selecciona de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 55, 93, 95,
97, 99, 158, 159, 160, 161, 162, 163 y 164.

En una realizacién adicional se proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de union al antigeno del mismo,
en el que dicho anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo se une especificamente a la proteina c-Met
humana y es preferentemente un antagonista estricto de la activacion del receptor c-Met mediada por HGF ,
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comprendiendo el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo un dominio variable de cadena pesada y
un dominio variable de cadena ligera, en el que el dominio variable de cadena pesada comprende una secuencia VH
con al menos un 85% de identidad de secuencia, o al menos un 90% de identidad de secuencia, o al menos un 95%
de identidad de secuencia, o al menos un 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia, con una secuencia que se
selecciona de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 51, 88, 92, 94, 96 y 98, y el dominio variable de cadena
ligera comprende una secuencia V Lambda con al menos un 80% de identidad de secuencia, o al menos un 85% de
identidad de secuencia, o al menos un 90% de identidad de secuencia, o al menos un 95% de identidad de
secuencia, o al menos un 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia, con una secuencia de aminoacidos que se
selecciona de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 55, 93, 95, 97, 99, 158, 159, 160, 161, 162, 163 y 164.

El presente anticuerpo se une a un epitopo en el péptido 98-VDTYYDDQLISCGSVNRGTCQRHVFPHNHT
ADIQSEVHCIFSPQIEEPSQCPDCVVSALGAKVLSSVKDRFINFFVGNTINSSYFPDHPLHSISVRRLKETK-199 (SEQ
ID NO: 181) en el dominio SEMA del c-Met humano.

En una realizacion ejemplar, el presente anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo, puede ser un
antagonista estricto de la activacion de la proteina c-Met humana mediada por HGF y también puede inhibir la
activacion de la proteina c-Met humana independiente de HGF, y preferentemente no induce una regulacion
negativa significativa de la proteina c-Met humana de la superficie celular.

En una realizacion el presente anticuerpo puede incluir el domino CH1, region bisagra, dominio CH2 y domino CH3
de un anticuerpo humano, en particular de una IgG1, 19G2, IgG3 o IgG4 humana.

En una realizacién adicional se proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de union al antigeno del mismo,
que se une especificamente a la proteina c-Met humana y es preferentemente un antagonista estricto de la
activacion del receptor c-Met mediada por HGF, comprendiendo el anticuerpo un dominio variable de cadena pesada
(VH) que comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra como SEQ ID NO: 51 o SEQ ID NO: 88 o una
variante humanizada o de afinidad del mismo, y un dominio variable de cadena ligera (VL) que comprende la
secuencia de aminoacidos que se muestra como SEQ ID NO: 55, o una variante humanizada, o de afinidad del
mismo.

En una realizacion ejemplar, el presente anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo, puede ser un
antagonista estricto de la activacion de la proteina c-Met humana mediada por HGF y también puede inhibir la
activacion de la proteina c-Met humana independiente de HGF, y preferentemente no induce una regulacion
negativa significativa de la proteina c-Met humana de la superficie celular.

En una realizacion el presente anticuerpo puede incluir el dominio CH1, regién bisagra, dominio CH2 y dominio CH3
de un anticuerpo humano, en particular de una IgG1, 19G2, IgG3 o IgG4 humana.

En una realizacién adicional se proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de union al antigeno del mismo,
que se une significativamente a una proteina c-Met humana y es preferentemente un antagonista estricto de la
activacion del receptor c-Met mediada por HGF, comprendiendo el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del
mismo un domino variable de cadena pesada y un dominio variable de cadena ligera, en el que el domino variable
de cadena pesada comprende una secuencia VH con al menos un 85% de identidad de secuencia, o al menos un
90% de identidad de secuencia, o al menos un 95% de identidad de secuencia, o al menos un 97%, 98% o 99% de
identidad de secuencia, con una secuencia que se muestra en SEQ ID NO: 51 o SEQ ID NO: 88, y el dominio
variable de cadena ligera comprende una secuencia V Lambda con al menos un 80% de identidad de secuencia, o
al menos un 85% de identidad de secuencia, o al menos un 90% de identidad de secuencia, o al menos un 95% de
identidad de secuencia, o al menos un 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia, con una secuencia de
aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 55, o una variante humanizada, o de afinidad de la misma.

El presente anticuerpo o region de union al antigeno del mismo puede comprender CDR de cadena pesada que son
idénticas a las CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 51 o0 a las CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 88 y CDR de
cadena ligera que son idénticas a las CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 55, mientras que presenta variaciones
de secuencia de aminoacidos en las regiones marco conservadas.

El presente anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo se une a un epitopo en el péptido 98-
VDTYYDDQLISCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQSEVHCIFSPQIEEPSQCPDCVVSALGAKVLSSVKDRFINFFVGN
TINSSYFPDHPLHSISVRRLKETK-199 (SEQ ID NO: 181) del domino SEMA del c-Met humano.

En una realizacién ejemplar, el presente anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo, puede ser un
antagonista estricto de la activacion de la proteina c-Met humana mediada por HGF y también puede inhibir la
activacion de la proteina c-Met humana independiente de HGF, y preferentemente no induce una regulacion
negativa significativa en la proteina c-Met humana de la superficie celular.

En una realizacion, el presente anticuerpo puede incluir el dominio CH1, region bisagra, dominio CH2 y dominio CH3
de un anticuerpo humano, en particular de una IgG1, 19G2, IgG3 o IgG4 humana.
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En una realizacion adicional se proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de union al antigeno del mismo
que se une especificamente a la proteina c-Met humana y es preferentemente un antagonista estricto de la
activacion del receptor c-Met mediada por HGF, cuyo anticuerpo es una variante humanizada de la linea germinal
del anticuerpo 36C4, comprendiendo dicha variante de anticuerpo alineado germinalmente:

(a) un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra
como SEQ ID NO: 92, y un dominio variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos
que se muestra como SEQ ID NO: 93; o

(b) un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra como
SEQ ID NO: 94, y un dominio variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos que se
muestra como SEQ ID NO: 95; o

(c) un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra
como SEQ ID NO: 96, y un dominio variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos
que se muestra como SEQ ID NO: 97; o

(d) un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra
como SEQ ID NO: 98, y un dominio variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos
que se muestra como SEQ ID NO: 99; o

(e) un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra
como SEQ ID NO: 88, y un dominio variable de cadena ligera (VL) que comprende una secuencia de aminoacidos
que se selecciona de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 156, SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 158, SEQ
ID NO: 159, SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 161, SEQ ID NO: 162, SEQ ID NO: 163 y SEQ ID NO: 164.

Se identific6 que estas variantes de anticuerpos 36C4, o regiones de uniéon al antigeno, comprendian una
combinacion de un dominio VH, definido en referencia a una secuencia de aminoacidos especifica, y un dominio VL
(V Kappa), también definido en referencia a una secuencia de aminoacidos especifica. Para cada combinacion
VH/VL especifica enumerada, esta definicion se deberia entender como que incluye anticuerpos, o regiones de
union al antigeno, que se forman por la combinacion de un dominio VH que tiene al menos un 85%, al menos un
90%, al menos un 95%, al menos un 97%, o al menos un 99% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos de VH establecida y un dominio VL que tiene al menos un 75%, al menos un 80% , al menos un 85%,
al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 97%, o al menos un 99% de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos VL establecida. En cada caso los dominios VH y VL definidos por el % de identidad de
secuencia con respecto a las secuencias de aminoacidos de VH y VL establecidas pueden mantener secuencias
CDR idénticas a las presentes en las secuencias de aminoacidos de VH y VL establecidas, aunque presentan
variaciones de secuencia de aminoacidos en las regiones marco conservadas.

El presente anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo se une a un epitopo en el péptido 98-
VDTYYDDQLISCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQSEVHCIFSPQIEEPSQCPDCVVSALGAKVLSSVKDRFINFFVGN
TINSSYFPDHPLHSISVRRLKETK-199 (SEQ ID NO: 181) del domino SEMA del c-Met humano.

En una realizacion ejemplar, el presente anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo, puede ser un
antagonista estricto de la activacion de la proteina c-Met humana mediada por HGF y también puede inhibir la
activacion de la proteina c-Met humana independiente de HGF, y preferentemente no induce una regulacion
negativa significativa de la proteina c-Met humana de la superficie celular.

En una realizacion, el presente anticuerpo puede incluir el dominio CH1, region bisagra, dominio CH2 y dominio CH3
de un anticuerpo humano, en particular una IgG1, 19G2, IgG3 o IgG4 humana.

En una realizacién adicional se proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de union al antigeno del mismo,
que se une especificamente a la proteina c-Met humana y es preferentemente un antagonista estricto de la
activacion del receptor c-Met mediada por HGF, cuyo anticuerpo es una variante de afinidad de 36C4Q,
comprendiendo dicha variante de afinidad un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia
de aminoacidos que se muestra como SEQ ID NO: 88, y un dominio variable de cadena ligera (VL) que comprende
una secuencia de aminoacidos que se selecciona de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 156, SEQ ID NO:
157, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO: 159, SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 161, SEQ ID NO: 162, SEQ ID NO: 163 y
SEQ ID NO: 164.

En una realizacion ejemplar, el presente anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo, puede ser un
antagonista estricto de la activacion de la proteina c-Met humana mediada por HGF y también puede inhibir la
activacion de la proteina c-Met humana independiente de HGF, y preferentemente no induce una regulacion
negativa significativa de la proteina c-Met humana de la superficie celular.

En una realizaciéon ejemplar, el presente anticuerpo puede incluir el dominio CH1, regién bisagra, dominio CH2 y
dominio CH3 de un anticuerpo humano, en particular de una IgG1, 19G2, IgG3 o IgG4 humana.

Cuando se identifica que anticuerpos particulares, o regiones de unién al antigeno, comprenden una combinacion de
un dominio VH, que se define en referencia a una secuencia de aminoacidos especifica, y un dominio VL (V Kappa),
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también identificado en referencia a una secuencia de aminoacidos especifica, entonces para cada combinacion
VH/VL especifica enumerada (a menos de que se establezca otra cosa) esta definicion se puede entender como que
incluye anticuerpos, o regiones de union al antigeno, que se forman por la combinacién de un dominio VH que tiene
al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 97%, o al menos un 99% de identidad de
secuencia con una secuencia de aminoacidos de VH establecida y un dominio VL que tiene al menos un 75%, al
menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 97%, o al menos un 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de VL establecida. En cada caso los dominios VH y VL
definidos por el % de identidad de secuencia respecto a las secuencias de aminoacidos de VH y VL establecidas
pueden mantener secuencias de CDR idénticas a las presentes en las secuencias de aminoacidos de VH y VL
establecidas, aunque presentan variaciones de secuencia en las regiones marco conservadas.

A menos de que se establezca otra cosa en la presente solicitud, el % de identidad de secuencia entre dos
secuencias de aminoacidos se puede determinar comparando las dos secuencias alineadas de manera 6ptima, en
las cuales la secuencia de aminoacidos que se va a comparar puede comprender adiciones o eliminaciones con
respecto a la secuencia de referencia para un alineamiento éptimo entre estas dos secuencias. El porcentaje de
identidad se calcula determinando el nimero de posiciones idénticas en las cuales el resto de aminoacido es
idéntico entre las dos secuencias, dividiendo este nimero de posiciones idénticas por el nimero total de posiciones,
en la ventana de comparacion y multiplicando el resultado obtenido por 100 con el fin de obtener el porcentaje de
identidad entres estas dos secuencias. Por ejemplo, es posible utilizar el programa BLAST, "BLAST 2 sequences"
(Tatusova et al, "Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and nucleotide sequences”, FEMS Microbiol
Lett. 174:247-250) disponible en el sitio de internet http://www.ncbi.nim.nih.gov/gorf/b12.html, siendo los parametros
que se utilizan los que se dan por defecto (en particular para los parametros “penalizacion de hueco abierto”: 5, y
“penalizaciéon de extension de huecos”: 2; eligiéndose la matriz, por ejemplo, la matriz “BLOSUM 62" propuesta por
el programa), el porcentaje de identidad entre las dos secuencias que se van a comparar lo calcula directamente el
programa.

Los anticuerpos c-Met, o fragmentos de unién al antigeno de los mismos, que se proporcionan en el presente
documento pueden presentar cada uno, una o mas, o cualquier combinacién, de las siguientes
propiedades/caracteristicas:

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede actuar como un inhibidor de la activacion del
receptor c-Met independiente de HGF.

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede inhibir la dimerizacion independiente de HGF, y
mas particularmente la homodimerizacion y/o heterodimerizacion, de la proteina c-Met humana.

El anticuerpo puede presentar una o mas funciones efectoras que se seleccionan de entre la citotoxicidad mediada
por células dependiente de anticuerpo (ADCC), citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) y fagocitosis
mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCP) contra las células que expresan la proteina c-Met humana
sobre la superficie celular.

El anticuerpo puede presentar ADCC contra las células cancerosas adictas a c-Met.

El anticuerpo puede presentar una funcion de aumento de ADCC en comparacién con un anticuerpo de referencia
que es un anticuerpo equivalente que comprende un dominio Fc nativo humano. En una realizaciéon no limitante, la
funcion ADCC puede tener al menos un aumento de 10x en comparacion con el anticuerpo de referencia que
comprende un dominio Fc nativo humano. En este contexto “equivalente” puede entenderse como que significa que
el anticuerpo con funcion ADCC aumentada presenta sustancialmente una especificidad de unién al antigeno
idéntica y/o comparte una secuencia de aminoacidos idéntica al anticuerpo de referencia, excepto por algunas
modificaciones que se hacen (con respecto al Fc nativo humano) con el fin de aumentar la ADCC.

El anticuerpo puede contener la region bisagra, dominio CH2 y dominio CH3 de la IgG humana, mas
preferentemente de la IgG1 humana.

El anticuerpo puede incluir modificaciones en la region Fc, como se explica en otro sitio del presente documento. En
particular, el anticuerpo puede ser una IgG no fucosilada.

En aspectos adicionales, la invencién también proporciona moléculas de polinucleétido que codifican los anticuerpos
c-Met enumerados anteriormente y fragmentos de unién al antigeno de los mismos, ademas de vectores de
expresion que comprenden los polinucledtidos, células huésped que contienen los vectores y métodos de
expresion/producciéon recombinantes de los anticuerpos c-Met.

En un aspecto adicional mas, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende uno o mas de
los anticuerpos c-Met que se han descrito anteriormente y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Un aspecto adicional mas de la invencién se refiere a métodos de tratamiento médico que utiliza los anticuerpos c-
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Met enumerados anteriormente, particularmente en el tratamiento del cancer, que incluyen tanto los canceres
dependientes de HGF como los canceres independientes de HGF.

Definiciones

“Anticuerpo” o “inmunoglobulina” — Como se utiliza en el presente documento, el término “inmunoglobulina”
incluye un polipéptido que tiene una combinacion de dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras que posee 0 no
una inmunorreactividad especifica. “Anticuerpos” se refiere a dichos ensamblajes que tienen una actividad
inmunorreactiva especifica significativa que se conozca contra un antigeno de interés (por ejemplo, c-Met humano).
La expresién “anticuerpos c-Met” se utiliza en el presente documento para referirse a anticuerpos que presentan una
especificidad inmunoldgica por una proteina c-Met humana. Como se explica en otro sitio del presente documento,
“especificidad” por el c-Met humano no excluye la reacciéon cruzada con especies homologas de c-Met. Los
anticuerpos e inmunoglobulinas comprenden cadenas ligeras y pesadas, con o sin una unidon covalente
intercatenaria entre ellas. Las estructuras de inmunoglobulina basica en sistemas vertebrados se entienden
relativamente bien.

El término genérico “inmunoglobulina” comprende cinco clases de anticuerpo distintas que se pueden distinguir
bioquimicamente. Las cinco clases de anticuerpo estan en el ambito de la presente invencion, la siguiente
exposicion generalmente se dirigira a la clase IgG de moléculas de inmunoglobulina. Con respecto a la IgG, las
inmunoglobulinas comprenden dos cadenas de polipéptido ligeras idénticas de un peso molecular de
aproximadamente 23.000 Daltons, y dos cadenas pesadas idénticas de un peso molecular de 53.000-70.000. Las
cuatro cadenas estan unidas por enlaces disulfuro con una configuracién de “Y” en la que las cadenas ligeras se
engarzan con las cadenas pesadas comenzando en la boca de la “Y” y contindan a través de la region variable.

Las cadenas ligeras de un anticuerpo se clasifican como kappa o lambda (k, A). Cada clase de cadena pesada se
puede unir con la cadena ligera kappa o lambda. En general, las cadenas ligera y pesada estan unidas
covalentemente entre ellas, y las porciones de “cola” de las dos cadenas pesadas se unen entre ellas por enlaces
disulfuro covalentes o no covalentes cuando las inmunoglobulinas se generan por hibridomas, células B o células
huésped modificadas genéticamente. En la cadena pesada, las secuencias de aminoacidos transcurren desde el
extremo N en los extremos bifurcados de la configuracion en Y hasta el extremo C en el fondo de cada cadena. Los
expertos en la técnica apreciaran que las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta, o épsilon (y,
M, a, & y €) con algunas subclases entre ellas (por ejemplo, y1-y4). Es la naturaleza de esta cadena la que determina
la “clase” del anticuerpo como IgG, IgM, IgA, IgG o IgE, respectivamente. Las subclases de inmunoglobulina
(isotipos) por ejemplo, IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA1, etc. estan bien caracterizadas y se sabe que confieren una
especializacion funcional. Las versiones modificadas de cada una de estas clases e isotipos son facilmente
diferenciables por el experto en vista de la presente divulgacion y, en consecuencia, estan dentro del ambito de la
presente invencion.

Como se ha indicado anteriormente, la regién variable de un anticuerpo permite al anticuerpo reconocer
selectivamente y unirse especificamente a epitopos y antigenos. Es decir, el dominio VL y el dominio VH de un
anticuerpo se combinan para formar la region variable que define un sitio de unién al antigeno tridimensional. Esta
estructura cuaternaria del anticuerpo forma el sitio de unién al antigeno presente al final de cada brazo de la Y. Mas
especificamente, el sitio de unién al antigeno se define por tres regiones determinantes de complementariedad
(CDR) en cada una de las cadenas VH y VL.

“Proteina c-Met” o “receptor c-Met” — Como se utilizan en el presente documento, las expresiones “proteina c-
Met” o “receptor c-Met” o “c-Met” se utilizan de manera intercambiable y se refieren al receptor tirosina cinasa que,
en su forma de tipo silvestre, se une con el Factor de Crecimiento del Hepatocito (HGF). Las expresiones “proteina
c-Met humana” o “receptor c-Met humano” o “c-Met humano” se utilizan de manera intercambiable para referirse al c-
Met humano, que incluye la proteina c-Met nativa humana que se expresa de manera natural en el huésped humano
y/o en la superficie de lineas celulares humanas que se cultivan, asi como a las formas recombinantes y fragmentos
de la misma y también a las formas mutantes de origen natural, variantes polimoérficas y las formas mutantes
funcionalmente activas. Ejemplos especificos de c-Met humano incluyen, por ejemplo, el polipéptido humano
codificado por la secuencia de nucleétido proporcionado con el N° de registro de GenBank NM_000245, o la proteina
humana codificada por la secuencia de polipéptido proporcionada con el N° de registro de GenBank NP_000236, o
el dominio extracelular de la misma. El precursor de cadena sencilla de la proteina c-Met se escinde tras la
traduccioén para producir las subunidades alfa y beta, que estan unidas por disulfuro para formar el receptor maduro.
Los anticuerpos c-Met que se proporcionan en el presente documento se unen tipicamente tanto a la proteina c-Met
humana madura como a la que se expresa en la superficie celular, por ejemplo, la que se expresa en la linea celular
gastrica humana MKN-45 y la proteina c-Met humana recombinante (por ejemplo el c-Met dimérico recombinante
que se puede obtener en R&D systems, 358-MT/CF).

“Sitio de union” — Como se utiliza en el presente documento, la expresion “sitio de unidon” comprende una regién de
un polipéptido que es responsable de unirse selectivamente a un antigeno diana de interés (por ejemplo, el c-Met
humano). Los dominios de unién o regiones de unién comprenden al menos un sitio de unién. Los dominios de union
ejemplares incluyen un dominio variable de anticuerpo. Las moléculas de anticuerpo de la invencion pueden
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comprender un Unico sitio de uniéon al antigeno o multiples (por ejemplo, dos, tres, o cuatro) sitios de union al
antigeno.

“Derivado de” — Como se utiliza en el presente documento, la expresion “derivado de” una proteina determinada
(por ejemplo un anticuerpo c-Met o un fragmento de unién al antigeno del mismo) se refiere al origen del polipéptido.
En una realizacion, el polipéptido o secuencia de aminoacidos que se deriva de un polipéptido de partida particular
es una secuencia CDR o una secuencia relacionada con esta. En una realizacioén, la secuencia de aminoacidos que
se deriva de un polipéptido de partida particular no esta contigua. Por ejemplo, en una realizaciéon una, dos, tres,
cuatro, cinco o seis CDR se derivan de un anticuerpo de partida. En una realizacion, el polipéptido o la secuencia de
aminoacidos que se deriva de un polipéptido de partida particular o secuencia de aminoacidos tiene una secuencia
de aminoacidos que es esencialmente idéntica a la secuencia de partida, o una parte de la misma en la que la parte
consiste en al menos 3-5 aminoacidos, 5-10 aminoacidos, al menos 10-20 aminoacidos, al menos 20-30
aminoacidos, o al menos 30-50 aminoacidos, o que se puede identificar de otra manera por un experto habituado en
la técnica como que tiene su origen en la secuencia de partida. En una realizacién la una o mas secuencias de CDR
que se derivan del anticuerpo de partida estan modificadas para producir variantes de secuencias CDR, por ejemplo,
variantes de afinidad, en las que las variantes de secuencias CDR mantienen la actividad de unién a c-Met.

“Derivado de camélidos” — En ciertas realizaciones preferidas, las moléculas de anticuerpo c-Met de la invencién
comprenden secuencias de aminoacidos de regiones marco conservadas y/o secuencias de aminoacidos de CDR
derivadas de un anticuerpo convencional de camélidos que se produce por la inmunizacién activa de un camélido
con el antigeno c-Met. Sin embargo, los anticuerpos c-Met que comprenden secuencias de aminoacidos derivados
de camélidos se pueden modificar para que comprendan regiones marco conservadas y/o secuencias de region
constante derivadas de una secuencia de aminoacidos humana u otras especies de mamiferos no camélidos. Por
ejemplo, una region marco conservada de un ser humano o un primate no humano, la parte de cadena pesada, y/o
la parte bisagra pueden incluirse en los anticuerpos c-Met de interés. En una realizacion, pueden estar presentes
uno 0 mas aminoacidos no camélidos en la regidn marco conservada de un anticuerpo c-Met “derivado de
camélidos”, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos de una regidon marco conservada de camélidos puede
comprender una 0 mas mutaciones de aminoacidos en las que esta presente el resto de aminoacido que
corresponde con el del ser humano o el primate no humano. Ademas, los dominios VH y VL derivados de camélidos,
o las variantes humanizadas de los mismos, se pueden unir a los dominios constantes de los anticuerpos humanos
para producir una molécula quimérica, como se describe ampliamente en otro sitio del presente documento.

“Sustitucion conservadora de aminoacidos” — Una “sustitucién conservadora de aminoacidos” es una en la que
el resto de aminoacido se sustituye con un resto de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Las familias de
aminoacidos que tienen cadenas laterales similares se han definido en la técnica, e incluyen cadenas laterales
basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido
glutamico), cadenas laterales polares sin carga (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina,
tirosina, cisteina), cadenas no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,
metionina, triptéfano), cadenas laterales ramificadas beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas
laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por lo tanto, se puede sustituir un resto
de aminoacido no esencial en un polipéptido de inmunoglobulina con otro resto de aminoacido de la misma familia
de cadena lateral. En otra realizacién, se puede sustituir una cadena de aminoacidos con una cadena
estructuralmente similar que se diferencia en el orden y/o composicion de los miembros de la familia de cadenas
laterales.

“Parte de cadena pesada” — Como se utiliza en el presente documento, el término “parte de cadena pesada”
incluye secuencias de aminoacidos que se derivan de los dominios constantes de una cadena pesada de
inmunoglobulina. Un polipéptido que comprende una parte de cadena pesada comprende al menos uno de: un
dominio CH1, una regién bisagra (por ejemplo, una region bisagra superior, media y/o inferior), un dominio CH2, un
dominio CH3, o una variante o fragmento de las mismas. En una realizaciéon, una molécula de unién de la invencion
puede comprender la parte Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina (por ejemplo una parte de bisagra, un
dominio CH2, y un dominio CH3). En otra realizacién, una molécula de unién de la invencién carece de al menos
una parte de un dominio constante (por ejemplo, todo o parte de un dominio CH2). En ciertas realizaciones, al
menos uno, y preferentemente todos, los dominios constantes se derivan de la cadena pesada de inmunoglobulina
humana. Por ejemplo, en una realizacién preferida, las partes de cadena pesada comprenden un dominio bisagra
completamente humano. En otras realizaciones preferidas, la parte de cadena pesada comprende una parte Fc
completamente humana (por ejemplo, las secuencias de bisagra, CH2 y CH3 de una inmunoglobulina humana). En
ciertas realizaciones, los dominios constantes constitutivos de la parte de cadena pesada son de diferentes
moléculas de inmunoglobulina. Por ejemplo, una parte de cadena pesada de un polipéptido puede comprender un
dominio CH3 derivado de una molécula de IgG1 y la region bisagra se deriva de una molécula de 1IgG3 o IgG4. En
otras realizaciones, los dominios constantes son dominios quiméricos que comprenden partes de diferentes
moléculas de inmunoglobulina. Por ejemplo, una bisagra puede comprender una primera parte de una molécula de
IgG1 y una segunda parte de una molécula de IgG3 o IgG4. Como se ha expuesto anteriormente, el experto
habituado en la técnica entendera que los dominios constantes de una parte de la cadena pesada se pueden
modificar de manera que se diferencien en la secuencia de aminoacidos de la molécula de aminoacidos de origen
natural (tipo silvestre). Es decir, los polipéptidos de la invencion que se desvelan en el presente documento pueden
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comprender alteraciones o modificaciones en uno mas de los dominios constantes de cadena pesada (CH1, bisagra,
CH2 o CH3) y/o del dominio constante de cadena ligera (CL). Las modificaciones ejemplares incluyen adiciones,
eliminaciones o sustituciones de uno o mas aminoacidos de uno o mas dominios.

“Quimérico” — Una proteina “quimérica” comprende una primera secuencia de aminoacidos unida a una segunda
secuencia de aminoacidos con la que no se une naturalmente en la naturaleza. Las secuencias de aminoacidos
pueden existir normalmente en proteinas separadas que se ponen juntas en el polipéptido de fusién o pueden existir
normalmente en la misma proteina pero se colocan en una disposicion nueva en el polipéptido de fusién. Una
proteina quimérica se pude crear, por ejemplo, por sintesis quimica o creando y traduciendo un polinucleétido en el
que se codifican las regiones peptidicas en la relacion deseada. Los anticuerpos c-Met quiméricos ejemplares
incluyen proteinas de fusién que comprenden dominios VH y VL derivados de camélidos, o variantes humanizadas
de los mismos, fusionados con dominios constantes de un anticuerpo humano, por ejemplo de una IgG1, 1IgG2, IgG3
0 1gG4 humanas.

“Region variable” o “domino variable” — El término “variable” se refiere al hecho de que ciertas partes de los
dominios variables VH y VL se diferencian ampliamente entre las secuencias de los anticuerpos y se utilizan en la
union y especificidad de cada anticuerpo en particular por su antigeno diana. Sin embargo, la variabilidad no se
distribuye uniformemente a lo largo de los dominios variables de los anticuerpos. Se concentran en tres segmentos
llamados “bucles hipervariables” en cada dominio VL y dominio VH que forman parte del sitio de unién al antigeno.
Se hace referencia en el presente documento al primer, segundo y tercer bucle hipervariable del dominio V Lambda
de cadena ligera como L1(A), L2(A) y L3(A) y se pueden definir como que comprenden los restos 24-33 (L1(A), que
consiste en 9,10 u 11 restos de aminoacidos), 49-53 (L2(A), que consiste en tres restos) y 90-96 (L3(A), que consiste
en 5 restos) en el dominio VL (Morea et al., Methods 20:267-279 (2000)). Se hace referencia en el presente
documento al primer, segundo y tercer bucles hipervariables del dominio V Kappa de la cadena ligera como L1(k),
L2(k) y L3(k) y se pueden definir como que comprenden los restos 25-33 (L1(k), que consistenen 6, 7, 8, 11,120 13
restos), 49-53 (L2(k), que consiste en 3 restos) y 90-97 (L3(k), que consisten en 6 restos) en el dominio VL (Morea et
al., Methods 20:267-279 (2000)). Se hace referencia en el presente documento al primer, segundo y tercer bucles
hipervariables del dominio VH como H1, H2 y H3 y se pueden definir como que comprenden los restos 25-33 (H1, que
consiste en 7, 8 o 9 restos), 52-56 (H2, que consiste en 3 o 4 restos) y 91-105 (H3, altamente variable de longitud) en
el dominio VH (Morea et al., Methods 20:267-279 (2000)).

A menos de que se indique otra cosa, los términos L1, L2 y L3 respectivamente se refieren al primer, segundo y
tercer bucles hipervariables de un dominio VL, y engloba los bucles hipervariables que se obtienen de ambos
isotipos V kappa y V lambda. Los términos H1, H2 y H3 respectivamente se refieren al primer, segundo y tercer
bucles hipervariables del dominio VH, y engloba los bucles hipervariables que se obtienen de cualquiera de los
isotipos de cadena pesada que se conocen, incluyendoy, 4, @, d y €.

Los bucles hipervariables L1, L2, L3, H1, H2 y H3 pueden comprender cada uno parte de una “region determinante
de complementariedad” o “CDR”, como se define posteriormente. Las expresiones “bucle hipervariable” y “region
determinante de complementariedad” no son sinénimos estrictamente, ya que los bucles hipervariables (HV) se
definen basandose en la estructura, mientras que las regiones determinantes de complementariedad (CDR) se
definen basandose en la variabilidad de secuencia (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immulological Interest, 52
Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD., 1983) y los limites de los HV y las CDR
pueden ser diferentes en algunos dominios VH y VL.

Las CDR de los dominios VL y VH pueden definirse tipicamente como que comprenden los siguientes restos de
aminoacidos 24-34 (CDRL1), 50-56 (CDRL2) y 89-97 (CDRL3) en el dominio variable de la cadena ligera, y los
restos 31-35 o 31-35b (CDRH1), 50-65 (CDRH2) y 96-102 (CDRH3) en el dominio variable de la cadena pesada
(Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5% Ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD., 1991) . Por lo tanto los HV pueden estar comprendidos en las CDR correspondientes y la
referencia en el presente documento a “bucles hipervariables” de los dominios VH y VL se deberian interpretar como
que también engloban las correspondientes CDR y viceversa, a menos de que se indique otra cosa.

Las partes mas altamente conservadas de los dominios variables se llaman la regién marco conservada (FR), como
se define posteriormente. Los dominios variables de las cadenas pesada y ligera nativas comprenden cuatro FR
(FR1, FR2, FR3 y FRA4, respectivamente), que sobre todo adoptan una configuracion de laminas 3, conectadas por
tres bucles hipervariables. Los bucles hipervariables de cada cadena se mantienen juntos en estrecha proximidad
por las FR y, con los bucles hipervariables de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de unién al
antigeno de los anticuerpos. El analisis estructural de los anticuerpos revelaba la relaciéon entre la secuencia y la
forma del sitio de unién formado por las regiones determinantes de complementariedad (Chothia et al., J. Mol. Biol.
227: 799-817 (1992)); Tramontano et al., J. Mol. Biol, 215:175-182 (1990)). A pesar de su alta variabilidad de
secuencia, cinco de los seis bucles adoptan solo un pequefio repertorio de conformaciones de cadena principales,
llamadas “estructuras canodnicas”. Estas conformaciones se determinan antes de nada por la longitud de los bucles y
en segundo lugar por la presencia de restos clave en ciertas posiciones de los bucles y en las regiones marco
conservadas que determinan la conformacion por medio de su empaque, uniones de hidrégeno o la capacidad para
asumir conformaciones de cadena principales inusuales.
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“CDR” Como se utliza en el presente documento, el término “CDR” o “region determinante de
complementariedad” significa los sitios de combinacién antigénica no contiguos que se encuentran en la region
variable de ambos polipéptidos de cadena pesada y ligera. Estas regiones particulares han sido descritas por Kabat
et al., J. Biol. Chem. 252, 6609-6616 (1977) y Kabat et al., Sequences of protein of immunological interest. (1991), y
por Chothia et al., J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987) y por MacCallum et al., J. Mol. Biol. 262:732-745 (1996) donde
las definiciones incluyen el solapamiento de subgrupos de restos de aminoacidos cuando se comparan entre ellos.
Los restos de aminoacidos que engloban las CDR como se define en cada una de las referencias que se han citado
anteriormente se exponen para su comparacion. Preferentemente, el término “CDR” es una CDR como define Kabat
basandose en las comparaciones de secuencia.

Tabla 1: Definiciones de CDR

Definiciones de CDR
Kabat' Chothia® MacCallum?®
Vy CDR1 31-35 26-32 30-35
Vy CDR2 50-65 53-55 47-58
Vy CDR3 95-102 96-101 93-101
V. CDR1 24-34 26-32 30-36
V. CDR2 50-56 50-52 46-55
V. CDR3 89-97 91-96 89-96

"Numeracién de restos segun la nomenclatura de Kabat et al., supra
2Numeracion de restos segun la nomenclatura de Chothia et al., supra
3Numeracion de restos segun la nomenclatura de MacCallum et al., supra

“Region marco conservada” — La expresion “region marco conservada o “region FR” como se utiliza en el presente
documento, incluye los restos de aminoacidos que son parte de la region variable, pero no son parte de las CDR
(por ejemplo, utilizando la definicion de Kabat de las CDR). Por lo tanto una estructura marco conservada de la
region variable tiene entre 100-120 aminoacidos de longitud pero incluye solo los aminoacidos fuera de las CDR. En
el ejemplo especifico de una regioén variable de cadena pesada y de las CDR segun define Kabat et al., la region
marco conservada 1 corresponde con el dominio de la region variable que engloba los aminoacidos 1-30; la region
marco conservada 2 se corresponde con el dominio de la region variable que engloba los aminoacidos 36-49; la
region marco conservada 3 se corresponde con el dominio de la region variable que engloba los aminoacidos 66-94,
y la regién marco conservada 4 se corresponde con el dominio variable desde el aminoacido 103 hasta el final de la
region variable. Las regiones marco conservadas de la cadena ligera estan separadas de manera similar por cada
una de las CDR de la region variable de cadena ligera. De manera similar, la utilizacion de la definicion de CDR de
Chothia et al. o McCallum et al. los limites de la region marco conservadas se separan por los respectivos extremos
de CDR como se ha descrito anteriormente. En realizaciones preferidas, las CDR se definen segun Kabat.

En los anticuerpos de origen natural, las seis CDR presentes en cada anticuerpo monomérico son secuencias de
aminoacidos cortas, no contiguas que se posicionan especificamente para formar el sitio de union al antigeno segun
el anticuerpo asume su configuracion tridimensional en un entorno acuoso. El resto de los dominios variables de
cadena ligera y pesada muestra menos variabilidad inter-molecular en la secuencia de aminoacidos y se denominan
regiones marco conservadas. Las regiones marco conservadas adoptan en gran parte una conformacion en lamina 3
y las CDR forman bucles que conectan, y en algunos casos forman parte de, la estructura de laminas f3. Por lo tanto,
estas regiones de marco conservadas actian para formar un armazoén que proporcionan el posicionamiento de las
seis CDR en la orientacion correcta por interacciones intercatenarias no covalentes. El sitio de unién al antigeno
formado por las CDR posicionadas define una superficie de complementariedad con el epitopo del antigeno
inmunorreactivo. Esta superficie de complementariedad promueve la unién no covalente del anticuerpo al epitopo
del antigeno inmunorreactivo. La posicion de las CDR puede ser identificada facilmente por un experto habituado en
la técnica.

“Region bisagra” — Como se utiliza en el presente documento, la expresion “region bisagra” incluye la parte de una
molécula de cadena pesada que une el dominio CH1 al dominio CH2. Esta regién bisagra comprende
aproximadamente 25 restos y es flexible, permitiendo de esta manera que las dos regiones de unién al antigeno del
extremo N se muevan independientemente. Las regiones bisagra se pueden subdividir en tres dominios distintos, los
dominios de bisagra superior, medio e inferior (Roux et al. J. Immunol. 1998 161:4083). Los anticuerpos c-Met que
comprenden una regién bisagra “completamente humana” pueden contener una de las secuencias de region bisagra
que se muestran en la Tabla 2 a continuacion.
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Tabla 2: Secuencias bisagra humanas

IgG Bisagra superior Bisagra media Bisagra inferior
g1 |EPKSCOKTHTSEQID | ppop seq 1o No: 163 APELLGGP SEQ ID
IgG3 :%LEBF.‘H(;ETTHT SEQ %PE(C))E&E;KSCDTPPPCPRCP)3 SEQ ID NO: 186 SEQ QBE%EEGP SEQID
1gG4 | SN VEPP SEQIDNO: Hepscp seq b No: 189 HPEFLOSP SEQ
IgG42 |ERK SEQ ID NO: 191  |CCVECPPPCP SEQ ID NO: 192 R ypsP SEQlD

“Dominio CH2” — Como se utiliza en el presente documento la expresion “dominio CH2” incluye la parte de una
molécula de cadena pesada que se extiende, por ejemplo, desde aproximadamente el resto 244 al resto 360 de un
anticuerpo utilizando los esquemas de numeraciéon convencional (restos 244 a 360, sistema de numeracion de
Kabat; y restos 231-340, sistema de numeracién EU, Kabat EA et al. Sequences of Proteins of Immunological
Interest. Bethesda, US Department of Health and Human Services, NIH. 1991). El dominio CH2 es Unico en que no
se empareja estrechamente con otro dominio. Mas bien, se interponen dos cadenas ramificadas de carbohidrato
unidas por N entre los dos dominios CH2 de una molécula de IgG intacta nativa. También esta bien documentado
que el dominio CH3 se extiende desde el domino CH2 hasta el extremo C de la molécula de IgG y comprende
aproximadamente 108 restos.

“Fragmento” — El término fragmento se refiere a una parte o porcion de un anticuerpo o una cadena de anticuerpo
que contiene menos restos de aminoacido que un anticuerpo o cadena de anticuerpo completo o intacto. La
expresion “fragmento de union al antigeno” se refiere a un fragmento de polipéptido de una inmunoglobulina o
anticuerpo que se une al antigeno o compite con el anticuerpo intacto (es decir, con el anticuerpo intacto del que se
derivaron) por la unién al antigeno (es decir, unién especifica al c-Met humano). Como se utiliza en el presente
documento, el término “fragmento” de un molécula de anticuerpo incluye los fragmentos de union al antigeno de
anticuerpo, por ejemplo un dominio variable de cadena ligera (VL), un dominio variable de cadena pesada (VH), un
anticuerpo de cadena sencilla (scFv), un fragmento F(ab’)2, un fragmento Fab, un fragmento Fd, un fragmento Fv,
un fragmento de anticuerpo de dominio unico (DAb), un anticuerpo con un brazo (monovalente), o una molécula de
union al antigeno formada por la combinacién, ensamblaje o conjugacion de dichos fragmentos de union al antigeno.
Los fragmentos se pueden obtener, por ejemplo, por medio de tratamiento enzimatico o quimico de un anticuerpo o
una cadena de anticuerpo completo o intacto o por medios recombinantes.

“Valencia” — Como se utiliza en el presente documento, “valencia” se refiere al nimero de sitios potenciales de
union a la diana en el polipéptido. Cada sitio de unién a la diana se une especificamente a una molécula diana o sitio
especifico en una molécula diana. Cuando un polipéptido comprende mas de un sitio de unién a la diana, cada sitio
de union a la diana se puede unir especificamente a la misma o diferentes moléculas (por ejemplo, se puede unir a
diferentes ligandos o diferentes antigenos, o diferentes epitopos sobre el mismo antigeno). El sujeto de unién a
moléculas preferentemente tiene al menos un sitio de unién especifico para una molécula de c-Met humana. En
realizaciones particulares los anticuerpos c-Met que se proporcionan en el presente documento pueden ser al menos
bivalentes.

“Especificidad” — El término especificidad se refiere a la capacidad de unirse especificamente (por ejemplo,
inmunorreaccionar con) una diana determinada, por ejemplo, c-Met. Un polipéptido puede ser monoespecifico y
contiene uno o mas sitios de unidon que se unen especificamente a una diana o un polipéptido puede ser
multiespecifico y contener dos 0 mas sitios de unidon que se unen especificamente al mismo o diferentes dianas. En
una realizacion, un anticuerpo de la invencion es especifico para mas de una diana. Por ejemplo, en una realizacion,
una molécula de unién multiespecifica de la invencion se une a c-Met y a una segunda molécula que se expresa en
una célula tumoral. Los anticuerpos ejemplares que comprenden los sitios de union al antigeno que se unen a los
antigenos que se expresan en las células tumorales se conocen en la técnica y se puede incluir una o mas CDR de
dichos anticuerpos en un anticuerpo de la invencion.

“Sintético” — Como se utiliza en el presente documento, el término “sintético” con respecto a polipéptidos incluye
los polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoacidos que no es de origen natural. Por ejemplo,
polipéptidos de origen no natural que son formas modificadas de polipéptidos de origen natural (por ejemplo, que
comprenden una mutacion tal como una adicion, sustitucion o eliminacién) o que comprende una primera secuencia
de aminoacido (que puede ser de origen natural o no) que se une en una secuencia lineal de aminoacidos con una
segunda secuencia de aminoacidos (que puede ser de origen natural o no) a la cual no esta unida naturalmente en
la naturaleza.
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“Modificado genéticamente” — Como se utiliza en el presente documento, la expresion “modificado genéticamente”
incluye la manipulacion de acido nucleico o moléculas de polipéptido por medios sintéticos (por ejemplo por técnicas
recombinantes). Preferentemente, los anticuerpos de la invencion estan modificados genéticamente, incluyendo por
ejemplo, anticuerpos humanizados y/o quiméricos, y anticuerpos que se han modificado genéticamente para mejorar
una o mas propiedades, tales como la unién al antigeno, la estabilidad/semivida o la funcién efectora.

“Anticuerpo modificado” — Como se utiliza en el presente documento, la expresién “anticuerpo modificado” incluye
formas sintéticas de anticuerpos que se alteran de manera que no existen naturalmente, por ejemplo, anticuerpos
que comprenden al menos dos partes de cadena pesada pero no son cadenas pesadas completas (tal como
anticuerpos con dominios eliminados o minicuerpos); formas de anticuerpo multiespecificas (por ejemplo,
biespecificas, triespecificas, etc.) modificados para unirse a dos o mas antigenos diferentes o a diferentes epitopos
en el mismo antigeno); moléculas de cadena pesada unidas a moléculas scFv y similares. Se conocen las moléculas
scFv en la técnica y se han descrito por ejemplo en la Patente de EE. UU. N° 5.892.019. Ademas, la expresion
“anticuerpo modificado” incluye formas multivalentes de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos trivalentes,
tetravalentes, etc., anticuerpos que se unen a tres o0 mas copias del mismo antigeno). En ofra realizacion, un
anticuerpo modificado de la invencién es una proteina de fusidon que comprende al menos una parte de cadena
pesada que carece de un dominio CH2 y que comprende un dominio de unién de un polipéptido que comprende la
parte de unién de un miembro de una pareja receptor-ligando.

La expresion “anticuerpo modificado” puede utilizarse también en el presente documento para referirse a variantes
de secuencia de aminodacidos de un anticuerpo c-Met. Un experto habituado en la técnica entendera que un
anticuerpo c-Met se puede modificar para que produzca una variante de anticuerpo c-Met que varia en la secuencia
de aminoacidos en comparacion con el anticuerpo c-Met del que se deriva. Por ejemplo, se pueden hacer
sustituciones de nucleotidos o aminoacidos que den lugar a sustituciones conservadoras o cambios con restos de
aminoacidos “no esenciales” (por ejemplo, en restos de CDR y/o marco conservadas). Las sustituciones de
aminoacidos pueden incluir la sustitucion de uno o mas aminoacidos con un aminoacido de origen natural o no.

“Sustituciones humanizantes” — Como se utiliza en el presente documento, el término “sustituciones
humanizantes” se refiere a sustituciones de aminoacidos en los que el resto de aminoacido presente en una posicion
particular del dominio de anticuerpo VH o VL del anticuerpo c-Met (por ejemplo, un anticuerpo c-Met derivado de
camélidos se sustituye con un resto de aminoacido que existe en una posicién equivalente en un dominio VH o VL
humano de referencia. ElI dominio VH o VL humano de referencia puede ser un dominio VH o VL codificado por la
linea germinal humana, en cuyo caso se puede hacer referencia a los restos sustituidos como “sustituciones de
alineamiento germinal’. Las sustituciones humanizantes/de alineamiento germinal se pueden hacer en las regiones
marco conservadas y/o las CDR de un anticuerpo c-Met, que se define en el presente documento.

“Variantes de afinidad” — Como se utiliza en el presente documento, la expresion “variante de afinidad” se refiere a
“una variante de anticuerpo que presenta uno o mas cambios de una secuencia de aminoacidos en comparacién con
un anticuerpo c-Met de referencia, en el que la variante de afinidad presenta una afinidad alterada para la proteina c-
Met humana en comparacion con el anticuerpo de referencia. Tipicamente, las variantes de afinidad presentaran una
mejor afinidad por el c-Met humano, en comparacién con el anticuerpo c-Met de referencia. La mejoria puede ser por
una Kp mas baja, para el c-Met humano, o una velocidad de disociacion mas rapida para el anticuerpo c-Met
humano o una alteracion en el patron de reactividad cruzada con homologos de c-Met no humanos. Las variantes de
afinidad tipicamente presentan uno o mas cambios en la secuencia de aminoacidos de las CDR, en comparacion
con el anticuerpo c-Met de referencia. Dichas sustituciones pueden dar como resultado la sustitucion del resto de
aminoacido original presente en una posicion determinada de las CDR con un resto de aminoacido diferente, que
puede ser un resto de aminoacido de origen natural o un resto de aminoacido de origen no natural. Las sustituciones
de aminoacidos pueden ser conservadoras o no conservadoras.

“Alta homologia humana” — Un anticuerpo que comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) y un
dominio variable de cadena ligera (VL) se considerara que tiene alta homologia humana si los dominios VH y los
dominios VL, en conjunto, presentan al menos un 90% de identidad de secuencia de aminoacidos con la
coincidencia mas estrecha de las secuencias VH y VL de la linea germinal humana. Los anticuerpos que tienen alta
homologia humana pueden incluir anticuerpos que comprenden los dominios VH y VL de anticuerpos nativos no
humanos que presentan un % suficientemente alto de identidad de secuencia con las secuencias de la linea
germinal humana, incluyendo por ejemplo anticuerpos que comprenden los dominios VH y VL de anticuerpos
convencionales de camélidos, asi como las variantes modificadas, especialmente humanizadas, de dichos
anticuerpos y también los anticuerpos “completamente humanos”.

En una realizacién el dominio VH del anticuerpo con alta homologia humana puede presentar una identidad de
secuencias de aminoacidos o una homologia de secuencia del 80% o mayor con uno o mas dominios VH humanos
a lo largo de las regiones marco conservadas FR1, FR2, FR3 y FR4. En ofras realizaciones la identidad de
secuencia de aminoacidos o la secuencia de homologia entre el dominio VH del polipéptido de la invencion y la
coincidencia mas estrecha con la secuencia del dominio VH de la linea germinal humana puede ser del 85% o
mayor, del 90% o mayor, del 95% o mayor, del 97% o mayor, o hasta del 99% o incluso del 100%.
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En una realizacion, el dominio VH del anticuerpo con alta homologia humana puede contener una o mas (por
ejemplo, de 1 a 10) faltas de coincidencia de secuencia de aminoacidos a lo largo de las regiones marco
conservadas FR1, FR2, FR3, y FR4, en comparacién con la coincidencia mas estrecha con la secuencia de VH
humana.

En otra realizacion el dominio VL del anticuerpo con alta homologia humana puede presentar una identidad de
secuencia u homologia de secuencia del 80% o mayor con uno o mas dominios VL humanos a lo largo de las
regiones marco conservadas FR1, FR2, FR3 y FR4. En ofras realizaciones la identidad de secuencia u homologia
de secuencia entre el dominio VL del polipéptido de la invencion y la coincidencia mas estrecha con la secuencia del
dominio VL de la linea germinal humana puede ser del 85% o mayor, el 90% o mayor, el 95% o mayor, el 97% o
mayor, o hasta el 99% o incluso el 100%.

En una realizacion el dominio VL del anticuerpo con alta homologia humana puede contener una o mas (por ejemplo
de 1 a 10) faltas de coincidencia a lo largo de las regiones marco conservadas FR1, FR2, FR3 y FR4, en
comparacién con la coincidencia mas estrecha con la secuencia VL humana.

Antes de analizar el porcentaje de identidad de secuencia entre VH y VL del anticuerpo con alta homologia humana
y la linea germinal humana, se pueden determinar los plegamientos candnicos, que permiten la identificacion de la
familia de segmentos de la linea germinal humana con la combinacién idéntica de plegamientos candnicos para H1y
H2 o L1y L2 (y L3). Posteriormente el miembro de la familia de la linea germinal humana que tenia el grado mas
alto de homologia de secuencia con la region variable del anticuerpo de interés se escoge para valorar la homologia
de secuencia. La determinacion de las clases candnicas segun Chothia de los bucles hipervariables L1, L2, L3, H1 y
H2 se puede llevar a cabo con herramientas bioinformaticas disponibles publicamente en la pagina de internet
www.bioinf.org.uk/abs/chothia.html.page. El resultado del programa muestra las necesidades del resto clave en un
archivo de datos. En estos archivos de datos, las posiciones de los restos clave se muestran con los aminoacidos
permitidos en cada posicion. La secuencia de la region variable del anticuerpo de interés se da como entrada y
primero se alinea con una secuencia de anticuerpo de consenso para asignar el esquema de numeracion de Kabat.
El analisis de los plegamientos candnicos utiliza un grupo de matrices de restos clave que se derivan con un método
automatico desarrollado por Martin y Thornton (Martin et al., J. Mol. Biol. 263:800-815 (1996)).

Una vez que se conoce el segmento V de la linea germinal humana particular, que utiliza la misma combinacion de
plegamientos candnicos para H1y H2 o L1y L2 (y L3), se puede determinar el miembro de la familia con la mejor
coincidencia en términos de homologia de secuencia. Se puede determinar con herramientas bioinformaticas el
porcentaje de identidad de secuencia entre las secuencias de aminoacidos de la regidon marco conservada de los
dominios VL y VH del anticuerpo de interés y las secuencias correspondientes codificadas por la linea germinal
humana, pero actualmente, se puede aplicar también un alineamiento manual de las secuencias. Las secuencias de
inmunoglobulina humana se pueden identificar a partir de varias bases de datos proteicas, tal como VBase
(http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) o] la base de datos Pluckthun/Honegger
(http://www.bioc.unizh.ch/antibody/Sequences/Germlines). Para comparar las secuencias humanas con las regiones
V de los dominios VH o VL en un anticuerpo de interés se puede utilizar un algoritmo de alineamiento tal como los
disponibles por medio de paginas de internet como www.expasy.ch/tools/#align, pero también se puede llevar a cabo
el alineamiento similar con un grupo de secuencias limitado. Se seleccionan las secuencias de la cadena pasada y
ligera de la linea germinal humana de las familias con las mismas combinaciones de plegamientos canénicos y con
el grado de homologia mas alto de las regiones marco conservadas 1, 2 y 3 de cada cadena y se comparan con la
region variable de interés; también se comprueba la FR4 contra las regiones JH y JK o JL de la linea germinal
humana.

Notese que en el calculo del porcentaje total de homologia de secuencia los restos de FR1, FR2 y FR3 se evaluan
utilizando la secuencia con la coincidencia mas estrecha de la familia de la linea germinal humana con la
combinacion idéntica de plegamientos canoénicos. Solamente los restos diferentes de la coincidencia mas estrecha u
otros miembros de la misma familia con la misma combinacion de plegamientos candnicos se valoran (NB-
excluyendo cualquier diferencia codificada por un cebador). Sin embargo, con fines de humanizacién, los restos de
las regiones marco conservadas idénticas a los miembros de otras familias de la linea germinal humana, que no
tienen la misma combinacion de plegamientos canénicos, se pueden considerar “humanos”, a pesar del hecho de
que estas se valoran como “negativas” de acuerdo con las condiciones rigurosas descritas anteriormente. Esto se
asume basandose en la estrategia de “mezcla y coincidencia” para la humanizacién en la que cada una de las FR1,
FR2, FR3 y FR4 se compara por separado con su secuencia de coincidencia mas estrecha de la linea germinal
humana y por tanto la molécula humanizada contiene una combinacion de FR diferentes segun fue realizado por Qu
y sus colegas (Qu et al., Clin. Cancer Res. 5:3095-3100 (1999)) y Ono y sus colegas (Ono et al., Mol. Immunol.
36:387-395 (1999)). Los limites de las regiones marco conservadas individuales se pueden asignar utilizando el
esquema de numeracion IMGT, que es una adaptacion del esquema de numeracién de Chothia (Lefranc et al., NAR
27:209-212 (1999); http://im-gt.cines.fr).

Los anticuerpos con alta homologia humana pueden comprender bucles hipervariables o CDR que tengan
plegamientos canénicos humanos o tipo humanos, como se expone con detalle posteriormente. En una realizacion,
al menos un bucle hipervariable o CDR en el dominio VH o el domino VL del anticuerpo con alta homologia humana
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se puede obtener o derivar a partir de un dominio VH o VL de un anticuerpo no humano, por ejemplo un anticuerpo
convencional de una especie de Camelidae, ya que presenta una estructura de plegamiento candnico actual o
previsto que es sustancialmente idéntica a una estructura de plegamiento canodnico que se produce en los
anticuerpos humanos.

Se ha establecido bien en la técnica que aunque las secuencias de aminoacidos primarias de los bucles
hipervariables presentes en los dominios VH y dominios VL codificados por la linea germinal humana son, por
definicion, altamente variables, todos los bucles hipervariables, excepto en la CDR H3 del dominio VH, adoptan
solamente unas pocas conformaciones estructurales distintas, llamadas plegamientos canonicos (Chothia et al., J.
Mol. Biol. 196:901-917 (1987); Tramontano et al. Proteins 6:382-94 (1989)), que dependen tanto de la longitud del
bucle hipervariable y la presencia de los denominados restos de aminoacidos candénicos (Chothia et al., J. Mol. Biol.
196:901-917 (1987)). Las estructuras candnicas actuales de los bucles hipervariables en los dominios VH o VL
intactos se pueden determinar por analisis estructural (por ejemplo, cristalografia de rayos X), pero también es
posible prever la estructura canénica basandose en los restos de aminoacidos clave que son caracteristicos de una
estructura particular (expuesto mas a fondo posteriormente). En esencia, el patron especifico de restos que
determina cada estructura canoénica forma una “firma” que hace posible que se reconozca la estructura canoénica en
los bucles hipervariables de un dominio VH o VL de estructura desconocida; las estructuras canoénicas se pueden
prever por lo tanto basandose en la secuencia de aminoacidos primaria sola.

Las estructuras de plegamiento candnico previstas para los bucles hipervariables de una secuencia VH o VL
determinadas en un anticuerpo con alta homologia humana se pueden analizar utilizando algoritmos que estan
disponibles publicamente en www.bio-inf.org.uk/abs/chothia.html, www.biochem.ucl.ac.uk/~martin/antibodies.html y
www.bioc.unizh.ch/antibody/Sequences/Germlines/Vbase hVk.html. Estas herramientas permiten indagar
secuencias VH o VL que se van a alinear frente a secuencias de dominio VH o VL humanas de estructura canoénica
conocida, y se hace una prediccion de la estructura candnica para los bucles hipervariables de la secuencia que se
busca.

En el caso del dominio VH, los bucles H1 y H2 se pueden valorar como que tienen una estructura de plegamiento
canonico “sustancialmente idéntica” a una estructura de plegamiento candnico conocida que existe en anticuerpos
humanos si se cumplen al menos el primero, y preferentemente ambos, de los siguientes criterios:

1. Una longitud idéntica, determinada por el nimero de restos, con la clase estructural canénica humana con
coincidencia mas estrecha.

2. Al menos un 33% de identidad, preferentemente al menos un 50% de identidad con los restos de aminoacidos
clave descritos para las clases estructurales canénicas H1 y H2 humanas correspondientes.

(notese que para los fines del analisis anterior los bucles H1 y H2 se tratan por separado y cada uno se compara con
su clase estructural candnica humana de coincidencia mas estrecha).

Los analisis anteriores se basan en la prediccion de la estructura candnica de los bucles H1 y H2 del anticuerpo de
interés. Si las estructuras actuales de los bucles H1 y H2 en el anticuerpo de interés se conocen, por ejemplo
basandose en cristalografia de rayos X, entonces los bucles H1 y H2 del anticuerpo de interés también se pueden
valorar como que tienen una estructura de plegamiento candnica “sustancialmente idéntica” con una estructura de
plegamiento candnico conocida que existe en anticuerpos humanos, si la longitud del bucle se diferencia de la clase
estructural canénica humana de coincidencia mas estrecha (tipicamente por 61 o 62 aminoacidos) pero la estructura
de los bucles H1 y H2 actuales en el anticuerpo de interés coincide con la estructura del plegamiento candnico
humano.

Los restos de aminoacido claves que se encuentran en las clases estructurales canénicas humanas para el primer y
segundo bucles hipervariables de los dominios VH humanos (H1 y H2) se describen en Chothia et al., J. Mol. Biol.
227:799-817 (1992). En particular, la tabla 3 de la pagina 802 de Chothia et al. enumera los restos de aminoacido
preferidos y los sitios clave para las estructuras candnicas H1 que se encuentran en la linea germinal humana,
mientras que en la Tabla 4 de la pagina 803, que también se incorpora especificamente por referencia, enumera los
restos de aminoacidos preferidos en los sitios claves para las estructuras canénicas de CDR H2 que se encuentran
en la linea germinal humana.

En una realizaciéon tanto H1 como H2 del dominio VH del dominio del anticuerpo con alta homologia humana
presenta una estructura de plegamiento canonico actual o prevista que es sustancialmente idéntica a la estructura
de plegamiento candnico que existe en anticuerpos humanos.

Los anticuerpos con alta homologia humana pueden comprender un dominio VH en el que los bucles hipervariables
H1 y H2 forman una combinacién de estructuras de plegamiento candnico que es idéntica a una combinacion de
estructuras canodnicas que se sabe que existen en al menos un dominio VH de la linea germinal humana. Se ha
observado que solo ciertas combinaciones de estructuras de plegamiento canénico en H1 y H2 existen actualmente
en dominios VH codificados por la linea germinal humana. En una realizacién, los H1 y H2 del dominio VH del
anticuerpo con alta homologia humana se pueden obtener de un dominio VH de una especie no humana, por
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ejemplo una especie de Camelidae, ya que forma una combinacién de estructuras de plegamiento candnico prevista
o actual que es idéntica a una combinacion de estructuras de plegamiento candnico que se sabe que existe en un
dominio VH de la linea germinal humana o mutada somaticamente. En realizaciones no limitantes los H1 y H3 del
dominio VH del anticuerpo con alta homologia humana se pueden obtener a partir de un dominio VH de una especie
no humana, por ejemplo una especie de Camelidae, y forman una de las siguientes combinaciones de plegamiento
1-1,1-2, 1-3, 1-6, 1-4, 2-1, 3-1y 3-5.

Un anticuerpo con alta homologia humana puede contener un dominio VH que presente tanto alta
identidad/homologia de secuencia con el VH humano, y que contiene bucles hipervariables que presentan una
homologia estructural con el VH humano.

Puede ser ventajoso que los plegamientos canonicos presentes en H1 y H2 del dominio VH del anticuerpo con alta
homologia humana, y la combinacion de los mismos, estén “conectados” con la secuencia de VH de la linea
germinal humana que representa la coincidencia mas estrecha con el dominio VH del anticuerpo con alta homologia
humana en términos de identidad total de secuencia de aminoacidos. A modo de ejemplo, si la coincidencia de
secuencia mas estrecha es con el dominio VH3 de la linea germinal humana, entonces puede ser ventajoso que H1
y H2 formen una combinaciéon de plegamientos candnicos como la que existe naturalmente en un dominio VH3
humano. Esto puede ser particularmente importante en el caso de anticuerpos con alta homologia humana que se
deriva de especies no humanas, por ejemplo, los anticuerpos que contienen dominios VH y VL que se derivan de
anticuerpos de camélidos convencionales, especialmente anticuerpos que contienen dominios VH y VL de camélidos
humanizados.

Por lo tanto, en una realizacion el domino VH del anticuerpo c-Met con alta homologia humana puede presentar una
identidad de secuencia u homologia de secuencia del 80% o mayor, del 85% o mayor, del 90% o mayor, del 95% o
mayor, del 97% o mayor, o hasta del 99% o incluso del 100% con un dominio VH humano a lo largo de las regiones
marco conservadas FR1, FR2, FR3 y FR4, y ademas se obtienen el H1 y H2 en el mismo anticuerpo a partir de un
dominio VH no humano (por ejemplo, derivado de una especie de Camelidae), pero que forma una combinacion de
estructuras de plegamiento candnicas actuales o previstas que es la misma que una combinacion de plegamiento
canonico que se sabe que existe naturalmente en el mismo dominio VH humano.

En otras realizaciones, L1 y L2 del dominio VL del anticuerpo con alta homologia humana se obtienen cada uno de
un dominio VL de una especie no humana (por ejemplo, del dominio VL derivada de camélidos), y presenta cada
una, una estructura de plegamiento candnico actual o previsto que es sustancialmente idéntica a la estructura de
plegamiento candnico que se produce en anticuerpos humanos.

Como con los dominios VH, los bucles hipervariables de los dominios VL de ambos tipos V Lambda y V Kappa
pueden adoptar un numero limitado de conformaciones o estructuras canénicas, determinadas en parte por la
longitud y también por la presencia de restos de aminoacido clave en ciertas posiciones canénicas.

En un anticuerpo de interés que tiene una alta homologia humana, los bucles L1, L2 y L3 del dominio VL de una
especie no humana, por ejemplo, una especie de Camelidae, se puede valorar como que tiene una estructura de
plegamiento canénico “sustancialmente idéntica” a una estructura de plegamiento canénico que se sabe que existe
en anticuerpos humanos si se cumplen al menos el primero, y preferentemente en ambos, de los siguientes criterios:

1. Una longitud idéntica, que se determina por el nimero de restos, respecto a la clase estructural humana de
coincidencia mas estrecha.

2. Al menos un 33% de identidad, preferentemente al menos un 50% de identidad con los restos de aminoacido
clave descritos para las correspondientes clases estructurales canénicas L1 o L2 humanas, del repertorio V
Lambda o V Kappa.

(notese que para los fines de los andlisis anteriores los bucles L1 y L2 se tratan por separado y cada uno se
compara con su clase estructural canénica humana de coincidencia mas estrecha).

El analisis anterior se basa en la prediccion de la estructura canonica de los bucles L1, L2 y L3 en el domino VL del
anticuerpo de interés. Si la estructura actual de los bucles L1 ,L2 y L3 se conoce, por ejemplo basandose en
cristalografia de rayos X, entonces los bucles L1, L2 o L3 que se derivan del anticuerpos de interés pueden
valorarse también como que tienen una estructura de plegamiento candnica “sustancialmente idéntica” a una
estructura de plegamiento candnico que se sabe que existe en anticuerpos humanos si la longitud del bucle se
diferencia del de la clase estructural canénica humana de coincidencia mas estrecha (tipicamente por 61 o 62
aminoacidos) pero la estructura actual de los bucles de Camelidae coincide con el plegamiento canénico humano.

Los restos de aminoacidos clave que se encuentran en las clases estructurales canénicas humanas para las CDR
de los dominios V Lambda y V Kappa humanos se describen en Morea et al. Methods, 20: 267-279 (2000) y Martin
et al., J. Mol. Biol., 263:800-815 (1996). El repertorio estructural del domino V Kappa humano también se describe
en Tomlinson et al. EMBO J. 14:4628-4638 (1995), y la del domino V Lambda en Williams et al. J. Mol. Biol.,
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264:220-232 (1996).

L1y L2 del dominio VL de un anticuerpo con alta homologia humana pueden formar una combinacién de estructuras
de plegamiento candnico actual o previsto que sea idéntica a la combinacion de estructuras de plegamiento
canonicas que se sabe que existen en un dominio VL de la linea germinal humana. En realizaciones no limitantes L1
y L2 del dominio V Lambda de un anticuerpo con alta homologia humana (por ejemplo, un anticuerpo que contiene
un dominio VL derivado de camélidos o una variante humanizada del mismo) puede formar una de las siguientes
combinaciones de plegamiento candnicas: 11-7, 13-7(A, B, C), 14-7(A, B), 12-11, 14-11 y 12-12 (como se define en
Williams et al. J. Mol. Biol. 264:220 -32 (1996) y como se muestra en
http://www.bioc.uzh.ch/antibody/Sequences/Germlines/VVBase hVL.html). En realizaciones no limitantes los L1 y L2
del dominio V Kappa pueden formar una de las siguientes combinaciones de plegamiento canédnico: 2-1, 3-1, 4-1y
6-1 (como se define en Tomlinson et al. EMBO J. 14:4628-38 (1995) y como se muestra en
http://www.bioc.uzh.ch/antibody/Sequences/Germlines/VBase hVK.html).

En una realizacion adicional, los tres L1, L2 y L3 del dominio VL de un anticuerpo con alta homologia humana puede
presentar una estructura sustancialmente humana. Se prefiere que el domino VL del anticuerpo con alta homologia
humana presente alta identidad/homologia de secuencia con el VL humano, y también que los bucles hipervariables
del dominio VL presenten homologia estructural con el VL humano.

En una realizacién, el dominio VL del anticuerpo c-Met con alta homologia humana puede presentar una identidad
de secuencia del 80% o mayor, del 85% o mayor, del 90% o mayor, del 97% o mayor, o hasta del 99% o incluso del
100% con un dominio VL humano a lo largo de las regiones marco conservadas FR1, FR2, FR3 y FR4, y ademas el
bucle hipervariable L1 y el bucle hipervariable L2 pueden formar una combinacién de estructuras de plegamiento
canonico actual o prevista que sea la misma que la combinacion de plegamiento candnico que se sabe que existe
naturalmente en el mismo dominio VL humano.

Por supuesto se concibe que los dominios VH que presentan alta identidad de secuencia/lhomologia de secuencia
con el VH humano y también homologia estructural con los bucles hipervariables del VH humano se combinaran con
los dominios VL que presentan una alta identidad de secuencia/homologia de secuencia con el VL humano, y
también una homologia estructural con bucles hipervariables de VL humano para proporcionar anticuerpos con alta
homologia humana que contienen parejas de VH/VL (por ejemplo, emparejamientos VH/VL derivados de camélidos)
con maxima homologia de secuencia y estructural con los emparejamientos VH/VL codificados en seres humanos.

“Antagonista estricto” — Como se define en el presente documento, un “antagonista estricto” de la activacion del
receptor c-Met mediada por el HGF tiene las siguientes propiedades: (1) es un antagonista de la activacion del
receptor c-Met mediada por HGF, y (2) no presenta una actividad agonista intrinseca significativa.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “antagonista de la activacion del receptor c-Met mediada por
HGF” se refiere a una molécula, tal como un anticuerpo c-Met, que es capaz de inhibir la activacion/sefalizacion de
c-Met dependiente de HGF en un sistema de ensayo apropiado. Los anticuerpos antagonistas eficaces pueden ser
capaces de inhibir al menos un 50%, al menos un 60%, o al menos un 70%, o al menos un 75%, o al menos un 80%
del efecto maximo de HGF en al menos un sistema de ensayo capaz de detectar la activacion o sefalizacion de c-
Met dependiente de HGF, que incluyen por ejemplo un ensayo de fosforilacion de c-Met dependiente de HGF, o un
ensayo de induccioén de proliferacion celular tumoral por HGF, ensayos de supervivencia celular, etc. Un anticuerpo
c-Met que se proporciona en el presente documento puede reconocerse como un antagonista potente de la
activacion del receptor c-Met mediada por HGF si la actividad antagonista que se obtiene es al menos tan potente
como la que se obtiene con el anticuerpo de referencia c224G11(como se describe en el documento WO
2009/007427), cuyo anticuerpo de referencia es un anticuerpo quimérico murino-humano del isotipo IgG1 que
comprende un dominio variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como
SEQ ID NO: 43 y el domino variable de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra
como SEQ ID NO: 44 y una regién constante humana que no tiene la bisagra modificada, es decir, que comprende
la region bisagra de tipo silvestre de IgG1 humana.

Como se utiliza en el presente documento “actividad agonista intrinseca” de un anticuerpo c-Met se refiere a la
capacidad del anticuerpo para activar el receptor c-Met en ausencia del ligando HGF. La actividad agonista
intrinseca se puede ensayar en un sistema de ensayo adecuado, por ejemplo, un ensayo de fosforilacién de c-Met
en presencia y ausencia de HGF. En una realizacion, un anticuerpo presenta “actividad agonista intrinseca
significativa” si el efecto agonista producido en ausencia de HGF es mayor del 20%, o mayor del 16% del efecto
maximo de HGF en el mismo sistema de ensayo. Por el contrario, se considera que un anticuerpo c-Met no presenta
actividad agonista intrinseca significativa si el efecto agonista producido en ausencia de HGF es menor del 20%, o
menor del 16% o menor del 10%, o menor del 5% del efecto maximo de HGF en el mismo sistema de ensayo. A
modo de ejemplo, la actividad antagonista y la actividad agonista intrinseca de un anticuerpo c-Met se puede evaluar
llevando a cabo un ensayo de dispersion celular, en presencia o ausencia de HGF. Los anticuerpos “antagonistas
estrictos”, es decir, que carecen de actividad agonista intrinseca significativa, produciran tipicamente un efecto de
dispersion no detectable en ausencia de HGF, pero presentara una fuerte inhibicién de la dispersién inducida por
HGF en el mismo sistema de ensayo. La actividad agonista intrinseca también se puede evaluar utilizando el ensayo
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de fosforilacion descrito en el Ejemplo 9 de la presente solicitud. El anticuerpo c-Met presenta preferentemente
menos del 20% del efecto maximo de HGF en este sistema de ensayo.

También se considera que los anticuerpos proporcionados en el presente documento no presentan actividad
agonista intrinseca si el efecto agonista que se produce en ausencia de HGF es igual o menor que el que se obtiene
con el anticuerpo de referencia c224G11 ( como se describe en el documento WO 2009/007427), cuyo anticuerpo de
referencia es un anticuerpo quimérico murino-humano del isotipo IgG1 que comprende un dominio variable de
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID NO: 43 y el dominio variable de
cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como SEQ ID NO: 44 y una region constante
humana que no tiene modificada la bisagra, es decir, que comprende la regién bisagra de tipo silvestre de la IgG1
humana.

Como se ha resumido anteriormente, la invencion se refiere a anticuerpos aislados (que pueden ser anticuerpos
monoclonales) que tienen alta homologia humana que se unen especificamente a un receptor proteico c-Met
humano, donde los anticuerpos son antagonistas estrictos de la activacion el receptor c-Met mediada por HGF. Las
propiedades y caracteristicas de los anticuerpos c-Met, y fragmentos de anticuerpo, de acuerdo con la invencion se
describiran ahora con mayor detalle.

Afinidad y unién de c-Met

Los anticuerpos que tienen alta homologia humana que se unen especificamente al receptor proteico c-Met humano
tipicamente presentaran una afinidad de unidon (Kp) para el c-Met humano, y mas particularmente el dominio
extracelular del c-Met humano, de aproximadamente 10 nM o menos, o 1 nM o menos, o0 0,1 nM o0 menos, o 10 pM o
menos, y puede presentar una velocidad de disociacion para la unién del c-Met humano de 10°s™ 0o menos, 0 10* s
o menos. La afinidad de unién (Kp) y la velocidad de disociacion (ko) se puede medir utilizando técnicas
convencionales bien conocidas por los expertos en la técnica, tal como por ejemplo por resonancia de plasmones
superficiales (BIAcore), como se describe en los ejemplos adjuntos.

Los anticuerpos c-Met descritos en el presente documento presentan una especificidad de unién a c-Met humano, y
mas especificamente al dominio extracelular de c-Met humano, pero no se excluye la reactividad cruzada con
homologos de c-Met no humanos. La afinidad de unién que presenta con homdlogos de c-Met de primates no
humanos (por ejemplo, c-Met de macaco Rhesus) es tipicamente de 1-10, por ejemplo de 5-10 veces menor que la
afinidad de unién por el c-Met humano.

Propiedades antagonistas/agonistas

Como se describe en otro sitio, los anticuerpos c-Met que se proporcionan en el presente documento son
“antagonistas estrictos” de la activacion del receptor c-Met humano mediada por HGF, de acuerdo con la definicion
que se ha dado anteriormente. Los anticuerpos presentan un potente antagonismo de la activacion de c-Met mediada
por HGF con una minima actividad agonista. Este equilibrio entre la alta actividad antagonista y la minima actividad
agonista intrinseca es critica para la utilidad terapéutica de los anticuerpos c-Met, ya que se habia demostrado
anteriormente (documento WO 2010/069765) que la pérdida de la actividad antagonista in vitro que se acompafa por
la ganancia de actividad agonista en la forma quimérica del anticuerpo 224G11 monoclonal murino puede dar como
resultado una pérdida significativa de la actividad antagonista in vivo.

Se han descrito muchos ensayos in vitro e in vivo adecuados para ensayar el antagonismo de la activacion de c-Met
mediada por HGF y/o la actividad agonista de los anticuerpos c-Met en la técnica y estarian facilmente disponibles
para los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, los documentos WO 2010/059654, WO 2009/07427, WO
2010/069765, Pacchicina et al., JBC, manuscrito M110.134031, Septiembre 2010). Los ensayos adecuados incluyen,
por ejemplo, el ensayo de dispersion, el ensayo de cicatrizacion de heridas, el ensayo de proliferacion, ensayo de
fosforilacion de c-Met, ensayo de morfogénesis de ramificacion y ensayos basados en inhibicion del
crecimiento/apoptosis.

Inhibicién de la activacion de c-Met independiente de HGF

Los anticuerpos c-Met que se proporcionan en el presente documento pueden tener la capacidad de inhibir la
activacion del receptor c-Met independiente de HGF. Los ensayos in vitro adecuados para ensayar la activacion del
receptor c-Met independiente de HGF se describen en los ejemplos adjuntos.

En realizaciones particulares, los anticuerpos c-Met pueden inhibir la activacion del receptor c-Met independiente de
HGF, y mas especificamente puede inhibir la fosforilaciéon de c-Met independiente de HGF, en la linea celular de
carcinoma gastrico humano MKN-45. En realizaciones particulares, el anticuerpo c-Met puede presentar al menos un
40%, o al menos un 50%, o al menos un 60%, o al menos un 70% o al menos un 80% de inhibicion de la activacion
del receptor c-Met independiente de HGF. Mas especificamente, el anticuerpo c-Met puede presentar al menos un
40%, o al menos un 50%, o al menos un 60%, o al menos un 70%, o al menos un 80% de inhibicion de la
autofosforilacion de c-Met independiente de HGF, segun se mide por el ensayo de fosforilacion, por ejemplo, el
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ensayo de fosforilacion descrito en el presente documento llevado a cabo en la linea celular de carcinoma gastrico
humano MKN-45.

El anticuerpo c-Met deberia preferentemente presentar al menos la misma potencia que el anticuerpo c224G11 de
referencia y deberia preferentemente presentar una inhibicion mas potente de la activacion (autofosforilacion)
independiente de HGF que el anticuerpo c224G11 de referencia, particularmente cuando se mide con el ensayo de
fosforilacién en células MKN-45. Ciertos anticuerpos c-Met que se proporcionan en el presente documento, en
particular los que comprenden los dominios de union al antigeno de 36C4, y las variantes de la linea germinal de los
mismos, demuestran ser inhibidores mas potentes de la autofosforilacion de c-Met independiente de HGF que el
anticuerpo ¢224G11 de referencia, mientras que siguen presentando un antagonismo comparable (o mejor) de la
activacion de c-Met dependiente de HGF que el anticuerpo c224G11 de referencia y menores niveles de actividad
agonista intrinseca que el anticuerpo c224G11 de referencia. Como se ha sefialado en otro sitio del presente
documento, el anticuerpo c224G11 de referencia (como se describe en el documento WO 2009/007427) es un
anticuerpo quimérico murino-humano del isotipo IgG1 que comprende un dominio variable de cadena pesada que
tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como SEQ ID NO: 43 y el dominio variable de cadena ligera que
tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como SEQ ID NO: 44 y una region constante humana que no tiene
la bisagra modificada, es decir, que comprende la region bisagra de tipo silvestre de la IgG1 humana.

Los anticuerpos c-Met proporcionados en el presente documento también presentan sustancialmente una inhibicion
mas potente de la autofosforilacion de c-Met independiente de HGF que el anticuerpo de referencia 5D5, que no
presenta ninguna inhibicion en este sistema de ensayo.

Inhibicién de la dimerizaciéon de c-Met

Los anticuerpos c-Met proporcionados en el presente documento presentan preferentemente la capacidad para inhibir
la dimerizacion de los receptores c-Met, y mas particularmente la capacidad de inhibir la homodimerizacién y/o la
heterodimerizacion de los receptores unidos a la membrana presentes en la superficie celular de células tumorales. La
capacidad para inhibir la dimerizacion de c-Met puede ser Util en el tratamiento de los canceres asociados a c-Met. La
capacidad para inhibir la dimerizacion de c-Met es relevante para la utilidad de los anticuerpos c-Met, ya que los
anticuerpos que inhiben la dimerizacién de c-Met pueden ser Utiles en el tratamiento de canceres asociados a c-Met
independiente de HGF, ademas de los canceres con c-Met activado dependiente de HGF. La heterodimerizacion de
c-Met se expone en Trusolino et al., Nature Reviews, Molecular Cell Biology., 2010, 11: 834-848.

Los ensayos adecuados para ensayar la capacidad de los anticuerpos c-Met para inhibir la dimerizacién se han
descrito en la técnica y estarian faciimente disponibles para los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, los
documentos WO 2009/07427 y WO 2010/069765).

En realizaciones particulares, los anticuerpos c-Met pueden presentar la inhibicion de la dimerizacién de c-Met en una
linea celular “adicta a Met”, tal como por ejemplo, las células EBC-1. En particular, los anticuerpos c-Met pueden
presentar al menos un 20%, o al menos un 25%, o al menos un 30%, o al menos un 35%, o al menos un 40%, o al
menos un 45%, o al menos un 50% de inhibicion de la (homo)dimerizacion de c-Met en una linea celular adicta a c-
Met, tal como las células EBC-1. El fenotipo de “adiccién a Met” existe en las lineas celulares que presentan una
amplificacion cromosémica del oncogén MET, como se describe en Smolen et al, PNAS, vol. 103, pp. 2316-2321,
2006.

Regulacién negativa de la expresion de la proteina c-Met de la superficie celular

Los anticuerpos c-Met proporcionados en el presente documento, preferentemente no inducen una regulacion
negativa significativa de la proteina c-Met humana de la superficie celular. La capacidad de un determinado anticuerpo
c-Met para inducir la regulacién negativa de la proteina c-Met humana de la superficie celular puede evaluarse
utilizando citometria de flujo en una linea celular que expresa c-Met, tal como por ejemplo MKN-45. En una
realizacion, se consideran que los anticuerpos c-Met proporcionados en el presente documento no inducen una
regulacion negativa significativa de la proteina c-Met humana de la superficie celular si inducen menos de un 20%, o
menos de un 15%, o menos de un 10%, o menos de un 5% de regulacidon negativa de proteina c-Met en este sistema
de ensayo. También se considera que los anticuerpos c-Met proporcionados en el presente documento no inducen
regulacion negativa significativa de la proteina c-Met humana de la superficie celular si inducen la misma o menos
regulacion negativa de la proteina c-Met que el anticuerpo c224G11 de referencia que se describe en el presente
documento.

Los anticuerpos c-Met que no inducen una regulacién negativa significativa de la proteina c-Met de la superficie
celular pueden ser particularmente adecuados para las aplicaciones terapéuticas que se benefician de la funcion
efectora del anticuerpo, es decir ADCC, CDC, ADCP, y en particular del aumento de la funcion efectora. Los
anticuerpos c-Met que no inducen una regulacién negativa significativa de la proteina c-Met de la superficie celular no
se internalizan, y ademas pueden permanecer unidos al c-Met de la superficie celular durante significativamente mas
tiempo que los anticuerpos c-Met que se internalizan. Una tasa reducida de internalizacion (o la falta de internalizacion
significativa) es una ventaja distintiva de los anticuerpos c-Met que presentan una funcion efectora por medio de al
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menos uno de entre ADCC, CDC, o ADCP. Por lo tanto, los anticuerpos c-Met descritos en el presente documento
que presentan una funcién efectora (o aumento de la funcion efectora) y que no inducen una regulacion negativa
significativa de la proteina c-Met de la superficie celular pueden ser particularmente ventajosos para ciertas
aplicaciones terapéuticas, por ejemplo, tratamiento de canceres que se beneficia de la funcién efectora.

Epitopos c-Met

Los anticuerpos descritos en el presente documento se unen a epitopos en el dominio extracelular de c-Met humano
y bloquean la unién de HGF al dominio extracelular de c-Met, en varios grados.

La capacidad de los anticuerpos c-Met proporcionados en el presente documento para bloguear la unién de HGF a c-
Met puede medirse por medio de un ensayo de competicion. Tipicamente, los anticuerpos c-Met bloquean la union de
HGF a c-Met con una Clso de 0,5 nM o menos.

El término “epitopo” se refiere a una disposicion especifica de aminoacidos localizados en un péptido o proteina a la
que se une un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo. Los epitopos a menudo consisten en un agrupamiento de
moléculas de superficie quimicamente activos tales como aminoacidos o cadenas laterales de azulcares, y tiene
caracteristicas estructurales tridimensionales especificas asi como caracteristicas de carga especificas. Los
epitopos pueden ser lineales, es decir, que impliquen la unidén a una secuencia Unica de aminoacidos, o
conformacional, es decir, que impliquen la unién a dos o mas secuencias de aminoacidos en varias regiones del
antigeno que pueden no estar necesariamente contiguas.

Los anticuerpos c-Met que se proporcionan en el presente documento se unen a epitopos en el dominio SEMA del c-
Met humano. ElI dominio SEMA esta contenido en los restos de aminoacido 1-491 de la proteina c-Met humana
madura (que carece de secuencia de sefial, como se muestra en la Figura 25) y se ha reconocido en la técnica que
contiene un sitio de union para el ligando de c-Met, el HGF.

Los anticuerpos c-Met que se proporcionan en el presente documento se unen a un epitopo en el péptido 98-
VDTYYDDQLISCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQSEVHCIFSPQIEEPSQCPDCVVSALGAKVLSSVKDRFINFFVGN
TINSSYFPKHPLHSISVRRLKETK-199 del c-Met humano (SEQ ID NO: 181). En particular, el anticuerpo denominado
36C4, y las variantes alineadas germinalmente y variantes de afinidad del mismo, se unen a un epitopo en la region
peptidica del dominio SEMA. Esta region del dominio SEMA es significativa ya que se sabe que contiene un sitio de
union para el ligando HGF de c-Met. Son particularmente ventajosos los anticuerpos c-Met, por ejemplo, los
anticuerpos que comprenden las regiones de unién al antigeno de 36C4 o una de las variantes alineadas
germinalmente o de afinidad del mismo, que se une a este epitopo peptidico en el dominio SEMA del c-Met humano y
que no induce una regulacion negativa significativa de la proteina c-Met de la superficie celular. Dichos anticuerpos
pueden presentar ademas una o mas funciones efectoras seleccionadas de entre ADCC, CDC y ADCP, o un aumento
de funciones efectoras.

Anticuerpos c-Met derivados de camélidos

Los anticuerpos de la invencion pueden comprender al menos un bucle hipervariable o regidon determinante de
complementariedad que se obtiene de un dominio VH o un dominio VL de una especie de la familia Camelidae, tal
como los dominios VH y/o VL, o CDR de la misma, que se obtiene por inmunizaciéon activa de camélidos
exogamicos, por ejemplos llamas, con un antigeno c-Met humano.

Con “bucle hipervariable o region determinante de complementariedad obtenidos de un dominio VH o un dominio VL
de una especie de la familia Camelidae” se quiere significar que el bucle hipervariable (HV) o CDR tiene una
secuencia de aminoacidos que es idéntica o sustancialmente idéntica a la secuencia de aminoacidos de un bucle
hipervariable o CDR que esta codificada por un gen de inmunoglobulina de camélido. En este contexto, “gen de
inmunoglobulina” incluye los genes de la linea germinal, genes de inmunoglobulina que se han sometido a una
reordenacion, y también los genes mutados somaticamente. Por lo tanto, la secuencia de aminoacido del HV o CDR
que se obtiene de un dominio VH o VL de una especie de Camelidae puede ser idéntica a la secuencia de
aminoacidos de un HV o CDR presente en un anticuerpo convencional de camélido maduro. La expresiéon “obtenido
de” en este contexto implica una relacién estructural en el sentido de que los HV o CDR del anticuerpo c-Met
constituye una secuencia de aminoacidos (o variantes menores de la misma) que se codificd originalmente por un
gen de inmunoglobulina de camélido. Sin embargo, esto no implica necesariamente una relacién particular en
términos del proceso de produccién utilizado para preparar el anticuerpo c-Met.

Los anticuerpos c-Met de camélidos puede derivarse de cualquier especie de camélido, incluyendo inter alia, llama,
dromedario, vicuiia, guanaco o camello.

Los anticuerpos c-Met que comprenden dominios VH y VL derivados de camélidos, o CDR de los mismos,
tipicamente son polipéptidos que se expresan recombinantemente, y pueden ser polipéptidos quiméricos. La
expresion “polipéptido quimérico” se refiere a un polipéptido artificial (de origen no natural) que se crea por la
yuxtaposicion de dos o mas fragmentos de péptidos que de otra manera no existen de manera contigua. Se incluye
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en esta definicion “especies” de polipéptidos quiméricos que se crean por yuxtaposicion de fragmentos de péptido
que se codifican por dos 0 mas especies, por ejemplo, camélido y ser humano.

Las CDR derivadas de camélidos pueden comprender una de las secuencias CDR que se muestran como SEQ ID
NO: 19, 20, 21, 83 o 84 (CDR de cadena pesada) o una de las secuencias de CDR que se muestran como SEQ ID
NO: 31-33 0 144-148 (CDR de cadena ligera).

En una realizacion, el dominio VH y/o el dominio VL completos se pueden obtener de una especie de la familia
Camelidae. En realizaciones especificas, el dominio VH derivado de camélido puede comprender la secuencia de
aminoacidos que se muestra como SEQ ID NO: 51 u 88, mientras que el dominio VL derivado de camélido puede
comprender la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID NO: 55 o 158-164. El dominio VH derivado de
camélido y/o el dominio VL derivado de camélido se pueden entonces someter a modificacion proteica, en la que se
introducen sustituciones, inserciones o eliminaciones de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de camélido.
Estos cambios de la modificacion incluyen preferentemente sustituciones de aminoacidos relativos a la secuencia de
camélido. Dichos cambios incluyen la “humanizaciéon” o “alineamiento germinalmente” en los que uno o mas restos de
aminoacidos de un dominio VH o VL codificados en camélidos se sustituyen con restos equivalentes de un dominio
homélogo VH o VL codificado en seres humanos.

Los dominios VH y VL aislados de camélido que se obtienen por inmunizacién activa de un camélido (por ejemplo,
llama) con un antigeno c-Met humano se pueden utilizar como una base para modificar polipéptidos de union al
antigeno de acuerdo con la invencion. Comenzando con dominios VH y VL de camélido intactos, es posible
modificar una o mas sustituciones, inserciones o eliminaciones que parten de la secuencia de camélido de partida.
En ciertas realizaciones, dichas sustituciones, inserciones o eliminaciones pueden estar presentes en las regiones
marco conservadas del dominio VH y/o el dominio VL. El fin de dichos cambios en la secuencia de aminoacidos
primaria pueden ser para reducir presumiblemente las propiedades desfavorables (por ejemplo, inmunogenicidad en
un huésped humano (denominado humanizacion), sitios de potencial heterogenicidad y/o inestabilidad del producto
(glicosilacion, desamidacion, isomerizacion, etc.) o para aumentar alguna propiedad favorable distinta de la molécula
(por ejemplo, solubilidad, estabilidad, biodisponibilidad, etc.). En otras realizaciones los cambios en la secuencia de
aminoacidos primaria se pueden modificar en uno o mas bucles hipervariables (0 CDR) de un dominio VH y/o VL de
camélido que se obtienen por inmunizacién activa. Dichos cambios se pueden introducir con el fin de aumentar la
afinidad y/o especificidad de unién al antigeno, o para reducir propiedades presumiblemente desfavorables, por
ejemplo, la inmunogenicidad en un huésped humano (denominado humanizacién), sitios de potencial
heterogenicidad o inestabilidad, glicosilacion, desamidacion, isomerizacién, etc., o para aumentar algunas otras
propiedades favorables de la molécula, por ejemplo, solubilidad, estabilidad, biodisponibilidad, etc.

Por lo tanto, en una realizacion, la invencién proporciona una variante de anticuerpo c-Met que contiene al menos
una sustitucion de aminoacidos en al menos una regiéon marco conservada o una regién CDR del dominio VH o el
dominio VL en comparacion con un dominio VH o VL derivado de camélido, ejemplos de los cuales incluyen pero no
se limitan a los dominios VH de camélido que comprenden secuencias de aminoacidos que se muestran como SEQ
ID NO: 51 o0 88, y los dominios de camélido que comprenden las secuencias de aminoacidos que se muestran como
SEQ ID NO: 55 o0 158-164.

En otras realizaciones, se proporcionan moléculas de anticuerpo “quiméricas” que comprenden dominios VH y VL
derivados de camélido (o variantes modificadas de los mismos) y uno o mas dominios constantes de un anticuerpo
no de camélido, por ejemplo dominios constantes codificados por el ser humano (o variantes modificadas de los
mismos). En dichas realizaciones, se prefiere que tanto el dominio VH como el dominio VL se obtengan de la misma
especie de camélido, por ejemplo ambos VH y VL pueden ser de Lama glama o ambos VH y VL pueden ser de
Lama pacos (antes de la introduccion de la variacidon con la secuencia de aminoacidos modificada). En dichas
realizaciones tanto el domino VH como el dominio VL pueden derivarse de un Unico animal, particularmente un Unico
animal que se ha inmunizado activamente con un antigeno c-Met humano.

Como alternativa a los cambios de la modificacion en la secuencia de aminoacidos primaria de los dominios VH y/o
VL de Camelidae, se pueden aislar bucles hipervariables o CDR derivados de camélido individuales, o
combinaciones de los mismos, de los dominios VH/VL de camélidos y transferirse en una regiéon marco conservada
alternativa (es decir, no de camélido), por ejemplo una regién marco conservada VH/VL humana, por injerto de CDR.
En particular, las realizaciones, no limitantes, de CDR derivadas de camélido se pueden seleccionar de entre CDR
que tienen secuencias de aminoacidos que se muestran como SEQ ID NO: 19, 20, 21, 83 o 84 (CDR de cadena
pesada) o CDR que tienen secuencias de aminoacidos que se muestran como SEQ ID NO: 31-33 o 144-148 (CDR
de cadena ligera).

Los anticuerpos c-Met que comprenden dominios VH y VL derivadas de camélidos, o CDR de los mismos, pueden
tener varias realizaciones diferentes en las que tanto el dominio VH como el dominio VL estan presentes. El término
“anticuerpo” en el presente documento se utiliza en su sentido mas amplio y engloba, pero no se limita a,
anticuerpos monoclonales, (que incluyen los anticuerpos monoclonales de longitud completa), anticuerpos
policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos), siempre que presenten la
especificidad inmunolégica adecuada contra una proteina c-Met humana. La expresion “anticuerpo monoclonal”
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como se utiliza en el presente documento se refiere a un anticuerpo que se obtiene de una poblacién
sustancialmente homogénea de anticuerpos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacion son
idénticos excepto por las mutaciones de origen natural que pueden estar presentes en pequefias cantidades. Los
anticuerpos monoclonales son altamente especificos, que se dirigen contra un Unico sitio antigénico. Ademas, al
contrario que con las preparaciones de anticuerpos (policlonales) convencionales que tipicamente incluyen
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos) en el antigeno, cada anticuerpo
monoclonal se dirige contra un Unico determinante o epitopo del antigeno.

“Fragmentos de anticuerpo” comprende una parte de un anticuerpo de longitud completa, generalmente el dominio
de unidén al antigeno o variable del mismo. Ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos Fab, Fab’,
F(ab’)2, Fab biespecificos, y Fv, diacuerpos, anticuerpos lineales, moléculas de anticuerpo de cadena sencilla, un
fragmento de cadena sencilla variable (scFv), anticuerpos de dominio y anticuerpos multiespecificos formados por
fragmentos de anticuerpo (véase Holliger y Hudson, Nature Biotechnol. 23:1126-36 (2005)).

En realizaciones no limitantes, los anticuerpos c-Met que comprenden dominios VH y VL derivados de camélidos, o
CDR de los mismos, puede comprender dominios CH1 y/o dominios CL, cuya secuencia de aminoacidos es
completamente o sustancialmente humana. Cuando el polipéptido de union al antigeno de la invencion es un
anticuerpo que se pretende utilizar en terapéutica humana, es tipico que la region constante completa del
anticuerpo, al menos una parte de la misma, tenga una secuencia de aminoacidos completamente o
sustancialmente humana. Por lo tanto, una o mas o cualquier combinacién del dominio CH1, region bisagra, dominio
CH2, dominio CH3 y dominio CL (y dominio CH4 si esta presente) pueden ser completamente o sustancialmente
humanos con respecto a su secuencia de aminoacidos.

Ventajosamente, el dominio CH1, regién bisagra, dominio CH2, dominio CH3 y dominio CL (y dominio CH4 si esta
presente) pueden tener una secuencia de aminoacidos completamente o sustancialmente humana. En el contexto
de la regidon constante de un anticuerpo humanizado o quimérico, o un fragmento de anticuerpo, la expresion
“sustancialmente humano” se refiere a una identidad de secuencia de al menos un 90%, o al menos un 95%, o al
menos un 97%, o al menos un 99% con una regién constante humana. La expresion “secuencia de aminoacidos
humana” en este contexto se refiere a una secuencia de aminoacidos que esta codificada por un gen de
inmunoglobulina humano, que incluye los genes de la linea germinal, reordenados y mutados somaticamente. La
invencion también contempla polipéptidos que comprenden dominios constantes de una secuencia “humana” que se
ha alterado, por una o mas adiciones, eliminaciones o sustituciones de aminoacidos con respecto a la secuencia
humana, exceptuando las realizaciones en las que la presencia de una region “completamente humana” se requiere
expresamente.

La presencia de una region bisagra “completamente humana” en los anticuerpos c-Met de la invencidon puede ser
beneficiosa tanto para minimizar la inmunogenicidad como para optimizar la estabilidad del anticuerpo.

Como se expone en otro sitio del presente documento, se contempla que se puedan hacer una o mas sustituciones,
inserciones o eliminaciones de aminoacidos en la regién constante de la cadena pesada y/o ligera, particularmente
en la regién Fc. Las sustituciones de aminoacidos pueden dar como resultado la sustitucion del aminoacido
sustituido con un aminoacido diferente de origen natural, o con un aminoacido no natural o modificado. También se
permiten otras modificaciones estructurales, tales como por ejemplo cambios en el patron de glicosilacion (por
ejemplo, la adicion o eliminacion de sitios de glicosilacion unidos a N u O). Dependiendo del uso que se pretenda del
anticuerpo, puede ser deseable modificar el anticuerpo de la invencién con respecto a sus propiedades de unién a
receptores Fc, por ejemplo para modular la funcién efectora. Por ejemplo, se puede introducir un resto(s) de cisteina
en la region Fc, permitiendo de esta manera la formacion de enlaces disulfuro intercatenarios en esta region. El
anticuerpo homodimérico generado de esta manera puede tener una capacidad de internalizacion mejorada y/o un
aumento de la destrucciéon celular mediada por complemento y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC). Véase Caron et al., J. Exp. Med. 176:1191-1195 (1992) y Shopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922 (1992).
De manera alternativa, un anticuerpo c-Met puede modificarse para que tenga regiones Fc duales y por lo tanto
puede tener aumentadas las capacidades de lisis por complemento y ADCC. Véase Stevenson et al., Anti-Cancer
Drug Design 3:219-230 (1989). La invencién contempla también inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo
como se describe en el presente documento conjugado con un agente citotdxico tal como un agente quimioterapico,
toxina (por ejemplo, un radioconjugado). Las regiones Fc también pueden modificarse para la extension de la
semivida, como describen Chan y Carter, Nature Reviews: Immunology, Vol.10, pp 301-316, 2010.

Las variantes de anticuerpo c-Met en los que la region Fc esta modificada por modificacion proteica, como se
describe en el presente documento, también pueden presentar una mejora de la eficacia (por ejemplo, en el
tratamiento del cancer) en comparacion con un anticuerpo equivalente (es decir, propiedades de unién al antigeno
equivalente) sin la modificacion de Fc.

En ofra realizacion mas, la region Fc se modifica para aumentar la capacidad del anticuerpo para mediar la

citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) y/o aumentar la afinidad del anticuerpo por un receptor Fcy
modificando uno o mas aminoacidos.
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En otra realizacion mas, se modifica la glicosilacion de un anticuerpo. Por ejemplo, se puede producir un anticuerpo
aglicosilado (es decir, un anticuerpo que carece de glicosilacion). La glicosilacion puede alterarse para, por ejemplo,
aumentar la afinidad del anticuerpo para el antigeno c-Met diana. Dichas modificaciones de carbohidratos se pueden
conseguir, por ejemplo, alterando uno o mas sitios de glicosilacién en la secuencia de aminoacidos. Por ejemplo se
pueden hacer una o mas sustituciones de aminoacidos que den como resultado la eliminacién de uno o mas sitios
de glicosilacion de las regiones marco conservadas de la region variable, para de esta manera eliminar la
glicosilacion en ese sitio. Dicha aglicosilacion puede aumentar la afinidad del anticuerpo por el antigeno.

También se conciben variantes de anticuerpos c-Met que tienen un tipo de glicosilacion alterada, tal como un
anticuerpo hipofucosilado que tiene cantidades reducidas de restos fucosilo o un anticuerpo no fucosilado (como se
describe en Natsume et al., Drug Design Development and Therapy, Vol. 3, pp. 7-16, 2009) o un anticuerpo que
tiene un aumento de estructuras bisectoriales GlcNac. Se ha demostrado que dichos patrones de glicosilacion
alterados aumentan la actividad ADCC de los anticuerpos, que producen tipicamente un aumento de 10 veces de
ADCC con respecto a un anticuerpo equivalente que comprende un dominio Fc nativo humano. Dichas
modificaciones de carbohidratos se pueden conseguir, por ejemplo, expresando el anticuerpo en una célula huésped
con una maquinaria enzimatica de glicosilacion alterada (como se describe en Yamane-Ohnuki y Satoh, mAbs 1:3,
230-236, 2009).

Otra realizacién mas, los anticuerpos c-Met pueden carecer de funcidon efectora, debido a que la parte Fc del
anticuerpo es de un isotipo que carece naturalmente de funcidon efectora, o presenta una funcién efectora
significativamente menos potente que la IgG1 humana, por ejemplo la IgG2 humana o la IgG4 humana, o debido a
que la parte Fc del anticuerpo se ha modificado para reducir o eliminar sustancialmente la funcién efectora, como se
describe en Armour, K. L., et al., Eur. J. Immunol., 1999, 29: 2613-2624.

En otras realizaciones mas la parte Fc del anticuerpo c-Met se puede modificar para facilitar la formacion preferente
de anticuerpos biespecificos, en la que dos cadenas pesadas de anticuerpo que comprenden diferentes dominios
variables se emparejan para formar la parte Fc del anticuerpo biespecifico. Ejemplos de dichas modificaciones
incluyen las modificaciones “botén en ojal” descritas en Ridgway JB, Presta LG, Carter P., la modificacion “botén en
ojal” de los dominios CH3 de anticuerpo para la heterodimerizacion de cadena pesada. Protein Eng. Jul 1996;
9(7):617-21 y Merchant AM, Zhu Z, Yuan JQ, Goddard A, Adams CW, Presta LG, Carter P. An efficient route to
human bispecific IgG. Nat Biotechnol. Jul 1998; 16(7):677-81.

La invencion puede, en ciertas realizaciones, englobar anticuerpos quiméricos camélido’lhumano, y en particular
anticuerpos quiméricos en los que los dominios VH y VL son secuencias completamente camélidas (por ejemplo, de
llama o alpaca) y el resto del anticuerpo es de secuencia completamente humana. Los anticuerpos c-Met pueden
incluir anticuerpos que comprenden variantes “humanizadas” o “alineadas germinalmente” de dominios VH y VL
derivados de camélidos, o CDR de los mismos, y anticuerpos quiméricos camélidos/humanos, en las que los
dominios VH y VL contienen una o mas sustituciones de aminoacidos en las regiones marco conservadas en
comparacion con los dominios VH y VL que se obtienen por inmunizacion activa de un camélido con un antigeno c-
Met humano. Dicha “humanizacién” aumenta el % de identidad de secuencia con los dominios VH y VL de la linea
germinal humana sustituyendo restos de aminoacidos que no coinciden en un dominio VH o VL de Camelidae de
partida con el resto equivalente que se encuentra en el dominio VH o VL codificados por la linea germinal humana.

Los anticuerpos c-Met también pueden ser anticuerpos injertados con una CDR, en los que CDR (o bucles
hipervariables) derivadas del anticuerpo de camélido, por ejemplo un anticuerpo c-Met camélido producido por la
inmunizacién activa con una proteina c-Met humana, o codificado de otra manera por un gen camélido, se injertan
en una regién marco conservada de VH y VL humanos, siendo el resto del anticuerpo también de origen
completamente humano. Dichos anticuerpos c-Met injertados con una CDR pueden contener CDR que tienen las
secuencias de aminoacidos que se muestran como SEQ ID NO: 1-21, 71-73 u 83-85 (CDR de cadena pesada) o
CDR que tienen secuencias de aminoacidos que se muestran como SEQ ID NO: 22-42, 74-76, 86, 87 o 137-148
(CDR de cadena ligera).

Los anticuerpos c-Met humanizados, quiméricos e injertados con CDR como se ha descrito anteriormente,
particularmente los anticuerpos que comprenden bucles hipervariables o CDR derivados de la inmunizacién activa
de camélidos con antigeno c-Met humano, pueden producirse facilmente utilizando técnicas convencionales de
modificacion y expresion de ADN recombinante, utilizando células huésped procariotas o eucariotas modificadas
para producir el polipéptido de interés e incluyendo, pero no limitadamente a, células bacterianas, células de
levadura, células de mamifero, células de insecto, células vegetales, algunas de ellas como se describen en el
presente documento y se ilustran en los ejemplos adjuntos.

Los anticuerpos c-Met derivados de camélidos incluyen variantes en las que los bucles hipervariables o CDR del
dominio VH y/o el dominio VL se obtiene de un anticuerpo camélido convencional producido contra el c-Met humano,
pero en el que al menos uno de dichos bucles hipervariables o CDR (derivados de camélidos) se ha modificado para
incluir uno o mas sustituciones, adiciones o eliminaciones de aminoacidos con respecto a la secuencia codificada
por camélidos. Dichos cambios incluyen la “humanizacion” de los bucles hipervariables/CDR. Los HV/CDR derivados
de camélidos que se han modificado de esta manera pueden aun presentar una secuencia de aminoacidos que es
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“sustancialmente idéntica” a la secuencia de aminoacidos de un HV/CDR codificado por camélidos. En este
contexto, “identidad sustancia” puede permitir no mas de una, o no mas de dos faltas de coincidencia de secuencias
de aminoacidos con el HV/CDR codificado por camélidos. Las realizaciones particulares del anticuerpo c-Met
pueden contener variantes humanizadas de las secuencias de CDR que se muestran como SEQ ID NO: 19, 20, 21,
83 u 84 (CDR de cadena pesada) y/o variantes humanizadas de las secuencias de CDR que se muestran como SEQ
ID NO: 31-33 0 144-148 (CDR de cadena ligera).

Los anticuerpos c-Met derivados de camélidos que se proporcionan en el presente documento pueden ser de
cualquier isotipo. Los anticuerpos que se pretende utilizar terapéuticamente en humanos tipicamente seran del tipo
IgA, IgD, IgE, IgG, IgM, a menudo del tipo IgG, en cuyo caso pueden pertenecer a cualquiera de las cuatro sub-
clases 1gG1, IgG2a y b, IgG3 o IgG4. En cada una de estas sub-clases se permite hacer una o mas sustituciones,
inserciones o eliminaciones de aminoacidos en la parte Fc, o hacer otras modificaciones estructurales, por ejemplo,
para aumentar o reducir las funcionalidades dependientes de Fc.

Humanizacion (alineamiento germinal) de dominios VH y VL derivados de camélidos

Los anticuerpos camélidos convencionales proporcionan un punto de partida ventajoso para la preparacion de
anticuerpos con utilidad como agentes terapéuticos humanos debido a los siguientes factores expuestos en el
documento US 12/497.239:

1) Alto % de homologia de secuencia entre los dominios VH y VL de camélidos y sus equivalentes humanos;

2) Alto grado de homologia estructural entre las CDR de los dominios VH y VL de camélidos y sus equivalentes
humanos (es decir, estructuras de plegamiento canodnico tipo humano y combinaciones de plegamientos
canonicos tipo humanos).

La plataforma de camélidos (por ejemplo, de llama) también proporciona una ventaja significativa en términos de
diversidad funcional de los anticuerpos c-Met que se pueden obtener.

La utilidad de los anticuerpos c-Met que comprenden dominios VH de camélidos y VL de camélidos para la terapia
humana se puede mejorar ain mas por la “humanizaciéon” o “alineamiento germinal” de dominios VH y VL naturales
de camélidos, por ejemplo para que sean inmunogénicos en un huésped humano. El objetivo total de la
humanizacion es producir una molécula en la que los dominios VH y VL presenten una inmunogenicidad minima
cuando se introducen en un sujeto humano, mientras que se mantenga la especificidad y afinidad del sitio de unién
al antigeno formado por los dominios VH y VL parentales.

Una estrategia de humanizacion, denominada “alineamiento germinal”, implica cambios de maodificacion en la
secuencia de aminoacidos de un dominio VH o VL de camélidos para hacerlos mas cercanos a la secuencia de un
dominio VH o VL humano.

La determinacion de la homologia entre un dominio VH (o VL) de camélido y dominios VH (o VL) humanos es una
etapa critica en el proceso de humanizacion, tanto por la seleccién de los restos de aminoacidos que se van a
cambiar (en un dominio VH o VL determinado) como por la seleccion de la sustitucion apropiada del resto(s) de
aminoacido.

Se ha desarrollado una estrategia para la humanizacion de anticuerpos de camélido convencionales basandose en
el alineamiento de un gran numero de secuencias nuevas del dominio VH (y VL) de camélidos, tipicamente dominios
VH (o VL) mutados somaticamente que se sabe que se unen a un antigeno diana, con secuencias VH (o VL) de la
linea germinal humana, secuencias VH (y VL) de consenso humanas, asi como la informacion de la secuencia de la
linea germinal disponible para Lama pacos.

El siguiente resumen repasa los principios que se pueden aplicar para (i) seleccionar restos de aminoacidos
“camélidos” para la sustitucion en un domino CH o VL derivado de camélidos o una CDR de los mismos, y (ii)
seleccionar la sustitucion de restos de aminoacidos “humanos” que se sustituyen en ellos, en la humanizacion de
cualquier dominio VH (o VL) camélido. Esta estrategia se puede utilizar para preparar variantes humanizadas de
CDR derivadas de camélido que tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran como SEQ ID NO: 19, 20,
21, 83 o0 84 (CDR de cadena pesada) o que tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran como SEQ ID
NO: 31-33 o 144-148 (CDR de cadena ligera), y también para la humanizacién de dominios VH derivados de
camélidos que tienen las secuencias que se muestran como SEQ ID NO: 51 o 88 y de dominios VL derivados de
camélidos que tienen las secuencias que se muestran como SEQ ID NO: 55 o 158-164.

Etapa 1. Seleccionar la familia humana (linea germinal) y el miembro de esta familia que presenta la
homologia/identidad mas alta con la secuencia de camélido madura que se va a humanizar. Se resume
posteriormente un procedimiento general para identificar la coincidencia mas estrecha con la linea germinal
humana para cada cualquier dominio VH (o VL) determinado de camélidos.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2594493 T3

Etapa 2. Seleccionar el miembro especifico de la familia de la linea germinal humana que se utiliza para alinear
germinalmente la contraria. Preferentemente esta es la linea germinal de mayor homologia u otro miembro de
familia de la linea germinal de la misma familia.

Etapa 3. Identificar las posiciones que se consideran preferidas para el alineamiento germinal basandose en
utilizacion de la tabla de aminoacidos para la linea germinal de camélidos que estda mas cercana a la linea
germinal humana seleccionada.

Etapa 4. Intentar cambiar los aminoacidos de la linea germinal de camélido que se desvia de la linea germinal
humana; el alineamiento germinal de restos de FR se prefiere sobre la de restos de CDR.

a. Se prefieren las posiciones que se desvian de la linea germinal humana seleccionada utilizando el alinear
germinalmente la contraria, para lo cual el aminoacido que se encuentra en la secuencia de camélido no
coincide con la linea germinal seleccionada y no se encuentra en otras lineas germinales de la misma
subclase (tanto para aminoacidos codificados por V asi como por J).

b. Las posiciones que se desvian del miembro de la familia de la linea germinal humana seleccionada pero
que se utiliza en ofras lineas germinales de la misma familia también se pueden dirigir en el proceso de
alineamiento germinal.

c. También se pueden dirigir las faltas de coincidencia adicionales (por ejemplo debido a mutaciones
somaticas adicionales) hacia la linea germinal humana seleccionada.

Se puede utilizar la siguiente estrategia para determinar la coincidencia mas estrecha de la linea germinal humana
para un determinado domino VH (o VL) de camélido:

Antes de analizar el porcentaje de identidad de secuencia entre la linea germinal VH y VL de camélidos y humanos,
se pueden determinar primero los plegamientos candnicos, que permiten la identificacion de los segmentos de la
familia de la linea germinal humana con una combinacioén idéntica de plegamientos canénicos para H1 y H2 o L1y
L2 (y L3). Posteriormente el miembro de la familia de la linea germinal humana que tiene el grado mas alto de
homologia de secuencia con la region variable de Camelidae de interés se puede escoger para valorar la homologia
de secuencia. La determinacion de las clases candnicas de Chothia de los bucles hipervariables L1, L2, L3, H1 y H2
se puede llevar a cabo con herramientas bioinformaticas disponibles publicamente en la pagina de internet www.bio-
inf.org.uk/abs/chothia.html.page. El resultado del programa muestra los requerimientos del resto clave en el archivo
de datos. En estos archivos de datos, las posiciones del resto clave se muestran con los aminoacidos permitidos
para cada posicion. La secuencia de la regién variable del anticuerpo se da como una entrada y primero se alinea
con una secuencia de anticuerpos de consenso para asignar el esquema de numeracion de Kabat. El analisis de los
plegamientos canodnicos utiliza un grupo de matrices de restos claves derivados por un método automatico
desarrollado por Martin y Thornton (Martin et al., J. Mol. Biol. 263:800-815 (1996)). Los limites de las regiones marco
conservadas individuales se pueden asignar utilizando el esquema de numeracion IMGT, que es una adaptacion del
esquema de numeracion de Chothia (Lefranc et al., NAR 27: 209-212 (1999); http://imgt.cines.fr).

Con el segmento V particular de la linea germinal humana conocido, que utiliza la misma combinacion de
plegamientos candnicos para H1 y H2 y L2 (y L3), se puede determinar el miembro de la familia de mejor
coincidencia en términos de homologia de secuencia. El porcentaje de identidad de secuencia entre las secuencias
de aminoacidos de la region marco conservada del dominio VH y VL de Camelidae y las correspondientes
secuencias codificadas por la linea germinal humana se pueden determinar utilizando herramientas bioinformaticas,
pero también se puede utilizar el alineamiento manual de las secuencias. Las secuencias de inmunoglobulina
humanas se pueden identificar a partir de varias bases de datos proteicas, tal como VBase (http://vbase.mrc-
cpe.cam.ac.uk/) o] la base de datos de Pluckthun/Honegger http://www.bioc.un-
izh.ch/antibody/Sequences/Germlines). Para comparar las secuencias humanas con las regiones V de los dominios
VH o VL de Camelidae se puede utilizar un algoritmo de alineamiento de secuencia tal como los disponibles en
paginas de internet como www.expasy.ch/tools/#align, pero también se puede llevar a cabo el alineamiento manual,
con un limitado grupo de secuencias. Las secuencias de cadena pesada y ligera de la linea germinal humana de las
familias con las mismas combinaciones de plegamientos canonicos y con el grado mas alto de homologia con las
regiones marco conservadas 1, 2, y 3 de cada cadena se pueden seleccionar y comparar con la region variable de
Camelidae de interés, también se comprueba la FR4 contra las regiones JH y JK o JL de la linea germinal humana.

Notese que en el calculo del porcentaje total de homologia de secuencia, los restos de FR1, FR2 y FR3 se evaltan
utilizando la secuencia de coincidencia mas estrecha de la familia de la linea germinal humana con la combinacion
idéntica de los plegamientos canonicos. Solamente se valoran los restos diferentes de la coincidencia mas estrecha
u otros miembros de la misma familia con la misma combinacién de plegamientos canoénicos (NB — excluyendo
cualquier diferencia codificada por un cebador). Sin embargo, con el fin de la humanizacion, los restos de las
regiones marco conservadas idénticas a los miembros de otras familias de la linea germinal humana, que no tienen
la misma combinacion de plegamientos candnicos, se pueden considerar para la humanizacion, a pesar del hecho
de que se valoran “negativos” de acuerdo con las condiciones rigurosas descritas anteriormente. Esto se asume

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2594493 T3

basandose en la estrategia de “mezcla y coincidencia” para la humanizacion, en la que cada una de FR1, FR2, FR3
y FR4 se comparan por separado con su secuencia de la linea germinal humana de coincidencia mas estrecha y la
molécula humanizada contiene por lo tanto una combinacion de diferentes FR como hicieron Qu y sus colegas (Qu
et al., Clin. Cancer Res. 5:3095-3100 (1999)) y Ono y sus colegas (Ono et al., Mol. Immunol. 36:387-395 (1999)).
Solamente a modo de ejemplo, se contempla que las variantes humanizadas de los dominios VH que tienen las
secuencias de aminoacidos que se muestran como SEQ ID NO: 45-51, 77 u 88 puedan incluir variantes en las que el
resto(s) de aminoacidos que existen en una o mas de las posiciones enumeradas en la siguiente Tabla se sustituyen
con un resto de aminoacidos que existe en la posicion equivalente del dominio VH humano, por ejemplo, un dominio
VH codificado por la linea germinal humana. Las sustituciones de aminoacidos apropiadas se pueden derivar siguiendo
el protocolo general para humanizacion que se ha descrito anteriormente.

Tabla 3: Listado de restos de posiciones de restos de aminoacidos que se pueden sustituir durante el alineamiento
germinal (humanizacién) de los dominios VH enumerados. Para cada dominio VH nombrado, se numeran los restos de
aminoacidos enumerados de acuerdo con el sistema de numeracion de Kabat.

VH FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4
36C4 SEQ ID —— 67, 68, 71,
51 2,5,23, 30 40, 48 54*, 55 81 84 85 108

* nétese que la sustitucion de los restos 54 y 55 es con el fin de eliminar el sitio de desaminacion, no para el
alineamiento germinal humano como tal.

Solamente a modo de ejemplo, se contempla que las variantes humanizadas de los dominios VL que tienen las
secuencias de aminoacidos que se muestran como SEQ ID NO: 52-58, 78, 89 o 137-148 pueden incluir variantes en
las que el resto(s) de aminoacidos que existe en una o mas posiciones enumeradas en la siguiente tabla se sustituye
con un resto de aminoacido que existe en la posiciéon equivalente en un dominio VL humano, por ejemplo, un dominio
VL codificado por la linea germinal humana. Las sustituciones de aminoacidos apropiadas se pueden derivar siguiendo
el protocolo general de humanizacion que se ha descrito anteriormente.

Tabla 4: Lista de posiciones de restos de aminoacidos que se pueden sustituir durante el alineamiento germinal
(humanizacion) de los dominios VL enumerados. Para cada dominio VL nombrado, los restos de aminoacidos
enumerados se numeran de acuerdo con el sistema de numeracion de Kabat.

VL FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4
36C4 SEQ |3,8,17,18 39, 47,49 58,72, 75, 103
ID 55 80

Anticuerpos de competicién cruzada

Los anticuerpos monoclonales o los fragmentos de union al antigeno de los mismos que “compiten cruzadamente”
con las moléculas desveladas en el presente documento son las que se unen al c-Met humano en sitio(s) que son
idénticos a, o se solapan con, el sitio(s) al que se unen los presentes anticuerpos c-Met. Los anticuerpos
monoclonales competitivos o los fragmentos de union de los mismos se pueden identificar, por ejemplo, por medio
de un ensayo de competicion. Por ejemplo, una muestra de c-Met humano purificado o parcialmente purificado se
puede unir a un soporte soélido. Luego se afiade un compuesto de anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo de la presente invencidon y un anticuerpo monoclonal o fragmento de uniéon al antigeno del mismo
sospechoso de ser capaz de competir con dicho compuesto de anticuerpo de la invenciéon. Una de las dos moléculas
se marca. Si el compuesto marcado y el compuesto no marcado se unen por separado en distintos sitios sobre el c-
Met, el compuesto marcado se unira al mismo nivel tanto si esta presente el compuesto sospechoso de competicion
como si no. Sin embargo, si los sitios de interaccion son idénticos o se solapan, el compuesto sin marcar competira,
y la cantidad de compuesto marcado unido al antigeno disminuira. Si el compuesto sin marcar esta presente en
exceso, el compuesto marcado se unira muy poco, o nada. Para los fines de la presente invencion, los anticuerpos
monoclonales competitivos o los fragmentos de unién al antigeno de los mismos son los que disminuyen la unién de
los presentes compuestos de anticuerpo al c-Met aproximadamente un 50%, aproximadamente un 60%,
aproximadamente un 70%, aproximadamente un 80%, aproximadamente un 85%, aproximadamente un 90%,
aproximadamente un 95%, o aproximadamente un 99%. Los detalles de los procedimientos para llevar a cabo
dichos ensayos de competicion son bien conocidos en la técnica y se pueden encontrar, por ejemplo, en Harlow y
Lane (1988) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York,
paginas 567-569, ISBN 0-87969-314-2. Dichos ensayos pueden hacerse cuantitativos utilizando anticuerpos
purificados. Se establece una curva de referencia titulando un anticuerpo contra si mismo, es decir, se utiliza el
mismo anticuerpo como el marcado y el competidor. La capacidad de un anticuerpo monoclonal competitivo o
fragmento de unién al antigeno del mismo para inhibir la unién de la molécula marcada a la placa se titula. Los
resultados se representan, y se comparan las concentraciones necesarias para conseguir el grado deseado de
union.
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Polinucleétidos que codifican anticuerpos c-Met

La invencién también proporciona moléculas de polinucleétidos que codifican los anticuerpos c-Met de la invencion,
también los vectores de expresion que contienen las secuencias de nucleétido que codifican los anticuerpos c-Met
de la invencion unidas operativamente a secuencias reguladoras que permiten la expresion del polipéptido de unién
al antigeno en células huésped o en un sistema de expresion libre de células y en células huésped o un sistema de
expresion libre de células que contiene el vector de expresion.

En realizaciones particulares, el polinucleétido que codifica el anticuerpo c-Met de la invencién puede comprender
una o mas secuencias de polinucledtido que se muestran como SEQ ID NO: 59 o 65, cuyas secuencias codifican los
dominios VH o VL de los anticuerpos c-Met, o una secuencia variante que codifica un domino VH o VL funcional de
un anticuerpo c-Met, en el que dicha secuencia variante presenta al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 97% o0 99% de
identidad de secuencia cuando se alinea 6ptimamente con una de las SEQ ID NO: 59 o 65. En este contexto, el % de
identidad de secuencia entre dos secuencias de polinucleétido se puede determinar comparando estas dos secuencias
alineadas de una manera 6ptima y en la que la secuencia de polinucleétido que se va a comparar puede comprender
adiciones o eliminaciones con respecto a la secuencia de referencia con un alineamiento éptimo entre estas dos
secuencias. El porcentaje de identidad se calcula determinando el nimero de posiciones idénticas para las cuales el
resto de nucledtido es idéntico entre las dos secuencias, dividiendo este nimero de posiciones idénticas por el nimero
total de posiciones en la ventana de comparacion y multiplicando el resultado obtenido por 100 con el fin de obtener el
porcentaje de identidad entre estas dos secuencias. Por ejemplo, es posible utilizar el programa BLAST, “secuencias
BLAST2” (Tatusova et al, "Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and nucleotide sequences"”, FEMS
Microbiol Lett. 174:247-250) disponible en el sitio de internet http://www.ncbi.nim.nih.gov/ gorf/bL2.html, siendo los
parametros que se utilizan los que se dan por defecto (en particular para los parametros “penalizacion de hueco
abierto”™: 5, y “penalizacion de extension de huecos”: 2; siendo la matriz escogida, por ejemplo, la matriz “BLOSUM 62"
propuesta por el programa), el porcentaje de identidad entre las dos secuencias que se van a comparar se calcula
directamente por el programa.

Las moléculas de polinucledtido que codifican los anticuerpos c-Met de la invencioén incluyen, por ejemplo, moléculas
de ADN recombinante. Las expresiones “acido nucleico”, “polinucleétido” o una “molécula de polinucleétido” como se
utiliza en el presente documento de manera intercambiable se refiere a cualquier molécula de ADN o ARN, de
cadena sencilla o doble y, si es de cadena sencilla, la molécula de su secuencia complementaria. En la exposicion
de moléculas de acido nucleico, una secuencia o estructura de una molécula de acido nucleico en particular se
puede describir en el presente documento de acuerdo con la convenciéon normal de proporcionar la secuencia en la
direccion 5" a 3. En algunas realizaciones de la invencion, los acidos nucleicos o polinucleétidos estan “aislados”.
Este término, cuando se aplica a una molécula de acido nucleico, se refiere a una molécula de acido nucleico que
esta separada de secuencias con las que es inmediatamente contigua en el genoma de origen natural del organismo
del que se origina. Por ejemplo, “un acido nucleico aislado” puede comprender una molécula de ADN insertada en
un vector, tal como un vector plasmido o virico, o integrada en el ADN gendmico de una célula procariota o eucariota
o un organismo no humano. Cuando se aplica al ARN, la expresion “polinucledtido aislado” se refiere primariamente
a una molécula de ARN que se ha purificado/separado de otros acidos nucleicos con los que estaba asociado en su
estado natural (es decir, en células o tejidos). Un polinucleétido aislado (sea ADN o ARN) puede representar
ademas una molécula producida directamente por medios bioldgicos o sintéticos y separada de otros componentes
durante su produccion.

Para la producciéon recombinante del anticuerpo c-Met de acuerdo con la invencién, se puede preparar un
polinucleétido recombinante (utilizando técnicas de biologia molecular convencionales) codificante y se inserta en un
vector replicable para la expresion en una célula huésped escogida, o un sistema de expresion libre de células. Las
células huésped adecuadas pueden ser procariotas, levaduras o células eucariotas superiores, especificamente
células de mamifero. Ejemplos de lineas celulares de mamifero utiles son la linea CV1 de riidn de mono
transformada por SV40 (COS-7, ATTC CRL 1651); linea de rifion embrionario humano (293 o células 293
subclonadas para el cultivo en medio de cultivo en suspension, Graham et al., J. Gen. Virol. 36:59 (1977)); células
renales de hamster recién nacido (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster Chino/-DHFR (CHO, Urlaub et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); células de Sertoli de ratéon (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251
(1980)); células de mieloma de raton SP2/0-AG14 (ATCC CRL 1581; ATCC CRL 8287) o NSO (colecciones de
cultivo HPA n° 85110503); células de rifidn de mono (CV1 ATCC CCL70), células de rifidn de mono verde africano
(VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma de cuello de utero humano (HELA, ATCC CCL 2); células de
rindn canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de
pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de ratén
(MMT 060563, ATCC CCL 51); células TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982)); células MRC 5;
células FS4; y la linea de hepatoma humano (Hep G2), asi como la linea celular PERC-6 de DSM. Los vectores de
expresion adecuados para su uso en cada una de estas células huésped se conocen en general en la técnica.

Se deberia sefialar que la expresion “célula huésped” en general se refiere a una linea celular cultivada. Todos los

seres humanos en los que se ha introducido un vector de expresion que codifica un polipéptido de unién al antigeno
acuerdo con la invencion se excluyen explicitamente de la definicion de una “célula huésped”.
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Produccion de anticuerpos

En un importante aspecto, la invenciéon también proporciona un método para producir un anticuerpo c-Met de la
invencion que comprende cultivar una célula huésped (o un sistema de expresion libre de células) que contiene un
polinucledtido (por ejemplo, un vector de expresion) que codifica el anticuerpo c-Met en condiciones que permitan la
expresion del anticuerpo c-Met y la recuperacion del anticuerpo c-Met que se expresa. Este proceso de expresion
recombinante se puede utilizar para la producciéon a gran escala de los anticuerpos c-Met de acuerdo con la
invencion, incluyendo los anticuerpos monoclonales que se pretenden para el uso terapéutico en humanos. Los
vectores adecuados, lineas celulares y procesos de produccion para la fabricacion a gran escala de anticuerpos
recombinantes adecuados para su uso terapéutico in vivo estan disponibles en general en la técnica y seran bien
conocidos por el experto en la técnica.

Utilidad terapéutica de los anticuerpos c-Met

Los anticuerpos c-Met que se proporcionan en el presente documento se pueden utilizar en el tratamiento de
canceres tanto dependientes de HGF como independientes de HGF.

La activaciéon inapropiada de c-Met puede inducirse por lesiones genéticas especificas, regulaciéon positiva
transcripcional o mecanismos autocrinos o paracrinos dependientes de ligando (Comoglio et al, Nature Reviews
Drug Discovery, 7:504-516,2008). Los canceres dependientes de HGF e independientes de HGF que se pueden
tratar con los anticuerpos c-Met incluyen, pero no se limitan a, carcinomas gastricos, carcinomas de células
escamosas de cabeza y cuello, carcinomas tiroideos, de ovarios, pancreaticos, de prostata, de células renales,
hepatocelular, de mama y colorrectal, glioblastomas, rabdomiosarcomas y osteosarcomas.

El término “tratar” o “tratamiento” significa el enlentecimiento, interrupcion, detencioén, control, parada o reduccion de
la gravedad de un sintoma, trastorno, afeccion o enfermedad, pero no implica necesariamente una eliminacion total
de todos los sintomas, afecciones o trastornos relacionados con la enfermedad.

Para su uso como agentes terapéuticos para seres humanos, los anticuerpos c-Met que se describen en el presente
documento se pueden administrar a un sujeto humano que necesita el tratamiento en una “cantidad eficaz”. La
expresion “cantidad eficaz” se refiere a la cantidad o dosis de un anticuerpo c-Met, en una administracién de dosis
Unica o multiple a un paciente humano, proporciona una eficacia terapéutica en el tratamiento de la enfermedad. Las
cantidades terapéuticamente eficaces del anticuerpo c-Met pueden comprender una cantidad en el intervalo de
desde aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg por dosis Unica. Una cantidad terapéuticamente
eficaz para cualquier paciente individual puede determinarla el personal sanitario controlando el efecto del
anticuerpo c-Met sobre un biomarcador, tal como el c-Met de la superficie celular en tejidos tumorales, o un sintoma
tal como la regresion tumoral, etc. La cantidad de anticuerpo que se administra en un determinado punto de tiempo
puede variarse de manera que se administren cantidades 6ptimas del anticuerpo c-Met tanto si se emplea solo o en
combinacién con cualquier otro agente terapéutico , durante el curso del tratamiento.

También se contempla administrar los anticuerpos c-Met descritos en el presente documento, o composiciones
farmacéuticas que comprenden dichos anticuerpos, en combinacién con otro tratamiento para el cancer, como una
terapia de combinacion.

Composiciones farmacéuticas

El ambito de la invencion incluye composiciones farmacéuticas, que contienen una o una combinacion de
anticuerpos c-Met de la invencion, o fragmentos de unién al antigeno de los mismos, que se formulan con uno o mas
vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables. Dichas composiciones pueden incluir uno o una combinacién
de (por ejemplo, dos o mas diferentes) anticuerpos c-Met .

Las técnicas para formular anticuerpos monoclonales para el uso terapéutico en seres humanos son bien conocidas
en la técnica y se revisan, por ejemplo, en Wang et al., Journal of Pharmaceutical Sciences, Vol. 96, pp. 1-26, 2007.

Breve descripcion de los dibujos

La invencion se entendera mejor en referencia a los siguientes ejemplos experimentales y las Figuras adjuntas en
las que:

Figura 1. Respuesta inmunitaria especifica de MKN-45 en suero pre-inmune (dia 0) y post-inmune (dia 45) de
llamas inmunizadas con células MKN-45, segun se mide por citometria de flujo.

Figura 2. Respuesta inmunitaria al c-Met recombinante en suero pre-inmune (dia 0) y post-inmune (dia 45) de
llamas inmunizadas con células MKN-45, segun se mide con ELISA.
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Figura 3. Ensayo de competicion que muestra los extractos periplasmicos que contienen Fab que compiten con
el HGF biotinilado (25 ng/ml) para la unién con c-Met capturado por medio de la parte Fc del extremo C.

Figura 4. ELISA que ilustra la union al anticuerpo 40B8 del domino IPT1-2 de c-Met (A) y la unién a 36C4 del
dominio SEMA de c-Met (B).

Figura 5. Los resultados de un ensayo de dispersion utilizando células HPAF que demuestran la inhibicion de la
dispersion inducida por HGF por el anticuerpo 38H10 de una manera dependiente de la dosis (panel superior).
No se observaron efectos agonistas en comparacién con el medio con solo el control.

Figura 6. Un ensayo de competicion basado en ELISA que ilustra el grado de competicion entre los anticuerpos y
el HGF por la unidon con c-Met a diferentes concentraciones de anticuerpo. El porcentaje de competicion se
calculé en comparacion con los anticuerpos de control.

Figura 7. Ensayo de proliferacion utilizando células BxPC3. El 224G 11 quimérico es el c224G11. (A) Proliferacion
inducida por anticuerpos como un porcentaje del efecto maximo a 75 ng/ml de HGF. (B) Efecto de los
anticuerpos sobre la proliferacion inducida por HGF en comparacién con el maximo efecto a 75 ng/ml de HGF.

Figura 8. Agonismo segun se mide en un ensayo de fosforilacion utilizando células NSCLC A549. El porcentaje
de fosforilacion de c-Met inducida por los anticuerpos se expresa como un porcentaje de fosforilacion inducida
por 100 ng/ml de HGF. Se incluyeron 224G11 murino (m224G11) y 224G11 quimérico (c224G11) como controles
positivos, y se incluyé el anticuerpo U16 como control negativo.

Figura 9. Antagonismo segun se mide en un ensayo de fosforilacion utilizando células A549. La inhibicién de la
fosforilacion de c-Met inducida por HGF por los anticuerpos se indica como un porcentaje en comparacion con el
maximo efecto de 100 ng/ml de HGF solo en células A549. El 224G11 quimérico (c224G11) se incluyd como
control positivo y el anticuerpo U16 como control negativo.

Figura 10. Blogueo de la activacion independiente de HGF medido en un ensayo de fosforilacion utilizando
células MKN-45. La inhibicién de la autofosforilacién en células MKN-45 por los anticuerpos se comparé con el
control negativo U16.1, donde la inhibicion por U16.1 se fij6 como el 0%.

Figura 11. ADCC inducida por anticuerpos en células MKN-45 utilizando el kit de proteasa Dead-Cell (CytoTox-
Glo™ Cytotoxicity Assay). El porcentaje de lisis se expresa como la lisis especifica en comparacién con el control
de isotipo negativo.

Figura 12. ADCC inducida por 36C4 Potelligent™ en células NCI-H441 expresada como un porcentaje de lisis de
las células seguin se mide con el ensayo de liberacién de °'Cr.

Figura 13. Efecto in vivo del aumento de ADCC por 36C4 en xenoinjertos de MKN-45 con inyecciones de mAb
dos veces a la semana.

Figura 14A-B. Resonancia de plasmones superficiales de 36C4 y 48A2 para la unién a epitopos no solapados.
La unién se observo solo con el complejo Met:48A2 (A) y no con el complejo Met:36C4 solo (B).

Figura 15. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de c-Met humano y de Lama glama.

Figura 16A-B. Mapeo de dominio de mAb utilizando c-Met ECD quimérico. La unién de 36C4 al c-Met humano
(TS) y el IPT1-4 humano/llama indica la unién de la region PSI-SEMA (A). La uniéon del mAb 13E6 al c-Met
humano y al IPT1-4 de llama/humano (B).

Figura 17. Inhibicién de la autofosforilacion utilizando combinaciones de mAb c-Met en células MKN-45.

Figura 18. Resultados de un ensayo de fosforilacion que utiliza combinaciones de mAb c-Met en células NSCLC
A549 que muestran los efectos agonistas (A) y los efectos antagonistas (B). U16 es el isotipo de control y

c224G11 es el control positivo.

Figura 19. Experimento de xenoinjerto U87 MG que ensaya los efectos de la administracion de 30 mg/kg de
36C4 sobre el crecimiento tumoral frente al efecto de la administracion de 30 mg/kg de c224G11.

Figura 20. Ensayo de fosforilacién que utiliza mAb 36C4 alineados germinalmente en células A549 que muestra
el agonismo (A) y el antagonismo (B). U16 es el isotipo de control y c224G11 el control positivo.

Figura 21. Estabilidad en PBS de las variantes 36C4 alineadas germinalmente a varias temperaturas. Los

ensayos de funcionalidad se llevaron a cabo utilizando la resonancia de plasmones superficiales en mAb 36C4
alineados germinalmente tras la incubacion en PBS a 4 °C, TA y 37 °C durante hasta 56 dias.

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2594493 T3

Figura 22. Termotolerancia de 36C4 alineado germinalmente (A) y 48A2 (B). La funcionalidad se investigd
utilizando resonancia de plasmones superficiales tras la incubacién a diferentes temperaturas durante 1 h.

Figura 23. llustracion esquematica de la estructura de las construcciones de c-Met quiméricas de llama-humanas
preparadas por: (A) mapeo peptidico de mAb (por ejemplo 36C4) de union al dominio SEMA de c-Met. El
sombreado gris claro indica la secuencia de c-Met de llama (LS); el sombreado en gris oscuro indica la secuencia
de c-Met humano (hS). Las posiciones relativas de la secuencia de sefial, dominio SEMA, dominio PSI de c-Met.
El sombreado gris claro indica la secuencia de c-Met de llama; el sombreado gris oscuro indica la secuencia de
c-Met humano. Se indican las posiciones relativas de la secuencia de sefial, dominio SEMA, dominio PSI y
dominios IPT 1, 2, 3,y 4.

Figura 24. Un ensayo para la regulacion negativa de la proteina c-Met en la superficie de células MKN-45
después del tratamiento con varios mAb c-Met a concentraciones de 1 ug/ml o 10 yg/ml. Los resultados se
expresan como un porcentaje total de regulacion negativa de c-Met.

Figura 25. Secuencia de aminoacidos de la parte extracelular del c-Met humano, que ilustra las posiciones del
dominio SEMA y los dominios IPT.

Ejemplos
La invencion se entendera mejor en referencia a los siguientes ejemplos experimentales no limitantes.
Ejemplo 1: Inmunizacion de llamas

La inmunizacion de las llamas y la recoleccion de los linfocitos de sangre periférica (PBL), asi como la posterior
extraccion de ARN vy la amplificacion de los fragmentos de anticuerpo, se llevaron a cabo como habian descrito De
Haard y sus colegas (De Haard H, et al., JBC. 274:18218-30, 1999). Se inmunizaron ocho llamas con la linea celular
gastrica humana MKN-45 que sobre-expresaba c-Met (DMSZ, ACC409) (se confirmé la sobre-expresion de c-Met
por citometria de flujo utilizando un anticuerpo anti-HGFR conjugado con PE (R&D systems, n° de cat. FAB3582P)).
Otras dos llamas se inmunizaron con la linea celular NCI-H441. Las llamas se inmunizaron por inyeccion
intramuscular en el cuello una vez por semana durante un periodo de seis semanas. Se inyectaron
aproximadamente 10" células en los musculos del cuello y se inyectd adyuvante incompleto de Freund en una
segunda region localizada a pocos centimetros del sitio de inyeccion de las células.

Se recolectaron muestras de sangre de 10 ml pre-y post-inmunizacion para investigar la respuesta inmunitaria. Tres
o cuatro dias después de la ultima inmunizacion, se recolectaron 400 ml de sangre y se extrajo el ARN total del
preparado de PBL utilizando un gradiente Ficoll-Paque y el método descrito por Chomczynski P et al. (Anal.
Biochem. 162: 156-159, 1987). El rendimiento medio de ARN era de 450 ug. El ARN extraido se utilizé para sintesis
aleatoria de ADNc y para la amplificacion por PCR de las regiones V de las cadenas pesada y ligera (VA y Vk) con el
fin de construir las bibliotecas de fagémidos que contienen Fab como ha descrito De Haard H, et al. (Biol. Chem.
274, 1999). Las bibliotecas resultantes mostraban buenos niveles de diversidad (1-7 x 10°).

La respuesta inmunitaria a las células MKN-45 o células NCI-H441 se investigaron utilizando citometria de flujo. Se
afiadieron 100 pl/pocillo de los sueros diluidos en las células (2 x 10° células/pocillo) y se incubaron durante 30
minutos a 4 °C. Tras lavar con PBS y un 1% de BS, se afadieron 0,1 ug/100 pl/pocillo de anticuerpo de cabra anti-
llama conjugado con FITC (BETHYL, n°® A160-100F) y se incubd durante 30 min a 4 °C. Tras lavar con PBS y un 1%
de BSA se leyeron los resultados en un FACS Calibur y se represento la fluorescencia media frente a las diluciones
de los sueros (Figura 1).

La respuesta inmunitaria especifica contra c-Met se determiné utilizando un ELISA con c-Met recombinante
inmovilizado (R&D systems, 358-MT/CF) utilizando los sueros pre- y post-inmunes (Dia O y Dia 45,
respectivamente). La IgG1 de llama unida al c-Met inmovilizado se detecto utilizando una IgG1 de ratén anti-llama
(Daley LP, et al. Clin. Diagn. Lab Immunol. 12: 380-386, 2005) y anticuerpo de burro anti-ratéon conjugado con HRP
(Jackson). La Figura 2 muestra la respuesta inmunitaria de 4 de 10 llamas inmunizadas. Una respuesta inmunitaria
similar se observé en las otras 4 llamas inmunizadas con células MKN-45, pero no en las llamas inmunizadas con
las células NCI-H441.

Ejemplo 2: Selecciones y exploraciones de los Fab especificos de c-Met

Los Fab que se expresan en fagos se produjeron de acuerdo con protocolos convencionales y se seleccionaron
adicionalmente en c-Met dimérico recombinante inmovilizado (R&D systems, 358-MT/CF) o el domino extracelular
recombinante de c-Met. Se llevé a cabo la elucion total del fago de unién a c-Met con tripsina de acuerdo con
protocolos de fago de presentacién convencionales.

Se llevaron a cabo de dos a cuatro rondas de seleccién para enriquecer los Fab especificos de c-Met expresados
por el fago. Las colonias individuales se aislaron y se produjeron las fracciones periplasmicas (peris) por induccion
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con IPTG a partir de todas las bibliotecas de acuerdo con protocolos convencionales.

La exploracion de Fab especificos de c-Met por competicion con HGF maduro por la unién a c-Met inmovilizado se
llevé a cabo utilizando un ensayo de competicion basado en ELISA. Se inmovilizaron 2 ug/ml de anticuerpo de cabra
anti-Fcy humano (Jackson) en una placa maxisorb y, tras bloquearla con un 1% de caseina en PBS durante 2 h, se
afadieron 100 ng/ml de c-Met recombinante dimérico y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Tras el
lavado, se afhadieron 50 pl de peris que contenia Fab y se permitid que se unieran al c-Met capturado, antes se
afadir 25 ng/ml de HGF maduro biotinilado en el extremo N (R&D systems, 294-HGN/CF). Se llevd a cabo la
biotinilacién del extremo N de acuerdo con el protocolo proporcionado por Thermo Scientific con un exceso de 5
veces de NHS-CL biotina en un tampon fosfato de 50 mM (pH 6,5) a 4 °C durante 24 h. El HGF maduro biotinilado
se incubo a temperatura ambiente durante 1 h antes de lavarlo y se afadio estreptavidina conjugada con rabano
rusticano (estrep-HRP) y se incub6 durante una hora adicional. Se afiadi6 TMB y la placa se ley6é a 620 nm. Se
incluyd un extracto periplasmico no relevante y un exceso de 50 veces de HGF frio (no biotinilado) como control
positivo en todas las placas. Un ejemplo de peris que contienen Fab que compiten con HGF se da en la Figura 3.

Los clones de competicion con HGF se secuenciaron en las regiones VH y VL y se dividieron en familias de VH
basandose en la secuencia de la CDR3 de VH. Estas familias VH se ensayaron adicionalmente con resonancia de
plasmones superficiales (SPR) en cuanto a la disociacion (ko) y reconocimiento de SEMA-PSI o del domino
extracelular de c-Met (Decoy). Entre 1000-2000 RU de c-Met dimérico, SEMA-PSI o c-Met Decoy se inmovilizaron en
un chip VIA con acoplamiento de amina en tampon de acetato sédico (pH 4,5). Las peris que contenian Fab se
afiadieron con un caudal de 30 pl/min y se consideraba que los Fab estaban unidos si se observaba un aumento de
la RU. La ko se midié durante 2 min para cada muestra. La Tabla 8 resume el dominio de reconocimiento y la ko
para las diferentes familias VH.

Varias familias VH reconocian el dominio SEMA-PSI, mientras que otras reconocian solo el c-Met Decoy. Los Fab
tenian ko en el intervalo de 107s™ - 10™s™, teniendo el mejor (12G4) una ko de 1,3 x 10™s™.

Los dominios VH y VL de los clones antagonistas se fusionaron con los dominios constantes de IgG1 humana y con
dominios Ck o CA humanos y anticuerpos monoclonales producidos como bivalentes con el sistema descrito en la
solicitud de patente WO 2009/145606 con rendimientos de expresion de 15-30 pg/ml tras purificacion con Proteina
A.
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Tabla 6: Secuencias de aminoacidos de los dominios variables de cadena pesada y ligera de Fab antagonistas
seleccionados y variantes de afinidad

Secuencias del dominio variable de cadena pesada

>36C4_VH (SEQ ID NO:51)
QVQLVESGPGLVKPSQTLSLTCAVSGGSITTNYYYWSWIRQSPGKGLEWMGVIAYDGSTD
YSPSLKSRTSISRDTSKNQFSLQLSSVTPEDTAVYYCARDVRVIATGWATANALDAWGQG
TLVTVSS

>36C4Q_VH (SEQ ID NO:88)

QVQLVESGPGLVKPSQTLSLTCAVSGGSITTNYYYWSWIRQSPGKGLEWMGVIAYDGSTD
YSPSLKSRTSISRDTSKNQFSLQLSSVTPEDTAVYYCARDVRVIATGWATANALDAWGQG
TQVTVSS

Secuencias del dominio variable de cadena ligera

>36C4_VL (SEQ ID NO:55)
QSVLTQPPSVSGSPGKTVTISCAGTSSDVGYGNYVSWYQQLPGTAPKLLIFAVSYRASGI
PDRFSGSKSGNTAFLTISGLQSEDEADYYCASYRSSNNAAVFGGGTHLTVL

>48D7_VK (SEQ ID NO:156)
DIVMTQTPASVTASAGEKVTINCKSSQSVLFSSNQKNYLAWYQQRVGQSPRLLIYWAS

TRESGVPDRFSGSGSTTDFTLTISNFQPEDAAVYYCQQGYSFPYSFGSGTRLEIR

>48E2_VK (SEQ ID NO:157)
DVVMTQSPSSVTASAGEKVTINCKSSQSVLWSSNQKNYLAWYQQRVGQSPRLLIYWAS

TRESGVPDRFSGSGSTTDFTLTISNFQPEDAAVYYCQQGYSFPYSFGSGTRLEIR

>49A1_VL (SEQ ID NO:158)
QSVLTQPPSVSGSPGKTVTISCAGTSSDVGYGNYVSWYQQLPGTAPKLLIFAVSYRASGIP
DRFSGSKSGNTAFLTISGLQSEDEADYYCASYRSSNNAAVFGGGTHLTVL

>49D2_VL (SEQ ID NO:159)
QSVLTQPPSVSGTLGKTLTISCAGTSTDVGYGNYVSWYQQLPGTAPKLLIFAVSYRASGIP
DRFSGSKSGNTAFLTISGLQSEDEADYYCASYRSSNNAAVFGGGTHLTVL

>49G3_VL (SEQ ID NO:160)
QSALTQPPSVSGTLGKTLTISCAGTSTDVGYGNYVSWYQQLPGTAPKLLIFAVSYRASGIP
DRFSGSKSGNTAFLTISGLQSEDEADYYCASYRSSNNAAVFGGGTHLTVL

>49D3_VL (SEQ ID NO:161)
LPVLTQPPSVSGTLGKTLTISCAGTSSDVGYGNYVSWYQQLPGTAPKLLIYAVSYRASGIP
DRFSGSKSGNTASLSISGLQSEDEADYYCASYRSSNKNAVFGGGTHLTVL

>49A11_VL (SEQ ID NO:162)
QSALTQPPSVSGSPGKTVTISCAGTSSDVGYGNYVSWYQKLPGTAPKLLIYAVSYRASGIP

DRFSGSRSGNTASLTISGLQSEDEADYYCASYRITNRHSVFGGGTHLTVL

>49C4_VL (SEQ ID NO:163)
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Secuencias del dominio variable de cadena ligera

QSALTQPPSVSGTLGKTVTISCAGTSSDVGYGNYVSWYQKLPGTAPKLLIYAVTYRASGIP
DRFSGSKSGNTASLTISGLQSEDEADYYCASYRRSTNVGVFGGGTHLTVL

>49E11_VL (SEQ ID NO:164)
QSALTQPPSVSGTLGKTVTISCAGTSSDVGYGNYVSWYQKLPGTAPKLLIYAVTYRASGIP

DRFSGSKSGNTASLTISGLQSEDEADYYCASYRRSTNVGVFGGGTHLTVL

Tabla 7: Secuencias de nucleétido que codifican los dominios variables de cadena pesada y ligera de Fab
antagonistas seleccionados

Secuencias de domino variable de cadena pesada

>36C4_VH (SEQ ID NO:59)

CAGGTGCAGCTCGTGGAGTCGGGCCCAGGCCTGGTGAAGCCCTCGCAGACACTCTCCCTC
ACCTGCGCTGTCTCTGGTGGCTCCATCACAACCAACTATTACTACTGGAGCTGGATTCGC
CAGTCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATGGGAGTCATAGCTTATGATGGCAGCACTGAC
TACAGCCCATCCCTCAAGAGCCGCACTTCCATCTCCAGGGACACGTCCAAGAACCAGTTC
TCCCTGCAGCTGAGCTCTGTGACCCCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCCAGAGAT
GTAAGGGTAATCGCTACGGGTTGGGCTACTGCCAATGCTTTGGACGCATGGGGCCAGGGG
ACCCTGGTCACTGTCTCCTCAGC

>36C4Q_VH (SEQ ID NO:90)
CAGGTGCAGCTCGTGGAGTCGGGCCCAGGCCTGGTGAAGCCCTCGCAGACACTCTCCCTC
ACCTGCGCTGTCTCTGGTGGCTCCATCACAACCAACTATTACTACTGGAGCTGGATTCGC
CAGTCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATGGGAGTCATAGCTTATGATGGCAGCACTGAC
TACAGCCCATCCCTCAAGAGCCGCACTTCCATCTCCAGGGACACGTCCAAGAACCAGTTC
TCCCTGCAGCTGAGCTCTGTGACCCCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCCAGAGAT
GTAAGGGTAATCGCTACGGGTTGGGCTACTGCCAATGCTTTGGACGCATGGGGCCAGGGG
ACCCAGGTCACCGTGTCCTCA

Secuencias de dominio variable de cadena ligera

>36C4_VL (SEQ ID NO:65)
CAGTCTGTGTTGACGCAGCCTCCCTCCGTGTCTGGGTCTCCAGGAAAGACGGTCACCATC
TCCTGTGCAGGAACCAGCAGTGATGTTGGGTATGGAAACTATGTCTCCTGGTACCAGCAG
CTCCCAGGCACGGCCCCCAAACTCCTGATCTTTGCAGTCAGCTATCGAGCCTCAGGGATC
CCTGATCGCTTCTCTGGCTCCAAGTCAGGCAACACGGCCTTTTTGACCATCTCTGGGCTC
CAGTCCGAGGACGAGGCTGATTATTACTGTGCCTCATATAGAAGCAGCAACAATGCTGCT

GTGTTCGGCGGAGGGACCCATCTGACCGTCCTG

Ejemplo 3: Mapeo de epitopos

Se inmovilizaron diferentes ectodominios de c-Met (Decoy, SEMA, SEMA-PSI, SEMA-PSI-IPT1-2 e IPT3-4 (C.
Basilico, et al., J Biol. Chem. 283:21267-2127, 2008) (1 pg/ml) en una placa maxisorb en PBS durante una noche a
4 °C. Los anticuerpos (mAb) se afiadieron en diluciones de tres veces comenzando con 1 yg/ml y se permitié que se
unieran durante 1 h a temperatura ambiente. La unién se revel6 con Proteina A conjugada con HRP y TMB y se leyo
a 450 nm tras parar la reaccién con HxSO4.
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Basandose en los resultados de union, los mAb se podrian mapear en diferentes dominios de c-Met, excepto para
varios mAb que solo se unen a c-Met Decoy y no a cualquiera de los otros dominios ensayados (Tabla 8). Algunos
anticuerpos que se unian solo a c-Met Decoy pueden unirse a la region IPT 2-3 o a un epitopo conformacional no
visto en los fragmentos de proteina c-Met recombinante. Un ejemplo del anticuerpo 40B8 que se une al dominio
IPT1-2 se muestra en la Figura 4A y el 36C4 que se unia al domino SEMA en la Figura 4B.

Tabla 8. Dominio de reconocimiento de c-Met para mAb antagonistas y velocidades de disociacion de los Fab
correspondientes

mAb Dominio de reconocimiento Kott (107*s™)
12G4 IPT1-2 1,3

13E6 Decoy 6,5

20F1 SEMA 69

20A11 Decoy 9

38H10 IPT1-2 12

36C4 SEMA 6,4

40B8 IPT1-2 13

34H7 SEMA 16

Ejemplo 4: Ensayo de dispersion

Se colocaron en placas células de cancer pancreatico humano (HPAF) privadas de suero en placas de 96 pocillos, a
7000 células/pocillo. El dia 2, se afiadieron los anticuerpos por triplicado a concentraciones de 30, 10, 3 y 1 yg/mly
se incubaron con las células durante 30 minutos, antes se habian afiadido 1,25 ng/ml de HGF/pocillo. Las células
HPAF se incubaron también con los anticuerpos en ausencia de HGF. El dia 3, las células se fijaron y tifieron con
cristal violeta. La valoracion de la cantidad de dispersion se hizo tres veces independientemente y por dos personas
diferentes.

Los resultados demostraban una inhibicion dependiente de la dosis de la dispersion inducida por HGF por los mAb,
con fuerte bloqueo por ocho anticuerpos de los 13 ensayados, de los cuales cinco (12G4, 20A11, 38H10, 36C4 y
40B8) presentaban un bloqueo completo de la dispersion a 30 pug/ml. Los ocho mAb antagonistas (12G4, 13EB6,
20F1, 20A11, 38H10, 34H7, 36C4 y 40B8) también estaban libres de efectos agonistas a 30 pg/ml en ausencia de
HGF. La Figura 5 muestra un ejemplo de los resultados de dispersion de 38H10 en presencia y ausencia de HGF en
comparacion con el medio de control y el control de HGF.

Ejemplo 5: Reactividad cruzada con c-Met de raton y Rhesus

Se llevd a cabo la reactividad cruzada contra c-Met ECD de Rhesus (Maccaca mulatta, documento
US20090191580_5) y c-Met de raton (R&D systems n° de cat. 527- ME) en un ELISA de unién. EI ECD de Rhesus
se inmovilizé en PBS (1 pg/ml) en una placa maxisorb de 96 pocillos y se incubaron a 4 °C durante una noche. Tras
el bloqueo con un 1% de caseina en PBS, se afiadieron los anticuerpos en diluciones comenzando con 10 pyg/ml y
se les permitié unirse durante 1 h a temperatura ambiente. La placa se lavé y se afiadié un anticuerpo de cabra anti-
Fcy humano (Jackson) y se incub6 durante 1 h a temperatura ambiente. Tras el lavado, se afiadié TMB y la placa se
ley6 a 620 nm.

Como el c-Met de ratén también contenia una parte Fc, se inmovilizaron los mAb (2 pg/ml) en una placa maxisorb de
96 pocillos y se incubaron a 4 °C durante una noche y, tras el bloqueo, se afiadieron 100 ng/ml del c-Met de ratén y
se incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Tras el lavado, se afiadid TMB y se ley6 la placa a 620 nm. Se utilizé
un anticuerpo de cabra anti-c-Met de ratén biotinilado revelado con estrep-HRP como control positivo para el c-Met
de raton.

No se observo unién significativa (>10 veces) con el c-Met de raton para ninguno de los mAb.

Los mAb ensayados mostraban reactividad cruzada contra c-Met de Rhesus ECD con una union casi idéntica en
comparacion con el c-Met ECD de ser humano (Decoy) (Tabla 9).

Tabla 9. CE50 (nM) de la unién de mAb a c-Met de Rhesus o humano (Decoy)

mAb Rhesus Humano
38H10 0,17 0,19
40B8 0,13 0,14
36C4 0,14 0,13
20A11 3,4 4,3
13E6 0,19 0,19
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mAb Rhesus Humano
12G4 0,34 0,42

Ejemplo 6: Competicion con HGF por la unién a c-Met

Se llevo a cabo la competicion con HGF biotinilado en el extremo N por la unién a c-Met inmovilizado utilizando un
ensayo de competicion basado en ELISA. Se inmovilizaron cinco pg/ml de anticuerpos anti-His de ratén (Serotech)
en una placa maxisorb y, tras el bloqueo con un 1% de caseina en PBS durante 2 h, se afiadieron 100 ng/ml de c-
Met recombinante dimérico y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Tras el lavado, se afiadieron diluciones
de anticuerpos y se permitié que se unieran al c-Met capturado durante 30 min, antes se afiadieron 24 ng/ml de HGF
biotinilado en el extremo N (R&D systems, 294-HGN/CF). El HGF biotinilado se incub6 a temperatura ambiente
durante 1 h antes de lavarlo. Se afadid estreptavidina conjugada con rabano rusticano (estrep-HRP) y se incubd
durante una hora adicional. Se afiadid TMB y la placa se leydé a 620 nm. Se incluyd un isotipo de control (higG1A)
como control asi como un anticuerpo 5D5 murino. La competicion se expresé como el porcentaje de competicion en
comparacion con los controles (solo estrep-HRP o higG1A) y se represento frente a la concentracion de anticuerpos.
Se calculé una Clsg utilizando GraphPad Prism (Tabla 10). Los anticuerpos 13E6 y 20A11 solo desplazaban el HGF
parcialmente (aproximadamente un 50%), que puede estar relacionado con el epitopo que estos dos mAb reconocen
en el c-Met. La Figura 6 muestra un ejemplo de anticuerpos anti-c-Met que compiten con el HGF por la unién con c-
Met.

Tabla 10: Clso de mAb que compiten con HGF por la unién con c-Met

mAbs Clso (nM)
12G4 0,26
13E6 parcial
20F1 0,36

Ejemplo 7: Propiedades agonistas y antagonistas de los mAb medidos en el ensayo de proliferacion
utilizando células BxPC3 pancreaticas dependientes de HGF

Las células BxPC3 pancreaticas humanas (ATCC n° de cat. CRL-1687) responden a HGF y se utilizaron para el
ensayo de proliferacion para investigar los ocho mAb candidatos adicionalmente. En resumen, se sembraron 15.000
células en presencia de suero y privadas de suero durante una noche después de la fijacion (4-6 horas tras la
siembra). Los mAb se afiadieron en dosis desde 20 ng/ml a 40 ug/ml en presencia o ausencia de 75 ng/ml de HGF
con el fin de ensayar el antagonismo y agonismo respectivamente. Tras tres dias de incubacién, se afadié azul
alamar a las células y se incubaron a 37 °C durante 4 horas antes de leer la fluorescencia con una excitacion de 550
nm y una emision de 590 nm, dando como resultado una lectura del rendimiento de la proliferacién celular. El
ensayo se repitié tres veces. Se muestra un ejemplo de un experimento que se llevd a cabo independientemente
para agonismo (Figura 7A) y uno para antagonismo (Figura 7B) para los mAb candidatos y mAb de referencia que
incluye el 224G11 quimérico (c224G11, Pierre Fabre). La proliferacion se expresa como un porcentaje de la
proliferacién obtenida con 75 ng/ml de HGF. Tres de los mAb (38H10, 40B8 y 36C4) muestran menos del 20% de
proliferacién inducida, estando el 38H10 en el mismo intervalo que el c224G11 de referencia.

Ejemplo 8: Redistribucion de VL para mejorar la afinidad

Se utilizo la redistribucién de la cadena VL para mejorar la afinidad de los dos mAb, 38H10 y 48A2. En este método,
la cadena pesada del clon parental (VHCH1 de 36C4 o 38H10) se reintrodujo en la biblioteca de fagémidos de
cadena ligera (véase el Ejemplo 1). La cadena pesada se extrajo de un vector de expresion, que carecia del gen 3
derivado de bacteriéfago necesario para la presentacion, para evitar la contaminacion adicional de la cadena ligera
parental en el procedimiento de seleccidon. La cadena pesada se clond en la biblioteca de fagémidos de cadena
ligera y el ADN ligado se electroporé en células de E. coli TG1 para crear la biblioteca redistribuida de cadena ligera.
El tamafio de las bibliotecas estaba por encima de 108 clones.

Se llevaron a cabo selecciones de afinidad, combinadas con lavados de velocidad de disociacién, para seleccionar
los Fab de cadena de redistribuida con una afinidad mejorada para c-Met. Se escogié un procedimiento en el que se
incubaron diferentes cantidades de fagos que expresaban Fab con diferentes concentraciones de Fc-Met en
solucion (véase la Tabla 11). Afladiendo el c-Met en exceso sobre el fago, pero en una concentracion menor que la
constante de afinidad deseada, se favorecia la unién del fago con mayor afinidad. Los complejos Fc-Met: fago se
capturaron entonces en una placa de microtitulaciéon revestida con un mAb anti-Fc. La placa se lavé con soluciéon
decoy de cMein a 37 °C para evitar la re-union de fagos disociados al Fc-Met capturado. Cada ronda, el tiempo de
lavado aumentaba (véase Tabla 11) para seleccionar los fagos con mejor velocidad de disociacion lavando las
variantes de afinidad mas baja. Los fagos se eluyeron con tripsina y se utilizaron para la infeccion de células de E.
coli TG1. En total, se hicieron 5 rondas de seleccion. Ademas, la cantidad de entrada de fagos se redujo en las
rondas posteriores para reducir el fondo por una parte y por otra parte para disminuir la concentraciéon de mAb
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aumentando de esta manera la rigurosidad de la seleccion.

Se llevaron a cabo las exploraciones de al menos 30 clones en las rondas de seleccion Ill, IV y V. Los clones se
cultivaron en placas de pocillos profundos (1 ml de expresiones) y se prepararon las fracciones periplasmicas. Estos
extractos periplasmicos se ensayaron primero por competiciéon con HGF en un ELISA (véase el Ejemplo 2). Para el
38H10 la frecuencia de clones competitivos que daban bajas sefiales en el ELISA aumentaba en las rondas de
selecciodn posteriores, con un claro enriqguecimiento de los competidores en las diferentes rondas.

Los clones se ensayaron entonces en cuanto a sus constantes de disociacion por resonancia de plasmones
superficiales. Aproximadamente 3000 RU de Fc-Met se inmovilizaron directamente en un chip CM5 para obtener un
perfil de unién claro de los extractos periplasmicos. Los clones con una velocidad de disociacion mejorada se
enviaron para la secuenciacion.

Las cadenas ligeras emparejadas originalmente (tanto V Kappa de 38H10 y V Lambda de 36C4) se obtuvieron tras
la redistribucion de cadenas ligeras, pero se encontré una velocidad de disociacion mejorada por encima de la del
Fab parental solo para la variante 48A2 de 38H10 (10 veces segun la resonancia de plasmones superficiales). Para
el 36C4 no se obtuvo mejora en la afinidad por lo que el mAb parental se mantuvo para trabajos posteriores.

Tabla 11: Variacion de parametros en cada ronda de seleccion para la redistribucion de VL

RI RIl Rl RIV RV
Concentraciones de (24 nM 2,4 nM 240 pM 24 pM 24 pM
Fc-Met 2,4nM 0,24 nM 24 pM 2,4 pM 2,4 pM
0,24 nM 0,024 nM 2,4 pM 0,24 pM 0,24 pM
Vol. de Fagos 10 ul 1l 0,1l 0,1 pl/0,01 ul 0,1 ul/0,01 pl
Tiempo de lavado Oh 2h O/N O/3N O/6N
Condiciones - 37°C.12nM 37°C.1,2 37 °C. 0,12 37 °C. 0,12
Decoy Met nM Decoy nM Decoy nM Decoy
enun 1% de Metenun 1% |Metenun 1% [Meten un 1%
caseina de caseina de caseina de caseina

Varios de Fab con VL redistribuido compartian el domino variable de cadena pesada de 38H10 (SEQ ID NO: 49). Las
cadenas ligeras redistribuidas se enumeran posteriormente (las secuencias de aminoacidos y nucleétidos se enumeran
en las Tablas 6 y 7) junto con las velocidades de disociacion de los Fab correspondientes (cada Fab incluye 38H10
como cadena pesada) (Tabla 19)

Tabla 19
:'IeLd?s‘:r'i:t?:idas or (1 043-1)
48A1 8,1
48A11 25
48B8 3,3
48D2 1,3
48B6 1,2
48A2 2,3
48C8 3,3
48E2 2,9
48E5 1,9
48D7 25
38H10 5 0

Varias VL de Fab redistribuidas compartian el domino variable de cadena pesada de 36C4Q (SEQ ID NO: 88). Las
cadenas ligeras redistribuidas se enumeran posteriormente (las secuencias de aminoacidos y nucledtidos se enumeran
en las Tablas 6 y 7) junto con las velocidades de disociacion para los correspondientes Fab (cada Fab incluye al 36C4Q
como cadena pesada) (Tabla 20).
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Tabla 20

VL de Fab koft (107s™)
redistribuidas

49A1 1,7
49D2 1,7
49G3 1,9
49D3 8,2
49A11 4,8
49C4 1,8
49E11 6,3
36C4Q 1,7

Ejemplo 9: Propiedades agonistas y antagonistas de mAb medidas en el ensayo de fosforilacion utilizando
células NSCLC A549 dependientes de HGF

Con el fin de investigar adicionalmente los mAb se llevd a cabo un ensayo de fosforilacion utilizando las células
NSCLC A549 dependientes de HGF (ATCC n°® CCL-185). Las células se incubaron tanto en ausencia de HGF con el
fin de evaluar la actividad agonista de cada anticuerpo asi como en presencia de HGF con el fin de evaluar la
potencia antagonista de cada anticuerpo. En resumen se colocaron en placas 40.000 células y se privaron de suero
durante una noche después de la fijacion a la placa (4-6 h tras la siembra). Las células se trataron entonces durante
15 minutos a 37 °C con los mAb. Para el ensayo de antagonismo se afiadieron 100 ng/ml de HGF y se incubaron
durante otros 15 minutos a 37 °C. También se ensayd el HGF solo (100 ng/ml) para proporcionar los valores de
referencia para el experimento. Las células se lavaron con PBS frio y se lisaron con un tampon de lisis suave que
contenia PMSF (sefalizacion de célula n® 9803 que incluia 1 mM de PMSF, Sigma Aldrich) durante 15 minutos en
hielo. Se anadieron 50 ul del lisado por pocillo en una placa de 96 pocillos pre-revestida con anticuerpo de cabra
anti-c-Met y se bloqued con un 1% de caseina-PBS. Se permitié que el c-Met del lisado se uniera durante una noche
a 4 °C. Se revelo el fosfo-c-Met con un anticuerpo de conejo anti-pY1234/1235 (sefalizacion celular) y un anticuerpo
de cabra anti-conejo conjugado con HRP (Jackson Laboratories). Se afiadié TMB y se paro la reaccion con 1 M de
H2S04 y se leyd a 450 nm.

Los anticuerpos se ensayaron por duplicado a diferentes concentraciones, y se incluyeron en cada ejecucion los
mAb de control U16 (control negativo, un mAb irrelevante), 224G11 quimérico (c224G11, Pierre Fabre) y 224G11
murino (mPF, Pierre Fabre) junto con HGF solo y solo células como controles positivo y negativo. La Figura 9A-B
muestra los bajos efectos agonistas de los tres mAb en comparacion con los controles. En comparacion con la
referencia c224G11, los anticuerpos 38H10, 48A2 y 36C4 (no mostrados) daban niveles mas bajos de c-Met
fosforilado. La Figura 9 muestra la potencia de los mAb 48A2, 36C4 y 40B8 en el bloqueo de la fosforilacion inducida
por HGF en comparacion con el c224G11 de referencia, teniendo el 36C4 la mejor potencia de bloqueo. El
porcentaje de fosforilacion se expresa como el porcentaje de la fosforilacion maxima inducida por 100 ng/ml de HGF.

Los ensayos de fosforilacion utilizando células BxPC3 se hicieron de la misma manera que en las células A549 y los
resultados se correlacionaban muy bien con los obtenidos en las células A549 (datos no mostrados).

Ejemplo 10: Efecto inhibidor de anticuerpos anti-Met sobre la autofosforilacion de cMet en células MKN-45.

Para examinar la capacidad de los mAb para inhibir la fosforilacion en células activadas constitutivamente los
inventores utilizaron células MKN-45 gastricas (DMSZ n° de cat. ACC409). Estas células tienen una amplificacion
genética de c-Met que da como resultado la sobre-expresion de c-Met y por tanto de fosforilacion constitutiva, es
decir independiente de HGF.

En resumen, se sembraron 5000 células en presencia de suero y se incubaron durante 24 h con diferentes
concentraciones de los mAb a 37 °C. Se llevé a cabo un ELISA para la cuantificacién de c-Met fosforilado como se
describe en el Ejemplo 8.

En la Figura 10 se puede ver el efecto del bloqueo de los mAb sobre la fosforilacién en células MKN-45 (% de
inhibicion). La respuesta se normalizé contra el control negativo mAb U16.1 (0% de inhibicion). Se puede concluir
que el anticuerpo SIMPLE™ 36C4 es el inhibidor mas potente de la fosforilacién independiente de HGF en células
MKN-45. El c224G11 no era tan potente como el 36C4 y 48A2. El 40B8 solo bloqueaba alrededor del 40% de la
concentracion mas alta y los niveles disminuian rapidamente.
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Ejemplo 11: ADCC inducida por anticuerpos en células MKN-45.

Se sembraron 200.000 células MKN-45 el dia antes de la adicion del anticuerpo. Las diluciones de anticuerpos se
afiadieron a las células y se pre-incubaron durante 60 minutos antes de afadirse las células efectoras (PBMC
derivadas de sangre completa de un donante, incubadas durante la noche anterior a la adicién de células diana) con
una relacion E:T (células citoliticas naturales (NK):linea celular diana) de 5:1. La subpoblacién de NK en las PBMC
se determind por citometria de flujo para cada donante como la relacion de anti-CD16 respecto a anti-CD56. Tras 4
h de incubacién las placas se leyeron utilizando el kit proteasa Dead-Cell (CytoTox-Glo™ Ensayo de Citotoxicidad
de Promega (N° de CAT. G9291)) para dar el porcentaje de células lisadas.

La Figura 11 muestra la lisis especifica inducida por tres mAb, 48A2, 40B8 y 36C4, ensayados en cuanto a la
respuesta a la dosis en comparacion con c224G11. Las CE50 de los mAb ensayados estan en el mismo intervalo
que c224G11 (4,3, 4,6, 5,0, para 48A2, 40B8 y 36C4 y 2,8 ng/ml para c224G11).

Ejemplo 12: ADCC inducida por 36C4 Potelligent™ en células NCI-H441

Se produjo 36C4 desfucosilado en células CHO Potelligent™ (Biowa) y se purificé con Proteina A. Se purificaron
aparte las células mononucleares humanas de sangre periférica (PBMC) de 3 donantes a partir de sangre entera
heparlnlzada por separacion ficoll convencional y se utilizaron como células efectoras. Las células se suspendieron a
2 x 10%/ml en medio que contenia 200 U/ml de IL-2 humana y se incubaron durante una noche a 37 °C. Al dia
siguiente, se recolectaron las células adherentes y no adherentes y se lavaron una vez con medio de cultivo.

Se utilizaron relaciones de diana respecto al efector de 1:50. Las células se suspendieron a 5 x 10° células/ml y se
afiadieron 100 pl por pocillo.

Se incubaron 10° células diana NCI-H441 con 100 uCi *'Cr en 0,5 ml FCS durante 60 minutos en un bafio de agua a

37 °C. Las células se lavaron, se resuspendieron en 1 ml de FCS y se incubaron durante 30 minutos en una bafo de
agua a 37 °C. Luego se lavaron las células dos veces con el medio y se llevd a un volumen final de 2 x 10°
células/ml y se afiadieron 50 pl por pocillo.

El ensayo se llevo a cabo por triplicado. Se incubaron 50 pl de las células marcadas, con 100 pl de células efectoras
y 50 pl del anticuerpo. Una fila de la placa de 96 pocillos contenia solo células diana con el fin de controlar la
liberacién espontanea de °'Cr. En otra placa de 96 pocillos, una fila de pocillos contenia solo células diana tratadas
con un 1% de Triton-X (con el fin de lisar completamente las células) dando un resultado de lectura de maxima
liberacion de °'Cr. Tras una incubacion de 4 horas a 37 °C, se recolectaron 50 ul de sobrenadante, se transfirieron a
una Lumaplate-96, se secaron y se contaron en un contador beta.

El porcentaje de lisis se determiné por la ecuacion: % lisis = (liberacién de CPM en la muestra- liberacion de CPM
espontanea) / (maxima liberacion de CPM - liberacién espontanea de CPM) x 100. La Figura 12 muestra el
porcentaje de lisis de las células NCI-H441 por el 36C4 Potelligent (con ADCC aumentada por desfucosilacion)
frente al 36C4 fucosilado normal. El 36C4 desfucosilado (36C4 Potelligent) induce una lisis excelente de células
NCI-H441. El porcentaje de lisis inducida por c224G11 era mucho menor. Claramente la desfucosilacion de 36C4
aumentaba su capacidad para inducir ADCC en células NCI-H441.

Ejemplo 13: Efecto in vitro del 36C4 con ADCC aumentada en células NCI-H441

Los mAb no fucosilados por tecnologia Potelligent™ no tenian un efecto significativo in vivo en ratones. Sin
embargo, se ha demostrado que las mutaciones de Fc (S239D, I332E) tenian un efecto in vivo, aumentando el
efecto de ADCC de los mAb aumentando la afinidad por el FcyRIll de ratén, CD16 (Lazar GA et al, PNAS, 103.
2006).

Se insertaron las mutaciones S239D, I332E en la IgG1 36C4 utilizando mutagénesis dirigida al sitio con cebadores
especificos, generando el 36C4E. El 36C4E se produjo de la misma manera que el 36C4 parental utilizando células
HEK293E y purificandolo utilizando Proteina A. No habia diferencia en los niveles de produccion o el nivel de
desplazamiento de HGF en un ensayo de competicion basado en ELISA tras Ias mutaciones en comparacién con el
36C4 parental. El efecto ADCC se investigo en el ensayo de liberacion de °'Cr sobre células NCI-H441 (como se
describe en el Ejemplo 12). No habia efecto del 36C4 y el 36C4 Potelligent presentaba un porcentaje de lisis
ligeramente menor que el 36C4 con Fc mutante con ADCC aumentada. La CE50 para 36C4-POT frente a 36C4- era
de 0,04 pg/ml frente a 0,26 pg/ml.

Ejemplo 14: Efecto in vivo de 36C4 con ADCC aumentada en xenoinjertos de MKN-45
Se inyect6 a ratones CD-1 desnudos de 6-8 semanas de edad por via subcutanea 3 millones de células MKN-45.
Los tumores eran medibles a los 8 dias tras las inyecciones y se comenzd el tratamiento el dia 9 con inyecciones

intraperitoneales dos veces por semana con diferentes cantidades del anticuerpo de control. Se inyectaron grupos
de seis ratones con 36C4E (30, 10, 3 y 1 mg/kg) y se midié el volumen de los tumores (en el momento en que se
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llevaron a cabo las inyecciones). Se incluy6 un isotipo de control IgG1 (Synagis®) como control asi como c224G11,
ambos a la concentracion mas alta 30 mg/kg.

El dia 23 tras la inyeccion de las células (15 dias después del comienzo del tratamiento) se podia observar un efecto
dependiente de la dosis en el volumen tumoral en los ratones tratados con el 36C4E. El c224G11 no tenia efecto
sobre el crecimiento tumoral en comparacion con el isotipo de control (Figura 13)

Ejemplo 15: Proteinas de fusion c-Met quiméricas humanas-de Lama glama

Se construyeron proteinas de fusion quiméricas de c-Met ECD humanas-de Lama glama intercambiando el domino
IPT del c-Met humano y de Lama glama con el fin de mapear el domino de reconocimiento de los mAb. La
construccion se hizo utilizando metodologias de ADN recombinante convencionales y PCR. Los c-Met de Lama
glama y humano se amplificaron a partir de ARN convertido en ADNc a partir de los linfocitos de sangre periférica
(PBL) de dos donantes de cada especie. El c-Met ECD de llama y humano (aa 25-932) se clonaron en un vector de
expresion en eucariotas con un marcador his para la expresién como proteinas solubles por las células HEK293. El
IPT1-4 (aa 568-932) de la llama se intercambid con el IPT1-4 humano en el c-Met humano y a la inversa el IPT1-4
humano se intercambioé con el IPT1-4 de llama en el c-Met de llama utilizando corte y empalme y PCR de extension
solapada. Las cuatro construcciones, c-Met de llama, IPT llama/humano, c-Met humano, IPT humano/llama se
expresaron en células HEK293 y se purificaron en columnas IMAC. La Figura 15 muestra el alineamiento (un 88%
de identidad) del c-Met humano (GenBank X54559) con el c-Met de Lama glama amplificado a partir de los PBL de
dos donantes.

Ejemplo 16: Mapeo del domino de mAb que utilizan el c-Met ECD quimérico

Se inmovilizaron 200 ng de las diferentes proteinas c-Met recombinantes quiméricas en placas maxisorb durante
una noche a 4 °C. Tras lavar con PBS las placas se bloquearon con un 1% de caseina durante 2 h a TA, antes de
afadirse los mAb y se permitid que se unieran al c-Met durante 1 h a TA. Tras el lavado, se afiadié un anticuerpo de
cabra anti-humano conjugado con HRP (diluido 1/5000, Jackson Labs) y se incub6 durante 1 h a TA antes de un
lavado adicional y la adicion de TMB. Se ley6 la densidad 6ptica a 620 nm y los valores se representaron en un
grafico frente a la concentracion de mAb.

La Figura 16A muestra la union del 36C4 al c-Met humano (TS) y a IPT1-4 humano/llama indicando de esta manera
la unién a la region SEMA-PSI. La Figura 16B muestra la union del mAb 13E6 al c-Met humano y al IPT1-4
llama/humano. No se observé union al c-Met de llama en ninguno de los mAb. También se ensayo6 el 48A2 pero
principalmente mostraba unidn a la construccion con el SEMA-PSI humano y algo de unién a la construccion con el
IPT humano, indicando que habia unién a una regién solapada en los dominios PSI-IPT.

Ejemplo 17: Unién de 36C4 y 48A2 a los epitopos no solapados en c-Met utilizando resonancia de plasmones
superficiales

Para investigar si los dos mAb 36C4 y 48A2 se unia a los epitopos no solapados, se acoplaron 3000 RU de 36C4 o
48A2 en un chip CM5. Se inyectaron 60 pl de Decoy Met monomérico a 40 pg/ml para formar un complejo en el chip.
Se inyectaron 60 pl de 36C4 a 10 pg/ml (Figura 16A). Como se muestra en la Figura 16A, se observaba union solo al
complejo Met:48A2. De manera similar se llevo a cabo la union del mAb 48A2 al complejo Met:36C4 y el complejo
Met:48A2 utilizando 3000 RU de 36C4 o 48A2 acoplados a un chip CM5. Se inyectaron 60 uyl de Decoy Met a 40
pg/ml para llevar a cabo un complejo en el chip. Luego se inyectaron 60 pl de 48A2 a 10 pug/ml. Solo se observo la
union al complejo Met:36C4 como se muestra en la Figura 16B. Estos resultados indican el reconocimiento de los
epitopos no solapados de los mAb 36C4 y 48A2.

Ejemplo 18: Aumento del efecto inhibidor de la autofosforilacion de c-Met utilizando una combinacién de
anticuerpos anti-c-Met

Los dos mAb 36C4 y 48A2 que reconocian epitopos no solapados en c-Met como se muestra por Biacore (Figura
16), se combinaron en una relacion 1:1 en un ensayo de fosforilacion independiente de HGF utilizando células MKN-
45 como se describe en el Ejemplo 10. La mezcla de anticuerpos se compard con 36C4 y 48A2 en un intervalo de
concentraciones en cuanto a la capacidad para bloquear la autofosforilacion de c-Met (nétese que las
concentraciones totales de anticuerpos en la mezcla era igual a la concentracion total de anticuerpos para los
anticuerpos individuales: es decir, para la dosis de 0,2 nM la mezcla era de 0,1 nM de cada uno de 36C4 y 48A2,
mientras que para los mAb puros contendrian 0,2 nM de 36C4 o 48A2). La combinacion presentaba una inhibicion
significativamente mejor de la autofosforilacion de c-Met en comparacion con los mAb individuales. A 0,78 nM de
mADb, la mezcla presenta un 75% de inhibicion de la fosforilacion en comparacion con un 42% y un 32% para el
36C4 y 48A2 solos (Figura 17). La combinacion de 36C4 y 48A2 también era mas potente que los anticuerpos
individuales en el bloqueo de la autofosforilacion de las células NSCLC EBC-1 (datos no mostrados).
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Ejemplo 19: La combinacion de mAb no de solapamiento muestra niveles mas bajos de agonismo y mejor
potencia de bloqueo en un ensayo de fosforilacion utilizando células NSCLC A549

Se ejecutd un ensayo de fosforilacion utilizando células NSCLC A549 como en el Ejemplo 9 para investigar los mAb
36C4 y 48A2 en combinacion (1:1) o individualmente en cuanto a su actividad agonista y actividad antagonista (en
ausencia o presencia de HGF respectivamente). El nivel de agonismo era menor en la combinacion (36C4 y 48A2)
que para cada uno de las mAb solos (Figura 18A) y el efecto de bloqueo de fosforilacion inducida por HGF
aumentaba significativamente con la combinacion (36C4 y 48A2) en comparacion con cada mAb solo (Figura 18B).

Ejemplo 20: Inhibicién del crecimiento tumoral en un modelo de xenoinjerto U87-MG

Para investigar el efecto inhibidor del mAb 36C4 sobre el crecimiento tumoral in vivo, se inyectaron por via
subcutanea 3 x 10° células U87-MG con HGF autocrino (ATCC HTB-14) en el flanco trasero derecho de ratones
nu/nu CD1 desnudos. Cuando el tumor alcanzaba 70-120 mm? (dia 19), se estratificaron los ratones y comenzd el
tratamiento con 30 mg/kg de 36C4, c224G11 o el anticuerpo de isotipo de control por via intraperitoneal (i.p.) dos
veces por semana. El tratamiento continué hasta el dia 35 tras la inyeccion de las células tumorales, en que terminé
el experimento. El tamafio del tumor se midié periddicamente durante el experimento cuando se administraban los
mADb y los resultados se presentan en la Figura 19. 20 mg/kg de 36C4 inhibia el crecimiento del tumor U87-MG asi
como el mAb de comparaciéon c224G11.

Ejemplo 21: Alineamiento germinal de 36C4 y 48A2

Las secuencias VH y VL de 36C4 y 48A2 se compararon con BLAST frente a las secuencias VH y VL de la linea
germinal humana y el 36C4 estaba relacionado estrechamente con las secuencias de la linea germinal del IGHV4-
30-4*01 (identidad de 66/76 con la regidon marco conservada) e IGLV2-18*02 (identidad de 61/69 con la region
marco conservada) El 48A2 estaba relacionado mas estrechamente con las secuencias de la linea germinal de
IGHV1-46*01 (identidad con la region marco conservada de 66/76) e IGKV4-1*01 (identidad con la regidon marco
conservada de 53/70).

El proceso de alineamiento germinal se llevé a cabo como se describe en el documento WO 2010/001251 y por
Baca et al. (J. Biol. Chem. (1997) 272: 10678-10684) y Tsurushita et al. (J. Immunol. Methods (2004) 295: 9- 19). Era
una estrategia de biblioteca/fago de presentacion, en la que se incorporaban los restos FR que se desviaban de los
restos humanos y de llama. La biblioteca de VH36C4 o 48A2 y VL36C4 y 48A2 se cred por ensamblaje genético
basado en PCR utilizando oligonucleétidos de solapamiento con mutaciones especificas en ciertas posiciones
(identificadas en las Tablas 3 y 4). Las mutaciones se degeneraron con el fin de codificar los aminoacidos humanos
asi como los de llama, esto iba a evitar completamente la pérdida de unién en el caso del resto de tipo silvestre
critico para la afinidad de union. Los genes ensamblados se clonaron en un vector fagemldo con el CHy CL
humanos y se transformaron E. coli TG1 generando bibliotecas de un tamario total de 10° clones.

Se utilizaron fagos de presentacion, aplicando condiciones rigurosas de seleccion (3-5 rondas de seleccion con
disminucion de la cantidad de antigeno y fago y aumentando la longitud de lavados competitivos con exceso de c-
Met), para seleccionar los Fab funcionales (como se ha descrito en el Ejemplo 8). Los clones individuales se
seleccionaron por la velocidad de disociacion y los mejores resultados se secuenciaron para determinar la identidad
de secuencia con el humano. Los clones con > 94% de identidad humana se produjeron por expresion transitoria al
transfectarse en células HEK293E y si las producciones eran > 15 ug/ml, se caracterizaron posteriormente.

Tabla 12: Secuencias de aminoacidos de los dominios variables de cadena pesada y ligera de las variantes
alineadas germinalmente de 36C4

>55A12-54E_VH (SEQ ID NO:92)
QVQLVESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISTNYYYWSWIRQSPGKGLEWIGVIAYEGSTDYSPSLKSRV
TISRDTSKNQFSLKLSSVTAEDTAVYYCARDVRVIATGWATANALDAWGQGTLVTVSS

>55A12-54E_VL (SEQ ID NO:93)
QSALTQPPSVSGSPGQSVTISCAGTSSDVGYGNYVSWYQQPPGTAPKLLIFAVSYRASGVPDRFSGSKS
GNTASLTISGLQAEDEADYYCASYRSSNNAAVFGGGTKLTVL

>53E2-54E_VH (SEQ ID NO:94)
QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVSGGSISTNYYYWSWIRQHPGKGLEWIGVIAYEGSTDYSPSLKSRV
TISVDTSKNQFSLQLSSVTPEDTAVYYCARDVRVIATGWATANALDAWGQGTLVTVSS
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>53E2-54E_VL (SEQ ID NO:95)
QSALTQPRSVSGSPGQSVTISCAGTSSDVGYGNYVSWYQQHPGTAPKLMIFAVSYRASGIPDRFSGSKS
GNTAFLTISGLQAEDEADYYCASYRSSNNAAVFGGGTKLTVL

>53E3_VH (SEQ ID NO:96)
QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSITTNYYYWSWIRQSPGKGLEWIGVIAYEGSTDYSPSLKSRV
TISRDTSKNQFSLQLSSVTAEDTAVYYCARDVRVIATGWATANALDAWGQGTLVTVSS

>53E3_VL (SEQ ID NO:97)
QSVLTQPPSVSGSPGQTVTISCAGTSSDVGYGNYVSWYQQLPGTAPKLMIFAVSYRASGIPDRFSGSKS
GNTASLTISGLQSEDEADYYCASYRSSNNAAVFGGGTKLTVL

>53A11_VH (SEQ ID NO:98)

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSITTNYYYWSWIRQSPGKGLEWIGVIAYDASTDYSPSLKSRV
TISRDTSKNQFSLQLSSVTAEDTAVYYCARDVRVIATGWATANALDAWGQGTLVTVSS

>53A11_VL (SEQ ID NO:99)
QSVLTQPPSVSGSPGQTVTISCAGTSSDVGYGNYVSWYQQPPGTAPKLMIFAVSYRASGIPDRFSGSKS
GNTAFLTISGLQSEDEADYYCASYRSSNNAAVFGGGTKLTVL

Tabla 13: Secuencias de nucledtido que codifican los dominios variables de cadena pesada y ligera de las variante
alineadas germinalmente de 36C4

>55A12-54E_VH (SEQ ID NO:100)
CAGGTGCAGCTCGTGGAGTCGGGCCCAGGCCTGGTGAAGCCCTCGCAGACACTCTCCCTCACCTG
CACAGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCACCAACTATTACTACTGGAGCTGGATTCGCCAGTCGCCAGG

GAAGGGGCTGGAGTGGATTGGAGTCATAGCTTATGAAGGCAGCACTGACTACAGCCCATCCCTCA

AGAGCCGCGTGACCATCTCCAGGGACACGTCCAAAAACCAGTTCTCCCTGAAACTGAGCTCTGTGACCGCGGA
GGACACGGCCGTGTATTACTGTGCCAGAGATGTAAGGGTAATCGCTACGGGTTGGGCTACTGCCAATGCTTTG

GACGCATGGGGCCAGGGGACCCTGGTCACCGTGTCCTCA

>55A12-54E_VL (SEQ ID NO:101)
CAGTCTGCGTTGACGCAGCCTCCTTCCGTGTCTGGGTCTCCAGGACAAAGCGTCACCATCTCCTGT

GCAGGAACCAGCAGTGATGTTGGGTATGGAAACTATGTCTCCTGGTACCAGCAGCCGCCAGGCAC

GGCCCCCAAACTCCTGATCTTTGCAGTCAGCTATCGAGCCTCAGGGGTTCCTGATCGCTTCTCTGGCTCCAAGT
CAGGCAACACGGCCTCTTTGACCATCTCTGGGCTCCAGGCTGAGGACGAGGCTGATTATTACTGTGCCTCATA

TAGAAGCAGCAACAATGCTGCTGTGTTCGGCGGAGGGACCAAACTGACCGTCCTA
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>53E2-54E_VH (SEQ ID NO:102)

CAGGTGCAGCTCCAGGAGTCGGGCCCAGGCCTGGTGAAGCCCTCGCAGACACTCTCCCTCACCTG
CGCAGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCACCAACTATTACTACTGGAGCTGGATTCGCCAGCATCCAGG
GAAGGGGCTGGAGTGGATTGGAGTCATAGCTTATGAAGGCAGCACTGACTACAGCCCATCCCTCA

AGAGCCGCGTGACCATCTCCGTGGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGCAACTGAGCTCTGTGA

CCCCGGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCCAGAGATGTAAGGGTAATCGCTACGGGTTGGGCTACTGCCAA

TGCTTTGGACGCATGGGGCCAGGGGACCCTGGTCACCGTGTCCTCA

>53E2-54E_VL (SEQ ID NO:103)
CAGTCTGCGTTGACGCAGCCTCGTTCCGTGTCTGGGTCTCCAGGACAAAGCGTCACCATCTCCTGTGCAGGAA
CCAGCAGTGATGTTGGGTATGGAAACTATGTCTCCTGGTACCAGCAGCATCCAGGCACGGCCCCCAAACTCAT
GATCTTTGCAGTCAGCTATCGAGCCTCAGGGATTCCTGATCGCTTCTCTGGCTCCAAGTCAGGCAACACGGCCT
TTTTGACCATCTCTGGGCTCCAGGCTGAGGACGAGGCTGATTATTACTGTGCCTCATATAGAAGCAGCAACAA

TGCTGCTGTGTTCGGCGGAGGGACCAAACTGACCGTCCTA

>53E3_VH (SEQ ID NO:104)
CAGGTGCAGCTCCAGGAGTCGGGCCCAGGCCTGGTGAAGCCCTCGCAGACACTCTCCCTCACCTGCACAGTCT
CTGGTGGCTCCATCACCACCAACTATTACTACTGGAGCTGGATTCGCCAGTCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTG
GATTGGAGTCATAGCTTATGAAGGCAGCACTGACTACAGCCCATCCCTCAAGAGCCGCGTGACCATCTCCAGG
GACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGCAACTGAGCTCTGTGACCGCGGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTG
CCAGAGATGTAAGGGTAATCGCTACGGGTTGGGC
TACTGCCAATGCTTTGGACGCATGGGGCCAGGGGACCCTGGTCACCGTGTCCTCA

>53E3_VL (SEQ ID NO:105)
CAGTCTGTGTTGACGCAGCCTCCTTCCGTGTCTGGGTCTCCAGGACAAACCGTCACCATCTCCTGT
GCAGGAACCAGCAGTGATGTTGGGTATGGAAACTATGTCTCCTGGTACCAGCAGCTGCCAGGCAC
GGCCCCCAAACTCATGATCTTTGCAGTCAGCTATCGAGCCTCAGGGATTCCTGATCGCTTCTCTGG
CTCCAAGTCAGGCAACACGGCCTCTTTGACCATCTCTGGGCTCCAGTCTGAGGACGAGGCTGATTA
TTACTGTGCCTCATATAGAAGCAGCAACAATGCTGCTGTGTTCGGCGGAGGGACCAAACTGACCG
TCCTA

>53A11_VH (SEQ ID NO:106)
CAGGTGCAGCTCCAGGAGTCGGGCCCAGGCCTGGTGAAGCCCTCGCAGACACTCTCCCTCACCTG
CACAGTCTCTGGTGGCTCCATCACCACCAACTATTACTACTGGAGCTGGATTCGCCAGTCGCCAGG
GAAGGGGCTGGAGTGGATTGGAGTCATAGCTTATGATGCGAGCACTGATTACAGCCCATCCCTCA
AGAGCCGCGTGACCATCTCCAGGGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGCAACTGAGCTCTGTG
ACCGCGGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCCAGAGATGTAAGGGTAATCGCTACGGGTTGGGC
TACTGCCAATGCTTTGGACGCATGGGGCCAGGGGACCCTGGTCACCGTGTCCTCA
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>53A11_VL (SEQ ID NO:107)
CAGTCTGTGTTGACGCAGCCTCCTTCCGTGTCTGGGTCTCCAGGACAAACCGTCACCATCTCCTGT
GCAGGAACCAGCAGTGATGTTGGGTATGGAAACTATGTCTCCTGGTACCAGCAGCCGCCAGGCAC
GGCCCCCAAACTCATGATCTTTGCAGTCAGCTATCGAGCCTCAGGGATTCCTGATCGCTTCTCTGG
CTCCAAGTCAGGCAACACGGCCTTTTTGACCATCTCTGGGCTCCAGTCTGAGGACGAGGCTGATTA
TTACTGTGCCTCATATAGAAGCAGCAACAATGCTGCTGTGTTCGGCGGAGGGACCAAACTGACCG

TCCTA

Ejemplo 22: El alineamiento germinal de 36C4 no da lugar a pérdida de potencia

Para el 36C4, se caracterizaron mas a fondo cuatro clones alineados germinalmente (55A12-54E, 53E2-54E, 53E3,
53A11) en cuanto a sus propiedades agonistas y antagonistas en el ensayo de fosforilacion en A549 como se ha
descrito en el Ejemplo 9. Como se muestra en la Figura 20A, no aumentaban las propiedades agonistas en los mAb
55A12-54E y 53E2-54E alineados germinalmente en comparacion con el 36C4 parental. Las variantes 53E3 y 53A11
alineadas germinalmente presentaban los mismos resultados. El efecto antagonista de los mAb alineados germinalmente
no se alteraba significativamente como se muestra en la Figura 20B, ejemplificada por 55A12-54E y 53E2-54E.

Ejemplo 23: Estabilidad en PBS de los mAb 36C4 alineados germinalmente

Se investigd la estabilidad de 3 mg/ml de IgG en PBS + un 0,02% de Tween-80 los dias 0-1-7-14-28-56 tras el
almacenamiento a 4 °C, TA'y 37 °C. Todas las muestras se ensayaron por resonancia de plasmones superficiales en
cuanto a su potencia de unién al c-Met acoplado (15.000-17.000 RU) y se determiné la pendiente entre 100-130
segundos a un caudal de 30 pl/min. El porcentaje de mAb funcionales se calculé basandose en la referencia (mAb
alineados germinalmente almacenados a -20 °C). La Figura 21 muestra que no habia una pérdida significativa de
funcionalidad tras 56 dias de incubacién a diferentes temperaturas y no parecia que hubiera una diferencia
significativa entre los cuatro mAb alineados germinalmente.

Ejemplo 24: Termotolerancia de los mAb 36C4 y 48A2 alineados germinalmente

Se investigd la termotolerancia de los mAb 36C4 y 48A2 por incubacion a diferentes temperaturas durante 1 h antes
de que se ejecutaran las muestras (0,5 pg/ml) en el chip CM-5 acoplado con 15.000-17.000 RU de Decoy C-Met y se
determiné la pendiente entre 100-130 segundos a un caudal de 30 pl/min. El porcentaje de mAb funcionales se
calcul6 basandose en la referencia (incubada a 4 °C) que se fijé en el 100%. Como se muestra en la Figura 22A, las
temperaturas de fusion (CE50) de los mAb alineados germinalmente eran de 67,2 °C para 36C4, 67,1 °C para
55A12-54E, 66,1 °C para 53E2-54E, 68,2 °C para 53E3 y 65,5 °C para 53A11. En cuanto al 48A2, el mAb 56F3
alineado germinalmente, tenia una mejora significativa de la temperatura de fusion de 65,4 a 71,1 °C (Figura 22B).

Ejemplo 25: Determinacion de los sitios de union al péptido c-Met de los mAb 36C4 y 48A2 utilizando c-Met
quimérico humano-de llama

Para definir adicionalmente los tramos de aminoacidos (aa) de c-Met a los que se unian los mAb 36C4 y 48A2, se
prepararon construcciones de c-Met quiméricas que contenian aproximadamente 20-300 intercambios de aa de c-
Met humano al de llama utilizando amplificaciones por PCR vy ligaduras en el c-Met humano contenido en el vector
con un marcador Flag y un marcador estrep. La Figura 23A muestra las construcciones de c-Met quimérico utilizados
para el mapeo peptidico de la unidon de 36C4 al dominio SEMA, mientras que la Figura 23B muestra las
construcciones de c-Met quimérico para el mapeo peptidico de 48A2 que se une al dominio PSI-IPT1.

Las quimeras de c-Met llama-humanas se produjeron en células HEK293E y se purificaron utilizando estrep-tactina
sepharose HP (2-3 h a 11 °C) antes de lavar las proteinas no unidas. Las proteinas unidas se eluyeron con 2,5 mM
de destiobiotina pH 8,2 y se recolectaron fracciones de 1,5 ml. La concentracién de proteina se determind por
Nanodrop. La proteina se controlé en cuanto a la calidad por SDS-PAGE.

Se realiz6 un ELISA para investigar la unién de los mAb a las diferentes quimeras. Se inmovilizaron 2 ug/ml de 36C4
0 48A2 y, tras el bloqueo, se afiadieron las quimeras de c-Met y se revelaron con 1/10.000 de estreptavidina-HRP
(ELISA de la Tabla 16).

También se utilizd la resonancia de plasmones superficiales (SPR) para investigar la uniéon de los mAb a las
diferentes quimeras de c-Met llama-humanas. Se acoplaron 3000 RU de 36C4, 48A2 y HGF en un chip CM-5 en 10
mM de NaAc (pH 4,5). Se ejecutaron 60 ul de una soluciéon de 10 ug/ml de las diferentes quimeras de c-Met sobre el
chip con un caudal de 30 pl/min y se evalud la asociacion durante 2 min. El chip se regeneré con 20 mM de NaOH y
1 M de NaCl.
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La Tabla 16 muestra las quimeras con el c-Met humano y los aminoacidos (comenzando con el aa E en la proteina
madura del c-Met humano) que se intercambiaron con los péptidos c-Met de llama y los resultados de la unién
utilizando resonancia de plasmones y ELISA. Los resultados eran consistentes y se demuestra que la unién de 36C4
se detiene en el aa 199, indicando un sitio de reconocimiento en los aa 98-199 del c-Met humano. Esta es la parte
del domino SEMA que contiene el sitio de unién a la cadena B de HGF, como se muestra en la estructura cristalina
publicada por Stamos et al, (EMBO J, 2004).

El mAb 48A2 se unia a los aa 523-633 del c-Met humano, que cubre tanto la parte de los dominios PSl y el IPT1
indicando el reconocimiento de un epitopo conformacional en ambos dominios.

Se utilizé la transferencia de Western con el c-Met ejecutada en condiciones rigurosas para investigar si 36C4 y el
48A2 se unian a los epitopos lineales o conformacionales. No se observé unién para 36C4 ni 48A2 indicando el
reconocimiento de un epitopo conformacional (datos no mostrados), que se confirmd con las proteinas c-Met
quiméricas.

Tabla 16: Quimeras c-Met de llama-humanas y resultados de la unién de 36C4 y 48A2 medidos por SPRy ELISA

SPR ELISA (CEso ng/ml)

Quimera
HGF 36C4 48A2 36C4 48A2

LS1 (aa 1-98) + + + 68 31
LS2 (aa 1-199) + - + - 34
LS3 (aa 1-287) + - + - 50
LS4 (aa 1-348) + - + - 70
LS5 (aa 1-448) + - + - 50
LP6 (aa 497-909) + + - 50 -
LP7* (aa 523-909) + + - 55 -
L18 (aa 540-909) + + +- 47 >40
L19 (aa 572-909) + + +- 47 >40
L110 (aa 608-909) + + +- 47 >40
L111 (aa 634-909) + + + 45 42
LMet - - - - -
HMet + + + 60 45
*T7371

Secuencia de péptido c-Met humano reconocido por mAb 36C4 (aa 98-199) SEQ ID NO: 181

VDTY YDDOLISCGSYNRGTCORHVFPHNHTADIQSEVHOIESPOIEEPSQUPDCYY
SALGAREVLSSYEDRFINFFVGNTINSSYFFDHPLHSISVRELKETK

Secuencia del péptido c-Met humano reconocido por el mAb 48A2 (aa 523-633) SEQ ID NO: 136

RESFECLSGTWTOOICLFATYE VEFFNSAPLEGG TRLTICGWDFGFRENNKFDLEKT
EVLLGMNESCILTLSESTMNTLECTVOPAMNEHENMSIIENGHGTTOYSTESY VD
r

Ejemplo 26: Regulacion negativa del c-Met total por los mAb en células MKN-45

La cantidad de c-Met total presente en la superficie de las células MKN-45 tras la incubacién con los mAb se midio
utilizando citometria de flujo.

Se sembraron 25.000 células MKN-45 en una placa de 96 pocillos y se incubaron durante 24 h a 37 °C, con un 5%
de CO.. Las células se privaron de suero durante 8 h antes de la adicion de los mAb y HGF a 10 o 1 pg/ml diluidos
en medio libre de suero y por triplicado. Se incluyeron el anticuerpo 5D5 murino y el HGF como controles para la
regulacion negativa del c-Met total. El control negativo es un mAb IgG1 irrelevante producido de la misma manera
que el 36C4 y el 48A2.

Las células se lavaron con PBS y se afiadieron 50 pl/pocillo de solucién de disociacion celular libre de enzimas y se
incubaron durante 15 min a 37 °C. Las células se recolectaron en una placa de FACS y se afiadieron 100 pl de
tampon de union (PBS + un 1% de BSA) antes de la centrifugacion a 2000 rpm durante 3 min. Las células se
mantuvieron a 4 °C desde este punto en adelante. Las células se incubaron entonces durante 1 h con agitado a
4 °C, seguido por el lavado dos veces con el tampén de union. Se afiadié un anticuerpo de cabra anti-raton
conjugado con APC (Jackson Lab) a una concentracién de 1/500 y se incubaron las células durante 1 h con agitado.
Las células se lavaron entonces con tampdn de unién y se leyeron en el Calibur FACS. Se recolectaron 2000
eventos y la regulacion negativa se expresé como un porcentaje de la regulacion negativa en el medio de control.
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Los mAb 36C4 y 48A2 no inducen una regulacion negativa significativa de c-Met en la superficie de las células MKN-
45 en comparacion con la de 5D5 o HGF (véase la Figura 24), ambos de los cuales inducian una regulacion
negativa de c-Met tras la incubacion durante una noche.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> arGEN-X B.V.
<120> ANTICUERPOS ANTI-C-MET
<130> NLW/P114515W000
<160> 206
<170> Patentln versién 3.5
<210> 1
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 1

Asp Tyr Ala Met Thr
1 5

<210> 2

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 2

Thr Ile Ser Trp Asn Asp Ile Asn Thr Tyr Tyr Ala Glu Ser Met Lys
1 5 10 15

Asp

<210> 3

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 3

Arg Arg Asp Asn Tyr Tyr Gly Thr Ser Gly Glu Tyr Asp Tyr
1 5 10

<210> 4

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 4

<210>5

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 5

Ala Ile Asn Trp Asn Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Glu Ser Met Lys

1

Gly

<210> 6

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 6

<210>7

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 7

<210> 8

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 8

Asp Thr Val Val Ser Gly Asn Gly Tyr

1
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Asp Tyr Val Met Asn

1

Asp Tyr Ala Met Ser

1

5

50

5

5
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Ala Ile Ser Trp Asn Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Glu Ser Met Lys

1

Gly

<210>9

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 9

<210> 10

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 10

<210> 11

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 11

Val Ile Ala Tyr Asp Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Pro Ser Leu Lys Ser
5

1

<210> 12

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 12

Gly Pro Gly Trp Tyr Ser Gly Ser Arg Asn Asp Tyr

<210>13
<211>5

5

1

ES 2594493 T3

10

Asp Leu Ile Gly Ser His Asp Tyr

5

Gly Asn Tyr Tyr Ala Trp Ser
1 5

10
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 13

<210> 14

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 14

Arg Ile Asp Pro Glu Asp Gly Gly Thr Lys Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
10

1

Gly

<210> 15

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 15

<210> 16

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 16

<210> 17

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 17

ES 2594493 T3

Met Asn Ser Ile Asp
1

Asn Tyr Val Ile Asp

1

52

5

Val Asp Asp Tyr Tyr Leu Gly Tyr Asp Tyr

5
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Arg Ile Asp Pro Glu Asn Gly Gly Thr Arg Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1

Gly

<210> 18

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 18

<210> 19

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR
<400> 19

<210> 20

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 20

Val Ile Ala Tyr Asp Gly Ser Thr Asp Tyr Ser Pro Ser Leu Lys Ser
15

1

<210> 21

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 21

Asp Val Arg Val Ile Ala Thr Gly Trp Ala Thr Ala Asn Ala Leu Asp

1

Ala

5

5

5
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5

53

10

Leu Glu Asp Tyr Glu Leu Ala Tyr Asp Tyr

Thr Asn Tyr Tyr Tyr Trp Ser

10

10

15

15
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<210> 22

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 22

Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Trp Arg Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1

Ala
<210> 23
<211>7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 23

<210> 24

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 24

<210> 25

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 25

Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Leu Ser Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu
10

1

Ala

<210> 26

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln Gln Gly Tyr Ser Phe Pro Tyr Thr

1
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10

Trp Ala Ser Ile Arg Glu Ser

5

5
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<223> Secuencia CDR

<400> 26

<210> 27

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 27

<210> 28

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 28

Thr Gly Thr Asn Ser Asp Val Gly Tyr Gly Asn Tyr Val Ser

1

<210> 29

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 29

<210> 30

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 30

<210> 31
<211> 14
<212> PRT

Gln Gln Gly Val Ser Fhe Fro Leu Thr

1

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser

1

Asp Val Asn Arg Arg Ala Ser
1
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 31

Ala Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Tyr Gly Asn Tyr Val Ser

1

<210> 32

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 32

<210> 33

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 33

Ala Ser Tyr Arg Ser Ser Asn Asn Ala Ala Val

1

<210> 34

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 34

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

1

<210> 35

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 35

Ala Val Ser Tyr Arg Ala Ser

1

Glu Val Asn Lys Arg Pro Ser

1

5

S
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<210> 36

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 36

<210> 37

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 37

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

1

<210> 38

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 38

<210> 39

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 39

<210> 40

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 40

Asp Val Asn Lys Arg Ala Ser

1
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Ala Ser Tyr Arg Ser Ser Asn Asn Val Val

5

5

Ala Ser Tyr Arg Ser Arg Asn Asp Tyr Ala
5
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Ala Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Tyr Gly Asn Tyr Val Ser

1

<210> 41

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 41

<210> 42

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 42

<210> 43

<211>118

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 43

ES 2594493 T3

5 10

Ala Val Ser Thr Arg Ala Ser
1 5

Ala Ser Tyr Arg Ser Ser Asn Asn Tyr Ala
1 5 10
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Glu

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Ala

Ala

<210> 44
<211> 111
<212> PRT

Val

Val

Met

Gly

Gly

Asp

Arg

Leu

Gln

Lys

Hisg

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr
115

<213> Mus musculus

<400> 44

Asp Ile Val

1

Gln Arg Ala

Ala Asn Ser

35

Lys Leu Leu

50

Len

Ile
20

Trp

Lys

Ala

Arg

Glu

100

Val

Leu

Thr

20

Phe

Ile

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ile

Ser

Thr

Ile

Met

Tyr
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Gln

Cys

Arg

Asn

Leu

70

Leu

Thr

Ser

Gln

Ser

His

Arg

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Thr

Ser

Cys

Trp

Ala
5%

Gly

Thr

Ser

40

Gly

Val

Ser

Glu

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

59

Pro

Ser

25

Leu

Len

Asp

Glu

Phe
105

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

90

Asp

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Len

Tyr

Glu

Asn

Ser

75

Ser

Tyr

Leu

Glu

Lys

Glu

Val

Ile

Ser

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

Ala

Ser

Pro

Ser
60

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Val

val

Gly

45

Gly

Pro

Thr

30

Asp

Gln

Thr

Tyr

Gln
110

Ser

Asp

30

Gln

Ile

Gly
15

Ala

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Leu

15

Ser

Pro

Pro

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Gly

Tyr

Pro

Ala
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Arg Phe Ser Gly

65

Pro Val Glu Ala

Glu Asp Pr¢ Leu

<210> 45
<211>123
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 45

Gln Leu
1

Ser Leu

Ala Met

Ser Thr
50

Lys Asp
€5

Leu Gln

Ala Lys

Trp Gly

<210> 46
<211> 118
<212> PRT

Gln

Lys

Thr

35

Ile

Arg

Met

Arg

Gln
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 46

100

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Gly
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Ser Gly Ser Arg Thr

Asp
85

Thr

Val

Ser

Val

Trp

Thr

Ser

85

Asp

Thr

70

Asp Val Ala Thr

Phe Gly Ser Gly

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Asn

Gln

Ser

Ala

Gln

Asp

55

Ser

Glu

Tyr

Val

Gly

Ala

Ala

40

Ile

Arg

Ser

Tyr

Thr
120

60

105

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly

105

Val

Asp Phe Thr Leu Thr

Tyr
90

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Thr

Ser

75

Tyr Cys Gln Gln

Lyg Leu Glu Met

Meat

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Ser

Ser

Ala

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Glu

110

Pro

Asp

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr
110

Ile Asn

80

Ser Lys

95

Lys

Gly
15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

25

Asp

Gly

Tyr

Leu

Met

Tyr

a0

Cys

Tyr



10

Gln

Ser

Val

Ser

Lys

65

Leu

Val

Gln

<210> 47

<211> 117
<212> PRT

Val

Leu

Met

Ala

30

Gly

Gln

Lys

Val

Gln

Arg

Aszsn

35

Ile

Arg

Met

Asp

Thr
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 47

Gln

1

Ser

Ala

Ser

Lys
65

val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Leu
20

Trp

Asn

Phe

Tyr

Thr

100

Val

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Gln

Ser

Val

Trp

Thr

Ser

85

Val

Ser

val

Ser

Val

Trp

Thr

ES 2594493 T3

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Val

Ser

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile
70

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Gln

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

61

Gly

Ser

25

Fro

Ser

Asp

Asp

Asn
105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Asp

Gly

Gly

Thr

Aszn

Asp

80

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Tyr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala
75

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Aszn

val

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Pro

Asp

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

Pro

Asp

Glu

Glu

Thr

Gly

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Gly

Tyr

Ile

Met

Tyr

g0

Cys

Thr

Gly

Tyr

Val

Met

Tyr
80
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15

20

Leu Gln Met

Ala Lys Asp

Val Thr val
115

<210> 48

<211>122

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 48

Glu Val Gln
1

Thr Leu Ser

Tyr Tyr Ala
35

Trp Met Gly

Leu Lys Ser
65

Ser Leu Gln

Cys Ala Arg

Gly Gln Gly
115

<210> 49

<211>119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 49

Asn

Len

100

Ser

Val

Leu
20

Trp

Val

Arg

Leu

Gly

100

Thr

ES 2594493 T3

Ser Len lys Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85

80

95

Ile Gly Ser His Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Gln

Ser

Gln

Thr

Ser

Ile

Thr

Ser

85

Pro

Gln

Glu

Cys

Trp

Ala

Ser

70

Ser

Gly

Val

Ser

Thr

Ile

Tyr

55

Ile

Val

Trp

Thr

Gly

Val

Arg

40

Asp

Ser

Ser

Tyr

Val
120

62

105

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Arg

Pro

Ser

105

Ser

Gly

10

Gly

Pro

Ser

Asp

Glu

90

Gly

Ser

Leu

Gly

Pro

Thr

Thr

75

Asp

Ser

val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Arg

Lys

Met

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Asn

110

Pro

Thr

30

Gly

Ser

Asn

val

Asp
110

Ser

15

Gly

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Tyr

Gln

Asn

Glu

Ser

Fhe

80

Tyr

Trp
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Glu

Ser

Ser

Gly

Gln

65

Val

Ala

Thr

<210> 50
<211> 119
<212> PRT

Val

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Gln

Gln

Lys

Asp

Ile

Arg

Len

Val

Val
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 50

Glu

1

Ser

Val

Gly

Gln
65

Val

Val

Ile

Arg

50

Gly

Gln

Lys

Asp

Ile

Arg

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Asn

Asp

100

Thr

Leu

Val
20

Trp

Asp

Val

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Val

Val

Ser

Val

Pro

Thr

ES 2594493 T3

Gln

Cys

Arg

Glu

Phe

70

Len

Tyr

Ser

Gln

Cys

Arg

Glu

Phe
70

Pro

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

Pro

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Leu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

63

Val

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Gly
105

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Tyr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Leu

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Asp

Leu

Tyr

Gln

Arg

Ser
75

Arg

Ile

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Arg

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Asn

Phe

Len

45

Ala

Ser

Val

Trp

Asn

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Gly

15

Met

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Gly
15

Asn

Trp

Lys

Ala

Ala

Asn

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr
80
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15

20

ES 2594493 T3

Val Glu Leu Ser Asn Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

Ala Arg Leu

Thr Gln Val
115

<210> 51

<211>127

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 51

Gln Val Gln

Thr Leu Ser

Tyr Tyr Tyr
35

Trp Met Gly
50

Leu Lys Ser
65

Ser Leu Gln

Cys Ala Arg

Ala Leu Asp
115

<210> 52

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 52

Glu
100

Thr

Leu

Leu
20

Trp

Val

Arg

Leu

Asp

100

Ala

85 80 85

Asp Tyr Glu Leu Ala Tyr Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
105 110

Val Ser Ser

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

Thr Cys Ala Val Ser Gly Gly Ser Ile Thr Thr Asn
25 30

Ser Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Lys Gly Leu Glu
40 45

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

Thr Ser Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe
70 75 80

Ser Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 30 a5

Val Arg Val Ile Ala Thr Gly Trp Ala Thr Ala Asn
105 110

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
120 125

64



10

Glu

Glu

Ser

Ser

Pro

65

Ile

Gly

Lys

<210> 53
<211> 113
<212> PRT

Ile

Lys

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

Val

Val

Gln

35

Arg

Arg

Ser

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 53

Asp

1

Glu

Ser

Ser

Pro
65

Ile

Lys

Asn

Pro

50

Asp

Val

Val

Gln

35

Arg

Arg

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Phe

Phe
100

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

ES 2594493 T3

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Pro

Tyr

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly
70

Ser

Cys

Ser

55

Ser

Glu

Thr

Thr

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Pro

Lys

Ala
40

Trp

Gly

Asp

Phe

Pro

Lys

Ala
40

Trp

Gly

65

Ser

Ser
25

Trp

Ala

Ser

Ala

Gly
105

Ser

Ser
25

Trp

Ala

Ser

Ser Val
10

Ser Gln

Tyr Gln

Ser Ile

Thr Thr

75

Ala Val
90

Ser Gly

Ser val

10

Ser Gln

Tyr Gln

Ser Thr

Thr Thr
75

Thr

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Ala

Val

Arg

45

Glu

Phe

Tyr

Arg

Ala

Val

Arg

45

Glu

Phe

Ser

Leu

30

Leu

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Ser

Leu

30

Leu

Ser

Thr

Ala
15

Trp

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Ala

15

Leu

Gly

Gly

Leu

Gly

Arg

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile

Gly

Ser

Gln

Val

Thr
80
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15

20

25

ES 2594493 T3

Ile Ser Ser Phe Gln Pr¢ Glu Asp Ala Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln

85

30

85

Gly Val Ser Phe Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Leu

Lys

<210> 54
<211>110
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 54

Gln

Thr

Asn

Ser
65

Gln

Asn

<210> 55
<211> 111
<212> PRT

Ser

Val

Tyr

Ile

50

Gly

Ser

Asn

Ala

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 55

100

Leu

Ile

20

Ser

Asp

Lys

Asp

Val
100

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

85

Phe

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

Gly

Gly

Pro

Thr

Gln

Arg

55

Asn

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

105

Ser

Thr

25

Leu

Ala

Ala

His

Thr
105

Val

10

Asn

Pro

Ser

Ser

Cys

20

His

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Leu

Gly

Asp

Met

Ile

60

Thr

Ser

Phe

Ser

Val

Ala

45

Ala

Ile

Tyr

Val

110

Pro

Gly

Pro

Asp

Ser

Arg

Leu
110

Gly

15

Tyr

Lys

Arg

Gly

Ser
95

Lys

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ala

Gln Ser Val Leu Thr Gln Prg Pro Ser Val Ser Gly Ser Pro Gly Lys

1

5

66

10

15
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15

Thr

Asn

Leu

Ser
65

Gln

Asn

<210> 56
<211>110
<212> PRT

val

Tyr

Ile

50

Gly

Ser

Asn

Thr

Val

35

Phe

Ser

Glu

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 56

Gln
1

Thr

Asn

Leu

Ser

63

Gln

Asn

<210> 57

Ser

Val

Tyr

Ile

50

Gly

Ser

Asn

Ala

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Val

Ile

20

Ser

Ala

Lys

Asp

Ala
100

Leu

Ile

20

Ser

Glu

Lys

Asp

Val
100

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

85

Val

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

85

Phe

ES 2594493 T3

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Phe

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Gly

Ala

Gln

Tyr

55

Asn

Asp

Gly

Pro

Ala

Gln

Lys

55

Asn

Asp

Gly

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

67

Thr

25

Leu

Ala

Ala

Tyr

Gly
105

Ser

Thr

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Thr
105

Ser Ser

Pro Gly

Ser Gly

Phe Leu
75

Cys Ala
90

Thr His

Val Ser
10

Ser Ser

Pro Gly

Ser Gly

Ser Leu
75

Cys Ala
90

Lys Leu

Asp

Thr

Ile

60

Thr

Ser

Leu

Gly

Asp

Thr

Ile

60

Ser

Ser

Thr

val

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Thr

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Val

Gly

Pro

Asp

Ser

Arg

Val
110

Len

Gly

30

Pro

Asp

Ser

Arg

Len
110

Tyr

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Gly

Asn

Lys

Gly

Ser
95

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Lys

Tyr

Leu

Fhe

Len

80

Ser
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15

20

<211>110
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 57

Gln
1

Thr

Asn

Len

Ser
65

Gln

Asn

<210> 58
<211>110
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Val

Tyr

Ile

50

Gly

Ser

Asp

Val

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Tyr

<223> Secuencia CDR

<400> 58

Leu

Ile

20

Ser

Asp

Lys

Asp

Ala
100

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

85

Phe

ES 2594493 T3

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Gly

Pro

Ala

Gln

Lys

55

Asn

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

68

Ser

Thr

25

Leu

Ala

Ala

Tyr

Thr
105

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Lys

Ser

Ser

Gly

Len

75

Ala

Leu

Gly

Asp

Thr

Ile

60

Ser

Ser

Thr

Thr

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

val

Leu

Gly

30

Pro

Asp

Ser

Arg

Leu
110

Gly

15

Asp

Lys

Arg

Gly

Ser
95

Lys

Tyr

Leu

Phe

Leu

80

Arg
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15

20

ES 2594493 T3

Gln Ala Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Thr Leu Gly
1 5 10 15
Thr Leu Thr Ile Ser Cys Ala Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Tyr
20 25 30
Asn Tyr Val Ser Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys
35 40 45
Leu Ile Tyr Ala Val Ser Thr Arg Ala Ser Gly Ile Pro Asp Arg
50 55 60
Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly
65 70 75
Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ser Tyr Arg Ser
B85 1¢] a5
Asn Asn Tyr Ala Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105 110
<210> 59
<211> 383
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia CDR
<400> 59
caggtgcagc tcgtggagtc gggcccagge ctggtgaage ccteogcagac actcteecctce
acctgegetg tetcetggtgg ctecatcaca accaactatt actactggag ctggattege
cagtececcag ggaaggggct ggagtggatg ggagtcatag cttatgatgg cagcactgac
tacageccat ceceotcaagag cegeactteoe atetecaggg acacgtocaa gaaccagtte
tecccktgeoage tgagetetgt gacccocctgag gacacggeeg tgtattactyg tgeccagagat
gtaagggtaa tcgctacggyg ttgggctact geocaatgett tggacgecaty gggccagggyg
accctggtca ctgtctecte age
<210> 60
<211> 357
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 60

69

Lys

Gly

Leu

Fhe

Leu

80

Ser

60

120

180

240

300

360

383
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15

20

25

30

gaggtccage
tcctgeoaagg
cctggacaag
gcacagaagt
gtggagctga

gactattace

<210> 61

<211> 358
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 61

gaggtccage
tcctgcaagg
cctggacaag
gracagaagt
gtggagttga

gactacgaat

<210> 62
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 62

caggtgcagc
tectgtgeag
ccagggaagyg
gcagaatcca
ctgcaaatga

ataggatcecc

<210> 63

<211> 369
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

tggtgcagee
cttctggata
ggcttgagtg
tccagggeay
acagtctgag

tagggtatga

tggtgcagec
cttectggata
ggcttgagtg
tcecagggeag
gcaatetgag

tggettatga

tegtggagtce
cetetggatt
ggctggagtyg
tgaagggccg
acagtctgaa

atgactactg

ES 2594493 T3

aggggttgaa
cattttcace
gatgggaaga
agtcacectte
atctgaggac

ctactgggge

aggggctgag
caccttcace
gatgggaaga
agtcacctte
atctgaggac

ctactgggge

tgggggaggc

cacttttgat
ggtetecaget
attcaccate

atctgaggac

gggccagagy

ctgagaaacc
atgaactcaa
attgaccctg
actgcagaca
acggecgtgt

caggggacee

ctgagaaacc
aactacgtca
attgaccctg
actgoagaca
acggoeogtgt

caggggaces

ttggtgcage
gattatgeca
attagetgga
tccagagaca

acggcegtgt

acccaggtca

70

ctggggeatc
tagactgggt
aagatggtgg
cgtccaccag

attactgtge

aggtecacegt

ctggggcatec
tagactgggt

aaaacggtgg

cgtocaccoag

attactgtge

aggteacegt

ctggggggte
tgagetgggt
atggtagtag
acgecaagaa

attactgtgc

ccgtgtacte

agtgaaggtc
gcgacaggcec
cacaaagtat
cacagcctac
gagagtagat

ctectea

agtgaaggtc
acgacaggec
cacgaggtat
cacagcctac
aagactggaa

ctetteag

tctgagacte
cegacagget
cacatactat
cacgetgtat
aaaagatcta

a

60
120
180
240
300

357

60
120
180
240
300

358

60
120
180
240
300

351
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25

30

<223> Secuencia CDR

<400> 63

cagttgcage
tcectgtgeag
ccagggaagyg
gcagaateca
ctgraaatga

gataattact

tggtggagtc
cctetggatt
ggctggagtyg
tgaaggaceg
acagtcetega

acgggactte

gtctecctca

<210> 64

<211> 354

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 64

caggtgcage
tcctgtgeoag

ccagoggaacry

gcagaatcca
ctgeaaatgt

gtagtgtetg

tgcaggagte
cctctggatt
ggctggagtyg
tgaagggecy
acagtetgea

gtaatggeta

<210> 65

<211> 333

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 65

cagtctgtgt
tcctgbgeag
ctceccaggcea
cetgateget
cagtcegagg

gtgttcggeg

tgacgcagec
gaaccagcag
cggcecccaa
tetetggete
acgaggctga

gagggaccca

ES 2594493 T3

tgggggaggc
cactttcgat
getetecaact
attcaccatce
atectgaggac

cggggagtat

ggggggagac

cacttttgat
gatctcagct
attcaccatc
atetgacgac

ctggggecayg

tceccteocgtg
tgatgttggg
actcctgate
caagteoaggo
ttattactgt

tctgacegte

atggogeage
gattatgcea
attagetgga
tecagagaca
acggocgtgt

gactactggg

ttggtgeage
gattatgtca
attaactgga
tccagagaca
acggcegtgt

gggacccaqgyg

tetgggtctc
tatggaaact
tttgcagtea
aacacggect
gcctcatata

ctyg

71

ctggggggte

tgacctgggt

atgacattaa
acgcocaagaa
attactgtge

gcecaggggac

cgggggggte
tgaactgggt
atggtggtag
acgccaagaa
attactgtgt

teacegtgte

caggaaagac
atgtctcectg
gcetatcogage
ttttgacoat

gaagcagcaa

tctgaaacte
cocgacagget
cacatactat
cacgetgtat

aaaacgtagg

ccaggtcace

tetgagacte
ccgacaggcect
cacatactat
cacgctgtat
aaaagatacg

ctea

ggtcaccatc
gtaccagcag
ctocagggate
ctotgggete

caatgetget

60
120
180
240
300
340

369

60
120
180
240
300

354

60
120
180
240
300

333
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25

30

<210> 66

<211> 339
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 66

gaaattgtga
atcaattgta
tggtaccage

gaatcggggy

atcagcagct

ccatatacat

<210> 67

<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 67

cagtctgcce
tettgogetg
ctoccaggaa
cctgateget
cagtetgagg

ttecggoggag

<210> 68

<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 68

tgacgeagte
agtccageca
agagacttgg

ttectgateg

tccagectga

tcggoagtgy

tgactcagce
gaaccagcayg
cagccoccoaa
tectetggete
acgaggcetga

ggaccaagct

ES 2594493 T3

teccagetee
gagtgtgtta
acagtetect

attcagcgge

agacgcggea

gaccaggctyg

tcectoegtg
tgacattggg
actectgata
caagtcaggce
ttattactgt

gaccgtecte

gtgactgegt
tggegeteca

aggetgetea

agtgggtcea

gtgtattact

gaaatcaaa

tccggaacte
aactataact
tatgaggtca
aacacggect

goctcatata

72

ctgcaggaga
accagaaaaa
teagetggge

caacagattt

gccaacaggyg

tgggaaagac
atgtctectg
ataaacgace
ccctgageat

gaageagcaa

gaaggtcace
ctacttaget
atccatecga

cactottacc

ttatagtttt

ggtcaccatc
gtatcaacag
ctcagggate
ctetgggete

caatgttgtyg

60
120
180

240

300

339

60
120
180
240
300

330



10

15

20

25

30

cagtctgtgt

tgacgcagee
tcetgegetg gaaccageag
cteccaggaa cggeccocaa

cctgatcget tctotggetce

cagtctgagg acgaggctga

ttoggoggag ggaccaaget

<210> 69

<211> 330

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 69

caggctgtge
tcectgegetg
ctcccaggea
cctgategot
cagtetgagg

tteggegeag

tgactcagce
gaaccagcag

cggcccccaa
tetetggete
acgaggctga

ggaccaaget

<210>70

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 70

gatattgtga
atcaattgta
tggtaccage
gaatcggggy
atcagcagcet

ccacttacgt

tgaceccagac
agtccagcca
agagacttgg
ttcctgatcg

tacagectga

taeggecaggy

<210> 71

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ES 2594493 T3

tececteoegtyg
tgacattggg
actcctgata
caagtcaggce
ttattactgt

gacegteocte

tcecteoegtyg
tgatgttgga

actcectgatc

caagtcaggo
ttattactgt

gacegtecte

teccageteoe
gagtgtgtta
acagtctecct
attcagcggce
agacgeggea

gaccaaggtg

tecggaacte
gactataact
tatgacgtca
aacacggcct

gcctcatata

teocggaacte
tacggaaact

tatgcagtca

aacacggcct

gecteatata

gtgactgeogt
ttgagctcca
aggctgctcea

agtgggtcca

gtgtattact

gaactcaaa

73

tgggaaagac
atgtetectg
ataaacgagc
coctgageat

gaagcaggaa

tgggaaagac
atgtctcectg

gcactcgagc

ccctgaccat

gaagcageaa

ctgcaggaga
accagaaaaa
tctactggge
caacagattt

gocaqgocagqgqg

ggtcaccate
gtatcaacag
ctcagggate
ctectgggetce

cgattatgec

gctcaccate
gtaccaacag

ctcagggatc

ctetgggete

caattatgeg

gaaggtcacc

ctacttagct
atccacccga
cactcttacc

tgtaagtttt

60

120

180

240

300

330

60

120

180

240

300

330

60

120

180

240

300

339
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 71

<210>72

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 72

1

<210>73

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 73

Ser Gly Tyr Gly Ser Ser Leu Gly Asp Phe Gly Ser

1

<210> 74

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 74

1

<210>75

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 75

<210> 76

ES 2594493 T3

Ser Tyr Ala Met Ser

1

5

5

74

5

Gly Ile Tyr Lys Gly Gly Gly Pro Lys Tyr Ala Asn Ser Val Lys Gly
5 10

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Gly Gly Tyr Tyr Leu Ser
0

Ser Asn Ile Asan Arg Ala Ser



10

15

20

25

30

<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 76

ES 2594493 T3

Ser Ser Trp Asp Asp Ser Val Ser Gly Pro Val

1

<210> 77

<211>120

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 77

Glu Leu Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser
35

Ser Gly Ile
50

Gly Arg Phe

Gln Met Asn

Lys Ser Gly

Gly Thr Gln
115

<210>78

<211> 111

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 78

Leu

Leu
20

Trp

Tyr

Thr

Ser

Tyr

100

Val

Val

Ser

Val

Lys

Ile

Leu

85

Gly

Thr

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Lys

Ser

Val

Ser

vVal

Gln

Gly

55

Arg

Pro

Ser

Ser

Gly

Glu

Ala

40

Gly

Asp

Glu

Leu

Ser
120

75

Ser

25

Pro

Pro

Asn

Asp

Gly
105

Ala
10

Gly

Gly

Lys

Ala

Thr

90

Asp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Phe

10

Val

Thr

Gly

Ala

60

Asn

Val

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Asn

Thr

Tyr

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Trp
110

Gly
15

Ser

Trp

Val

Tyr

Cys

25

Gly

Gly

Tyr

Val

Lys

Leu

80

Ala

Gln



ES 2594493 T3

15

Gln Ala Gly Leu Thr Gln Leu Ser Ser Met Ser Gly Ser Pro Gly Gln
1 5 10 15
Thr Val Thr Ile Thr Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Gly Gly
20 25 30
Tyr Tyr Leu Ser Trp Tyr Gln His Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45
Leu Ile Tyr Ser Asn Ile Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Thr Ser Gly Ile Ser Ala Ser Leu Thr Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80
Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Ser Trp Asp Asp Ser
B5 90 a5
Val Ser Gly Pro Val Phe Gly Gly Gly Thr Ser Leu Thr Val Leu
100 105 110
<210>79
<211> 360
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia CDR
<400> 79
gagttgecage tggtggagtce tgggggagec ttggtgcage ctoggggggtc totgagactce 60
tcetgtgtag agtctggatt caccttcagkt agttatgeca tgagetgggt cogecagget 120
ceaggaaagy ggctegagtg ggtetcaggt atttataaag ghggtgghtec aaaatatgea 180
aactccgtga agggecgatt caccatetee agagacaacg ccaagaacac gehgtatcetg 240
caaatgaaca goctgaaace tgaggacacyg gecghbttatt actgtgcaaa ateggggtac 300
ggtagtagce ttggggactt tggttcctgg ggeccagggga cccaggtcac cgtctcocteg 360
<210> 80
<211> 366
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 80

76



ES 2594493 T3

25

gaggtgcagg tgcaggaghbc gggeccagge ctggtgaagce cetegecagac goetoteccocte 60
acctgcactg tctetggtgg ctocatgaca ggecaactatt atgettggag ctggatccge 120
cagoocccag ggaagggget ggagtggatyg ggagtecatag cttatgatgg cageacttac 180
tacagececeat cecetcaagag cocgecacttet atctccaggg acacgtccaa gaaccagtte 240
tecetgeagt tgagetetgt gageecctgag gacacggecog tgtattactg tgecagagge 300
cecagggtggt atagtggtag caggaatgac tactggggec aggggaccca ggtcacegte 360
tcctca 366
<210> 81
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia CDR
<400> 81
gcacaggcag ggctgactca gctgtcctec atgtctggat cccocgggcecca gacggtcacce &80
atcacctgca caggaagcag cagcaacatc gggggtggtt attatttgag ctggtaccaa 120
catctgcecag gaacggecce caaactcctg atctacagta acatcaatag ggoctegggg 180
gtcecggace gettetetgg ctecacgteg ggeatetegg coteccctgac tatcactggg 240
ctecaggetg aggacgagge tgactattac tgttcatcet gggatgacag cgtcagtggt 300
cctgtgtteg geggagggac caghctgace gtecte 336
<210> 82
<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia CDR
<400> 82
cagtctgece tgactcagec teccocteocegtg toctgggtctc caggaaagac ggtcaccatce 60
tcctgtacag gaaccaacag tgatgttggg tacggaaact atgtctcctg gtaccageag 120
ctcccaggaa tggcccccaa actcectgata tatgacgtca atagacgggce ctcagggatce 180
getgateget tetetggete caagtetgge aacacggect coctgaccat ttetgggete 240
cagtetgagg acgagggtga ttatecattgt gectcatata gaagtgecaa caatgetgtg 300
tteggeggag ggaccecatet gttegtectg 330
<210> 83
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

77
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<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 83

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

<210> 84

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 84

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

<210> 85

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 85

Arg Ile Asp Pro Glu Glu Gly Gly Thr Lys Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 86

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 86

Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Phe Ser Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu
1 5 10 15

Ala

<210> 87

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR
<400> 87

78



10

15

20

<210> 88
<211>127
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 88

Gln

Thr

Tyr

Trp

Leu
65

Ser

Cys

Ala

<210> 89
<211> 113
<212> PRT

Val

Leu

Tyr

Met

50

Lys

Leu

Ala

Leu

Gln

Ser

Tyr

35

Gly

Ser

Gln

Arg

Asp
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 89

ES 2594493 T3

Gln Gln Gly Tyr Ser Phe Pro Tyr Ser

1

Leu

Leu
20

Trp

Val

Arg

Leu

Asp

100

Ala

Val

Thr

Ser

Ile

Thr

Ser

85

Val

Trp

Glu

Cys

Trp

Ala

Ser

70

Ser

Arg

Gly

Ser

Ala

Ile

Tyr

55

Ile

Val

Val

Gln

5

Gly

Val

Arg

40

Asp

Ser

Thr

Ile

Gly
120

79

Pro

Ser
25

Gln

Gly

Arg

Pro

Ala

105

Thr

Gly
10

Gly

Ser

Ser

Asp

Glu

20

Thr

Gln

Gly

Pro

Thr

Thr

75

Asp

Gly

Val

Val

Ser

Gly

Asp

Ser

Thr

Trp

Thr

Lys

Ile

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Ala

Val
125

Pro

Thr
30

Gly

Ser

Asn

Val

Thr

110

Ser

Ser
15

Thr

Pro

Gln

Tyr

95

Ala

Ser

Gln

Asn

Glu

Ser

Phe

80

Tyr

Asn



10

15

20

ES 2594493 T3

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro

Asp Lys Val Thr Ile Asn Cys Lys
20

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala
35 40

Ser Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Trp
50 55

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly
65 70

Ile Ser Asn Phe Gln Pro Glu Asp
85

Gly Tyr Ser Phe Pro Tyr Ser Phe
100

Thr

Ser
25

Trp

Ala

Ser

Ala

Gly
105

Arg

<210> 90

<211> 381

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 90

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ala

90

Ser

caggtgcage tcgtggagtc gggoccagge ctggtgaagce

acctgcgetg tctctggtgg ctccatcaca accaactatt

cagtceceocag ggaagggget ggagtggatg ggagteatag

tacagoecat ccctcaagag cogeacttec atctocaggg

tecectgeage tgagetetgt gaceceoctgag gacacggecg

gtaagggtaa tcgectacggg ttgggctact gecaatgett

acccaggtca cocgtgteecte a

<210> 91

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

80

Val

Gln

Gln

Ile

Thr

15

Val

Gly

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

cctogeagac
actactggag
cttatgatgg
acacgtccaa
tgtattactyg

tggacgcatyg

Ala

Val

Arg

45

Glu

Phe

Tyr

Arg

Ser

Leu

30

Leu

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Ala

15

Phe

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

actctcccte
ctggattege
cagcactgac
gaaccagtte
tgecagagat

gggccagyay

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile

60

120

180

240

300

340

381
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<400> 91
gatattgtga tgacecagac teogcacctee gtgactgeat ctgeaggaga caaggtcace 60
atcaattgta agtccagcoca gagtgtgtta ttcagetcca accagaaaaa ctacttaget 120
tggtaccagc agagacttgg acagtctcect aggctgctca tctactggge ttcoatccga 180
gaatcggggg ttecctgateg attcagcgge agtgggtccg caacagattt cacgctaacc 240
atcagcaact tccagcctga agacgcggca gtatattact gcoccagcaggg ttatagtttt 300
ccatatagktt teggeagtgg gaccaggetg gaaatcaga 339

<210> 92

<211>127

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 92

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys FPro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Thr Asn
20 25 30

Tyr Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45

Trp Ile Gly Val Ile Ala Tyr Glu Gly Ser Thr Asp Tyr Ser Pro Ser
50 55 60

Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe
65 70 75 8Q

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 90 95

Cys Ala Arg Asp Val Arg Val Ile Ala Thr Gly Trp Ala Thr Ala Asn
100 105 110

Ala Leu Asp Ala Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 93

<211> 111

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

81



10

<400> 93

Gln
1

Ser

Asn

Leu

Ser

65

Gln

Ser

Val

Tyr

Ile

50

Gly

Ala

Ala

Thr

val

35

Phe

Ser

Glu

Leu

Ile

20

Ser

Ala

Lys

Asp

Thr

Ser

Trp

val

Ser

Glu
85

ES 2594493 T3

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Pro

Ala

Gln

Tyr

55

Asn

Asp

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Ser

Thr

25

Pro

Ala

Ala

Tyr

val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys
90

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Gly

Asp

Thr

val

60

Thr

Ser

Ser

Val

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Pro Gly

Gly Tyr

30

Pro Lys

Asp Arg

Ser Gly

Arg Ser
95

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Asn Asn Ala Ala Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100

<210> 94
<211>127
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 94

82

105

110



10

Gln

Thr

Tyr

Trp

Leu

65

Ser

Cys

Ala

<210> 95
<211> 111
<212> PRT

Val

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

Ala

Gln

Ser

Tyr

35

Gly

Ser

Gln

Arg

Asp
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 95

Leu

Leu
20

Trp

Val

Arg

Leu

Asgp

100

Ala

Gln

Thr

Ser

Ile

Val

Ser

g5

Val

Trp

ES 2594493 T3

Glu

Cys

Trp

Ala

Thr

70

Ser

Arg

Gly

Ser

Ala

Ile

Tyr

55

Ile

Vval

Val

Gln

Gly

Val

Arg

40

Glu

Ser

Thr

Ile

Gly
120

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Val

Pro

Ala

105

Thr

Gly

10

Gly

His

Ser

Asp

Glu

90

Thr

Leu

Gly

Pro

Thr

Thr

75

Asp

Gly

Val

Val

Ser

Gly

Asp

Ser

Thr

Trp

Thr

Lys

Ile

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Ala

Val
125

Pro

Ser

30

Gly

Ser

Asn

Vval

Thr

110

Ser

Ser

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Ala

Ser

Gln

Asn

Glu

Ser

Phe

80

Tyr

Azn

Gln Ser Ala Leu Thr Gln Pro Arg Ser Val Ser Gly Ser Pro Gly Gln

1

5

10

15

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

20

83

25

30



10

15

Asn

Met

Ser
65

Gln

Azn

<210> 96
<211>127
<212> PRT

Tyr

Ile

50

Gly

Ala

Azn

Val

35

Phe

Ser

Glu

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 96

Gln

1

Thr

Tyr

Trp

Leu

65

Ser

Cys

Ala

<210> 97

Val

Leu

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

Ala

Leu

Gln

Ser

Tyr

35

Gly

Ser

Gln

Arg

Asp
115

Ser

Ala

Lys

Asp

Ala
100

Len

Leu
20

Trp

Val

Arg

Leu

Asp

100

Ala

Trp

Val

Ser

Glu

85

Val

Gln

Thr

Ser

Ile

Val

Ser

85

Val

Trp

ES 2594493 T3

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Phe

Glu

Cys

Trp

Ala

Thr

70

Ser

Arg

Gly

Gln

Tyr

55

Azn

Asp

Gly

Ser

Thr

Ile

Tyr

55

Ile

Val

Val

Gln

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

Gly

Val

Arg

40

Glu

Ser

Thr

Ile

Gly
120

84

His

Ala

Ala

Tyr

Gly
105

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Arg

Ala

Ala

105

Thr

Pro

Ser

Phe

Cys

20

Thr

Gly

10

Gly

Ser

Ser

Asp

Glu

90

Thr

Leu

Gly

Gly

Leu

15

Ala

Lys

Len

Gly

Pro

Thr

Thr

75

Asp

Gly

Val

Thr

Ile

60

Thr

Ser

Val

Ser

Gly

Asp

Ser

Thr

Trp

Thr

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Lys

Ile

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Ala

Val
125

Pro

Asgp

Ser

Arg

Val
110

Pro

Thr

30

Gly

Ser

Asn

Val

Thr

110

Ser

Lys Leu

Arg Phe

Gly Leu

Ser Ser
95

Ser Gln
15

Thr Asn

Leu Glu

Pro Ser

Gln Phe

80

Tyr Tyr
95

Ala Asn

Ser
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15

20

<211> 111
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 97

Gln

Thr

Asn

Met

Ser

65

Gln

Asn

<210> 98
<211>127
<212> PRT

Ser

Val

Tyr

Ile

50

Gly

Ser

Asn

Val

Thr

Val

33

Phe

Ser

Glu

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 98

Leu

Ile

20

Ser

Ala

Lys

Asp

Ala
100

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

85

val

ES 2594493 T3

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Ala

Gln

Tyr

55

Asn

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

85

Ser

Thr

25

Leu

Ala

Ala

Tyr

Gly
105

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

30

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Gly

Asp

Thr

Tle

60

Thr

Ser

Leu

Ser

Val

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Pro

Gly

Pro

Asp

Ser

Arg

Val
110

Gly

15

Tyr

Lys

Arg

Gly

Ser

35

Leu

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

a0

Ser



10

Gln Val Gln

Thr Leu Ser

Tyr Tyr Tyr
35

Trp Ile Gly
50

Leu Lys Ser
65

Ser Leu Gln

Cys Ala Arg

Ala Leu Asp
115

<210> 99

<211> 111

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 99

Leu

Leu
20

Trp

Val

Arg

Asp
100

Ala

Gln

Thr

Ser

Ile

Val

Ser

g5

Val

Trp

ES 2594493 T3

Glu

Cys

Trp

Ala

Thr

70

Ser

Arg

Gly

Ser

Thr

Ile

Tyr

55

Ile

Val

Val

Gln

Gly

Val

Arg

40

Asp

Ser

Thr

Ile

Gly
120

86

Pro

Ser

25

Gln

Ala

Arg

Ala

Ala

105

Thr

Gly

10

Gly

Ser

Ser

Asp

Glu

90

Thr

Leu

Gly

Pro

Thr

Thr

75

Asp

Gly

Val

Val

Ser

Gly

Asp

Ser

Thr

Trp

Thr

Lys

Ile

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Ala

Val
125

Pro

Thr

30

Gly

Ser

Asn

Val

Thr

110

Ser

Ser

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Ala

Ser

Gln

Asn

Glu

Ser

Phe

80

Tyr

Azn



10

15

20

Gln

Thr

Asn

Met

Ser

65

Gln

Asn

<210> 100
<211> 381
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 100

caggtgcage
acctgcacag
cagtcgccag
tacagocecat
tocectgaaac
gtaagggtaa

acectggtea

<210> 101
<211> 333
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 101

Ser

Val

Tyr

Ile

50

Gly

Ser

Asn

Val Leu

Thr Ile

20

Val
35

Ser

Phe Ala

Ser Lys

Glu Asp

Ala Ala

100

tegtggagte
tetetggtgyg
ggaaggggct
ccctocaagag
tgagectctgt
tegetacggg

ceghgtecte

ES 2594493 T3

Thr Gln Pro

Ser Cys Ala

Trp Tyr Gln

Val Ser Tyr

55

Ser Gly Asn

70

Glu
85

Ala Asp

Val Phe Gly

gggcccagge
ctocatcage
ggagtggatt
cogogtgace
gaccgcggag
ttgggcetact

a

Pro Ser

10

Thr
25

Gly

Gln
40

Pro

Arg Ala

Thr Ala

Tyr Tyr

90

Gly Gly

105

ctggtgaage
accaactatt
ggagtcatag
atctocaggg
gacacggocy

gccaatgett

87

Val

Ser

Pro

Ser

Phe

Cys

Thr

Ser Gly

Ser Asp

Gly Thr

Ile
60

Leu Thr

15

Ala Ser

Lys Leu

cctegecagac
actactggag
cttatgaagg
acacgtcoaa
tgtattactg

tggacgeatg

Ser Pro Gly

15

Val Gly

30

Tyr

Ala
45

Pro Lys

Pro Asp Arg

Ile Ser Gly

Ser
95

Tyr Arg

Thr val

110

Leu

actcteccte
ctggattege
cagcactgac
aaaccagttc
tgccagagat

gggccagggg

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser

60

120

180

240

300

360

381



10

15

20

25

30

cagtetgegt tgacgeagecs

toctgtgeag gaaccageag

cogocaggea cggoococaa

cectgatcget totcoctggetce

caggctgagg acgaggctga

gtgttegygeg gagggaccaa
<210> 102

<211> 381

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 102

caggtgeage
ac¢tgegeag
cagecatccag
tacagceccat
tcoctgeaac

gtaagggtaa

accctyggtea

tecaggagte
tetetggtgg
ggaagggget
ccctcaagag
tgagctctgt
togetacggg

coagtgtectae

<210> 103
<211> 333
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 103

cagtctgegt
tcetgtgeag
catccaggca
cctgatcget
caggctgagg

gtgtteggeg

tgacgcagcecce
gaaccagoag
cggcccccaa
tctectggete
acgaggctga

gagggaccaa

<210> 104

<211> 381

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2594493 T3

tecttecgtg
tgatgttggg
actcocctgate
caagtcagge
ttattactgt

actgaccgte

gggeccagge
ctocatcage
ggagtggatt
ccgegtgacce
gaccccggag
ttgggctact

a

tocgttecegtg
tgatgttggg
actcatgatc
caagtcaggc
ttattactgt

actgacegte

tetgggtete
tatggaaact
tttgcagtca
aacacggcet
gcctcatata

cta

ctggtgaage
accaactatt
ggagtcatag
atctcegtgg
gacacggccyg

gecaatgett

tctgggtcte
tatggaaact
tttgcagtca
aacacggcct
gocteatata

cta

88

caggacaaag
atgtctectg
gctategage
ctttgaccat

gaagcagcaa

cetegeagac
actactggag
cttatgaagyg
acacgtccaa
tgtattactg

tggacgcatg

caggacaaag
atgtcteoetg
gctategage
ttttgacecat

gaagcagcaa

cgtcaccate
gtaccageag
ctcaggggtt
ctctgggete

caatgctget

actotoccte
ctggattege
cagcactgac
gaaccagtte
tgccagagat

gggccagygdd

cgtcaccate
gtaccagcag
ctcagggatt
ctetgggete

caatgetget

60
120
180
240
300

333

60
120
180
240
300
360

381

60
120
180
240
300

333
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<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 104
caggtgcage tccaggagtc gggeccagge ctggtgaagce cctegcagac actctccectce 60
acctgcacag tctctggtgg ctcecatcace accaactatt actactggag ctggattcge 120
cagtctcoccag ggaagggget ggagbggatt ggagtcatag cttatgaagg cagcactgac 180
tacageccat coctcaagag cegegtgace atctecaggg acacgtccaa gaaccagttce 240
teocctgeaac tgagetetgt gaccgoggag gacacggeeg tgtattactg tgccagagat 300
gtaagggtaa teogetacggg ttgggotact gecaatgett tggacgeatg gggecagggy 360
accctggtca cecgtgtecte a 381

<210> 105

<211> 333

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 105
cagtctgtgt tgacgeagee tecttecgtg tetgggtote caggacaaac cgtoaccate 60
tecctgtgeag gaaccagocag tgatgttggg tatggaaact atgtcotcectg gtaccagcoag 120
ctgecaggca cggcccecaa actcatgate tttgeagtea gotatcgage ctcoagggatt 130
cctgatoget tocteotggeote caagtcagge aacacggeoct ctttgaccat ctctgggete 240
cagtctgagg acgaggcetga ttattactgt goctcatata gaagcagcaa caatgetget 300
gtgttcggog gagggaccaa actgaccgtc cta 333

<210> 106

<211> 381

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 106

89
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15

20

caggtgeage
acctgcacag
cagtcgcocag
tacagcccat
tccectgeaac

gtaagggtaa

acecctggtea

<210> 107
<211> 333
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 107

cagtctgtgt
tectgtgeag
ccgocaggea
cctgateget
cagtctgagyg

gtgttcggceg

<210> 108
<211>119
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 108

teccaggagte
tctetggtgg
ggaaggggct
ccctcaagag
tgagectctgt
tegetacggg

cegtgtecte

tgacgcagec
gaaccagcag
cggeoeccaa
tetetggete
acgaggetga

gagggaccaa

ES 2594493 T3

gggeocagyge
ctoeatcace
ggagtggatt
ccgegtgacce
gaccgcggayg
ttgggetact

a

tecttcocogtg
tgatgttggg
actcatgatc
caagtcagge
ttattactgt

actgaccgtc

ctggtgaage
accaactatt
ggagtcatag
atctccaggg
gacacggccg

gocaatgott

tctgggtctce
tatggaaact
tttgcagteca
aacacggecet
gcetcatata

cta

90

cectegeagace
actactggag
cttatgatge
acacgtccaa
tgtattactyg

tggacgeatg

caggacaaac
atgtctcoctg
getatecgage
ttttgaccat

gaageagecaa

actcteoecte
ctggattcge
gagcactgat
gaaccagttc
tgccagagat

gggccagggy

cgtcaccatc
gtaccagcag
ctcagggatt
ctetgggete

caatgetget

60

120

180

240

300

360

381

60

120

180

240

300

333
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Glu

Ser

Ser

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

<210> 109
<211> 113
<212> PRT

val

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Gln

Gln

Lys

Asp

Ile

Arg

Leu

val

Val
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 109

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Asp

100

Thr

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Val

ES 2594493 T3

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Tyr

Ser

Pro

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Leu

91

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Gly
105

Glu
10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Tyr

val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Ile

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Trp

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Met

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Ala

Asn

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



10

Asp

Glu

Ser

Ser

Pro
65

Ile

Gly

Lys

<210> 110
<211> 119
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ile

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

val

Val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ser

<223> Secuencia CDR

<400> 110

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Phe
100

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln
85

Pro

ES 2594493 T3

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Tyr

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Ser

Pro

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Phe

92

Asp

Ser

25

Trp

Ala

Ser

val

Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala
90

Ser

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

val

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Ala

Val

Arg

45

Glu

Phe

Tyr

Arg

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Leu

15

Phe

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Glu

Gly

Ser

Gln

val

Thr

80

Gln

Ile



ES 2594493 T3

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Met Asn
20 25 30

Ser Ile Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Glu Gly Gly Thr Lys Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 &0

Gln Gly Arg Val Thr Phe Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Val Asp Asp Tyr Tyr Leu Gly Tyr Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 111

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 111

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Thr Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

93



10

Glu

Ser

Ser

Pro

65

Ile

Gly

Arg

<210> 112
<211> 119
<212> PRT

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

Val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 112

Glu
1

Ser

Ser

Gly

Gln

65

Val

Val

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Gln

Lys

Asp

35

Ile

Arg

Len

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Phe
100

Len

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

ES 2594493 T3

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Pro

Tyr

Gln

Cys

Arg

Glu

Phe

70

Len

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Ser

Pro

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Lys

Ala

40

Gly

Asp

Phe

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

94

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Val

Gly
105

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gln

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Gln

Gln

Ile

Thr

15

Val

Gly

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Lys Lys

Thr Phe

Gly Len

Tyr Ala

60

Thr Ser

Ala Val

Val

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Arg

45

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Phe

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

15

Met

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile

Ala

Asn

Met

Phe

Tyr

80

Cys
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15

20

25

ES 2594493 T3

Ala Arg Val Asp Asp Tyr Tyr Leu Gly Tyr Asp Tyr Trp Gly Gln Gly

100

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115

<210> 113
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 113

Asp Ile Val
1

Glu Arg Val

Ser Asn Gln
35

Ser Pro Arg
50

Pro Asp Arg
65

Ile Ser Ser

Gly Tyr Ser

Arg

<210> 114
<211>119
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 114

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Phe
100

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Gln

Aszsn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Tyr

Ser

Cys

Leu

Tyr

53

Ser

Glu

Ser

Pro

Lys

Ala
40

Trp

Gly

Asp

Phe

105

Asp

Ser
25

Trp

Ala

Ser

Val

Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ala

80

Gln

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Val

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Val

Val

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Arg

110

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Glu Gly
15

Phe Ser

Gly Gln

Gly val

Leu Thr
80

Gln Gln
35

Glu Ile

Gln Val Gln Leu Val Gln Pro Gly Val Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1

5

95

10

15



10

Ser

Ser

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

<210> 115

<211> 113
<212> PRT

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Gln

Lys

Asp

35

Ile

Arg

Leu

Val

Val
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 115

Asp
1

Glu

Ser

Pro

Pro

65

Ile

Ile

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Val

Ala

Gln

35

Arg

Arg

Ser

Val
20

Trp

Asp

Val

Ser

Asp

100

Thr

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Val

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln
85

ES 2594493 T3

Cys

Arg

Glu

Phe

70

Leu

Tyr

Ser

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Pro

Lys

Gln

Glu

53

Thr

Arg

Tyr

Ser

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Leu

Pro

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

96

Ser

Fro

Gly

Asp

Asp

Gly
105

Thr

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Val

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

80

Tyr

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala
g0

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Asp

Val

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Trp

Val

val

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Met

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Len

15

Phe

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Asn

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln
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15

20

25

ES 2594493 T3

Gly Tyr Ser Phe Pro Tyr Ser Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile

100

Arg

<210> 116
<211>119
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 116

Gln Val Gln Leu Val Gln Pro
1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys
20

Ser Ile Asp Trp Val Arg Gln
35

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Glu

Gln Gly Arg Val Thr Phe Thr
65 70

Val Glu Leu Asn Ser Leu Arg
85

Ala Arg Val Asp Asp Tyr Tyr
100

Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 117
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 117

105

Gly Ala

Ala Ser

25

Ala Pro

40

Gly Gly

Ala Asp

Ser Glu

Leu Gly

105

Glu Val
10

Gly Tyr

Gly Gln

Thr Lys

Thr Ser
75

Asp Thr
20

Tyr Asp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Trp

110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly Ala
15

Met Asn

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Gln Gly

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1 5

97

10

15



10

Glu

Ser

Pro

Pro

65

Ile

Gly

Lys

<210> 118
<211> 119
<212> PRT

Lys

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

Val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 118

Gln
1

Ser

Ser

Gly

Gln

65

Met

val

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Gln

Lys

Asp

35

Ile

Arg

Leu

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Len

Phe
100

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Ile

aAsn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser
85

ES 2594493 T3

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Pro

Tyr

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Ser

Pro

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

98

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Val

Gly
105

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ala

90

Gln

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Val

Gly

Leu

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Arg

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

val

Arg

45

Glu

Phe

Tyr

Arg

Asn

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Phe

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

15

Met

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Ser

Gln

val

Thr

80

Gln

Ile

Ala

Asn

Met

Phe

Tyr
80



10

15

20

25

ES 2594493 T3

Ala Arg Val Asp Asp Tyr Tyr Leu Gly Tyr Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 119
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 119

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly
1 5 10 15

Glu Arg Val Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu FPhe Ser
20 25 30

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Ile Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp FPhe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Val Thr val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95

Gly Tyr Ser Phe Pro Tyr Ser Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile
100 105 110

Lys

<210> 120
<211>119
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 120

Gln Val Gln Leu Val Gln Pro Gly Ala Glu Val Lys lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

99



10

Ser Val

Ser Ile

Gly Arg
50

Gln Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Thr Leu

<210> 121
<211> 113
<212> PRT

Lys

Asp

35

Ile

Arg

Leu

Val

val
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 121

Asp Ile
1

Glu Arg

Ser Asn

Pro Pro
50

Pro Asp
65

Ile Ser

Val

Ala

Gln

35

Lys

Arg

Ser

val

20

Trp

Asp

val

Asn

Asp

100

Thr

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

val

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln
B85

ES 2594493 T3

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Tyr

Ser

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Pro

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

Thr

Cys

Leun

Tyr

55

Ser

Glu

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Leu

Pro

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

100

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Gly
105

Thr

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Val

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Tyr

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ala
90

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Asp

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Val

Ile

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Trp

Pro

Val

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Ser

Len

30

Prao

Ser

Thr

Cys

Met

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Ala

15

Phe

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Asn

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Ser

Gln

vVal

Thr

80

Gln



10

15

20

25

30

35

Gly Tyr Ser Phe Pro Tyr Ser Phe Gly Ser Gly Thr Arg Leu Glu Ile

100

Lys

<210> 122
<211> 357
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 122

gaggtccagc
tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagetga

gactattacc

tggtgcagee
cttctggata
ggcttgagtg
tccagggeag
geagtetgag

ttgggtatga

<210> 123
<211> 339
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 123

gatattgtga
atcaattgta
tggtaccage
gaateggggg
atcagctctc

ccatatagtt

tgacccagag
agtccagcea
agagaccggg
ttectgateg
tteocaggctga

tecggcagtgg

<210> 124
<211> 357
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 124

ES 2594493 T3

agggygcggaa
catcttcace
gatgggaaga
agtcaccatg
atctgacgac

ctactgggge

cocegattee
gagtgtgtta
acagtcteoet
attecageggoe
agacgtggca

gaccaggcte

105

gtgaaaaaac
atgaactcaa
attgaccctg
actgcagaca
acggcegtgt

caggggacec

ttggcagcgt
ttecagcteca
aagetgetea
agtgggteeg
gtatattact

gagatcaaa

101

ctggggeatc
tagactgggt
aagagggtgg
cgtccaccag
attactgtge

aggtcacegt

ctttaggaga
accagaaaaa
totactggge
gcacagattt

gocagcagyaqg

110

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaaagtat
cacagcctac
gagagtagat

ctectea

acgtgtgacc
ctacttaget
ttocateecga
cacgetaace

ttatagtttt

60

129

180

240

300

357

60

120

180

240

300

339



10

15

20

25

30

caggtecage tggtgcagte

tcectgeaagg cttoetggata

cctggacaag ggcttgagtg
gcacagaagt tocagggeoag
atggagctga gcagtctgag

gactattacc ttgggtatga

<210> 125
<211> 339
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 125

gatattgtga
atcaattgta
tggtaccage
gaateggggg
atcagectete

ccatatagtt

tgacccagag
agtccagcca
agaaaceggy
ttectgateg
ttcagectga

tcggccaggg

<210> 126
<211> 357
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 126

gaggtecage
tectgeaagy
cctggacaag
gcacagaagt
gtggagctga

gactattacc

tggtgeagea
cttetggata
ggcttgagtyg
tccagggecag
gecagtctgag

ttgggtatga

<210> 127
<211> 339
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

ES 2594493 T3

tggggeggaa

caccttecace
gatgggaaga
agtcaccetta
atctgacgac

ctactggggc

ccoccgattcc
gagtgtgtta
acagtetect
attecagegge
agacgtggca

caccaggctc

aggggeggaa
caccttcace
gatgggaaga
agtcaccttc
atctgacgac

ctactgggge

gtgaaaaaac

atgaactcaa
attgaccctg
actcogagaca
acggccgtgt

caggggaccc

ttgacagcgt
ttcagctcca
aagcetgetea
agtgggtceg
gtatattact

gagatcaga

gtgaaaaaac
atgaactcaa
attgacectg
actcgagaca
acggcegtgt

caggggacce

102

ctggggeate

tagactgggt

aagagggtgyg
cgtacaccag

attactgtge

aggtcaccgt

ctttaggaga
accagaaaaa
tetactggge
geacagattt

gccagcaggqg

ctggggeate

tagactggyt

aagagggtgyg

cgtccaccag

attactgtgc

tggtcaccgt

agtgaaggte

gegagaggoce
cacaaagtat

cacagcctac

gagagtagat

ctocectea

acgtgtgacc

ctacttagct
ttocateocga
cacgetaace

ttatagtttt

agtgaaggte
gegagaggec
cacaaagtat
cacagcctac
gagagtagat

ctceotea

60

120
180
240
300

357

60
120
180
240
300

339

60
120
180
240
300

357



10

15

20

25

30

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 127

gatattgtga
atcaattgta
tggtaccage
gaatcggggg
atcagctcte

cceatatagtt

<210> 128
<211> 357
<212> ADN

tgacccagag
agtcoccageeca
agaaaccggg
ttecctgateg
ttcaggectga

toggecagag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 128

caggtccagec
tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagetga

gactattace

<210> 129
<211> 339
<212> ADN

tggtgcagecc
cttctggata
ggcttgagty
tecagggeag
gecagtetgag

ttgggtatga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 129
gatattgtga
atcaattgta
tggtaccage

gaatcggggyg

atcagectcte

ccatatagtt

<210> 130

tgacccagag
agtccageca
agaaaccggyg
ttceotgateg

ttcagcctga

toggeccaggg

ES 2594493 T3

cocccgatteo
gagtgtgtta
acagtctecct
attcagcgge
agacgtggeca

gaccaggota

aggggtggaa
caccttcacec
gatgggaaga
agtcacctte
atctgacgac

ctactggage

ccccacctece
gagtgtgtta
acagectect
attcagegge
agacgtggca

gaccaggcte

ttggcagtgt

ttcagecteea
aggctgctca
agtgggtceg
gtatattact

gagatcaga

gtgaaaaaac
atgaactcaa
attgaccctg
actgcagaca

acggecgtgt

caggggacee

gtggcagtgt

ttecageteoca
aggctgcteca
agtgggtccg
gtatattact

gagatcaga

103

ctgaaggaga
accagaaaaa
tctactggge
ccacagattt

gocagcaggy

ctggggcatc

tagactgggt

aagagggtgg

cgtecaccag
attactgtyge

aggtcacegt

ctttaggaga
accagaaaaa
tctactggge
gcacagattt

gccagoaggyg

acgtgtgacc

ctacttaget
ttccatccga
cacgctaacc

ttatagktttt

agtgaaggtc
gcgacaggec
cacaaagtat
cacagectac
gagagtagat

ctectea

acgtgcgace
ctacttaget
ttccatcega
cacgctaacc

ttatagtttt

60
120
180
249
300

339

60
120
180
240
300

357

60
120
180
240
300

339



10

15

20

25

30

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 132

<211> 357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 130

caggtccage tggtgcagec

tcectgeaagg cttetggata

cctggacaag ggcttgagtg

goeacagaagt tecagggeag

gtggagctga acagtctgag

gactattacc ttgggtatga

<210> 131

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 131
gatattgtga tgacccagag
atcaattgta agteccagceca
tggtaccage agagaccggg
gaateggggg ttoctgateg
atcagctcte ttcagecctga
ccatatagtt teggecaggg

<210> 132

<211> 357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2594493 T3

aggggcggaa
caccttecace
gatgggaaga
agtecacctte
atctgaggac

ctactggggc

ccccgattee
gagtgtgtta
acagectcct
attcagegge
agacgtggca

gaccaggeta

gtgaaaaaac
atgaactcaa
attgaccctg
actgeagaca
acggccgtgt

caggggaccc

ttggcagtgt
ttcageteca
aagctgetea
agtgggtceyg
gtatattact

gagatcaaa

104

ctggggcatce

tagactgggt

aagagggtgg

cgteccaccag

attactgtge

aggtcaccgt

ctttaggaga
accagaaaaa
tetactggge

ccacagattt

gccagcaggyg

agtgaaggtc
gogacaggee
cacaaagtat
cacagcctac
gagagtagat

ctectea

aaaggtgacc
ctacttaget
ttcocatecga
cacgctaace

ttatagtttt

60

120

180

240

300

357

60

120

180

240

300

338



10

15

20

25

30

gaggtccage
tecctgoaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagectga

gactattace

tggtgcagec
ctteoctggata
ggcttgagtg
teccagggeag
gcagtetgag

ttgggtatga

<210> 133
<211> 339
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 133

gatattgtga tgacccagac

atcaattgta agtccagcca

tggtaccage agaaaccggg

gaataeggggg ttectgateg

atcagetete tteageoctga

ccatatagtt tcggccagggy

<210> 134
<211> 357
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 134

caggtecage tggtgeagec

tcetgocaagyg cttetggata

cctggacaag ggcttgagtg

gcacagaagt tccagggcag

atggagctga acagtctgag

gactattacc ttgggtatga
<210> 135

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2594493 T3

aggggcggaa
caccttcacce
gatgggaaga
agtcaccatqg
atetgaggac

ctactgggge

ccocgattec
gagtgtgtta
acagtectect
attecagegge
agacgtgaca

gaccaggcte

aggggcggaa
catcttecace
gatgggaaga
agtcaccatg
atctgaggac

ctactgggac

ctgagaaacc
atgaactcaa
attgaccctg
actegagaca
acggceegtgt

caggggacdoe

ttggcagtgt
ttcagcteccoca
aagctgetea
agtgggtcecg
gtatattact

gagatcaaa

gtgaaaaaac
atgaactcaa
attgacecectyg
actgcagaca

acggccgtgt

cagygggaccc

105

ctggggcatc
tagactgggt
aagagggtgyg
cgtccaccag

attactgtge

aggtcacogt

ctgcaggaga
accagaaaaa
tetactggge

geacagattt

gccagcagqgg

ctggggceate
tagactgggt
aagagggtag
cgtccaccag
attactgtge

tggtcaccgt

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaaagtat
cacagectace
gagagtagat

ctoectea

acgtgtgace
ctacttagcet
ttecatecga
tacgetaacce

ttatagtttt

agtgaaggte
goegacaggcoe
cacaaagtat
cacagcctac
gagagtagat

cteocteca

60

120

180

240

300

357

60

120

180

240

300

339

60

120

180

240

300

357



10

15

20

25

<223> Secuencia CDR

<400> 135

gatattgtga
atcaattgta
tggtaccagc
gaatcggggy

atcagetete

ceatatagtt

<210> 136
<211> 111
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 136

Arg Ser Glu

1

Pro Ala Ile

Thr Leu

35

Arg

Phe
50

Lys Asp

Thr
65

Leu Thr

Gly Pro Ala

Gly His Gly

<210> 137

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 137

tgacccagac
agtccagcca
agaaaccggg
ttcoctgateg
tteageoctga

teggeagtgy

Glu

Tyr

20

Thr

Leu

Leu

Met

Thr
100

ES 2594493 T3

ceccacctae
gagtgtgtta
acagcctccet
attcagcgge
agacgtggca

gaccaggete

Cys Leu Ser

Lys Val Phe

Ile Cys Gly

Thr
55

Lys Lys

Glu Ser

70

Ser

Asn His

85

Lys

Thr Gln Tyr

ttggeacegt ctgecaggaga
ttcagctcca accagaaaaa
aagctgctca tctactggge

agtgggtccg ccacagattt

gtatattact gccagcaggyg

gagatcaaa

Gly Thr Trp

10

Asn Ser

25

Pro

Trp Phe

40

Asp

Arg Val Leu

Thr Met Asn

Phe Met

90

Asn

Thr
105

Ser Phe

106

Thr

Ala

Gly

Leu

Thr

75

Ser

Ser

Gln

Pro

Phe

Gly

60

Leu

Ile

Tyr

adgtgdgacd
ctacttagct
ttccatccocga
cacgctaacc

ttatagtttt

Gln Ile Cys

15

Glu
30

Leu Gly

Arg Asn

45

Arg

Asn Glu Ser

Lys Cys Thr

Ile Ile Ser

95

vVal Asp Pro

110

Leu

Gly

Asn

Cys

val

80

Asn

60
120
180
240
300

339



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2594493 T3

Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr Asn Pro Asn Gln Lyg Ser Tyr Leu

1

Ala

<210> 138

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 138

5 10 15

Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr Thr Ser Asn His Lys Asn Tyr Leu

1

Ala

<210> 139

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 139

<210> 140

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 140

5 10 15

Gln Gln Gly Trp Ser Phe Pro Tyr Ser
1 5

Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr Asn Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1

Ala

<210> 141

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 141

5 10 15

107



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2594493 T3

Gln Gln Gly Trp Ser Phe Pr¢ Tyr Thr
1 5

<210> 142

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 142

Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr Gly Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15

Ala

<210> 143

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 143

Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Trp Ser Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15

Ala

<210> 144

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 144

Ala Gly Thr Ser Thr Asp Val Gly Tyr Gly Asn Tyr Val Ser
1 5 10

<210> 145

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 145

Ala Ser Tyr Arg Ser Ser Asn Lys Asn Ala Val
1 5 10

108



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2594493 T3

<210> 146

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 146

Ala Ser Tyr Arg Ile Thr Asn Arg His Ser Val
1 5 1Q

<210> 147

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 147

Ala Ser Tyr Arg Arg Ser Thr Asn Val Gly Val
1 5 10

<210> 148

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 148

Ala Ser Tyr Arg Thr Ser Asn Asn Val Ala Val
1 5 10

<210> 149
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 149

109



10

Glu Ile Val Met

Glu Lys Val Thr

Ser Asn Gln Lys

35

Ser Pro Arg Leu

50

20

Pro Asp Arg Phe

65

Ile Ser Ser Phe

Gly Tyr Ser Phe

Lys

<210> 150
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 150

100

ES 2594493 T3

Thr Gln
5

Ile Asn

Asn Tyr

Leu Ile

Ser Gly
70

Gln Pro
85

Pro Tyr

Ser

Cys

Leu

Ser
55

Ser

Glu

Thr

Pro Ser

Lys Ser
25

Ala Trp
40

Trp Ala

Gly Ser

Asp Ala

Phe Gly
105

110

Ser
10

Ser

Tyr

Ser

Thr

Ala
80

Ser

val

Gln

Gln

Ile

Thr
75

Val

Gly

Thr

Ser

Gln

60
Asp

Tyr

Thr

Ala

val

Arg

45

Glu

Phe

Tyr

Arg

Ser

Leu

30

Leu

Ser

Thr

Cys

Len
110

Ala
15

Trp

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Glu

Gly

Arg

Gln

Val

Thr
80

Gln

Ile



10

Asp Ile Val

Glu Lys Val

Pro Asn Gln
35

Ser Pro Arg
50

Pro Asp Arg
65

Ile Ser Ser

Gly Tyr Ser

Arg

<210> 151

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 151

Met

Ala

20

Lys

Leu

Phe

Phe

Phe
100

Thr

Ile

Ser

Ser

Gln
85

Pro

ES 2594493 T3

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

Pro

Tyr

Thr

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Ser

Pro

Lys

Ala
40

Trp

Gly

Asp

Phe

111

Ser

Ser
25

Trp

Ala

Ser

Ala

Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Thr

Ala

20

Ser

Val

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Ala

Val

Arg

45

Glu

Phe

Tyr

Arg

Ala

Leu

30

Pro

Ser

Ala

Cys

Leu
110

Val

15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Asn

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile



10

Asp Val val

Glu Lys Val

His
35

Ser Asn

Pro
50

Ser Arg

Pro
65

Asp Arg

Ile Ser Ser

Gly Trp Ser

Lys
<210> 152
<211> 113
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 152

Asp Ile Val
1

Glu Lys Val

Ser Asn Gln
35

Ser Pro Arg
50

ES 2594493 T3

Met Thr Gln

Thr Ile Asn

Lys Asn Tyr

Leu Leu Ile

Phe Ser Gly

70

Phe Gln

85

Pro

Phe
100

Pro Tyr

Met Thr Gln
5

Thr Ile Asn
20

Lys Asn Tyr

Leu Leu Ile

Ser

Cys

Len

Tyr

55

Ser

Glu

Ser

Thr

Cys

Leu

Tyr
55

Ser
10

Pro Ser

Lys Ser Ser

Ala
40

Trp Tyr

Trp Ala Ser

Gly Ser Thr

Ala Ala

90

Asp

Phe Gly Ser

105

Pro Ser Ser
10

Lys Ser Ser
25

Ala Trp Tyr
40

Trp Ala Ser

112

Val

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Val

Gln

Gln

Thr

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Thr

Ser

Gln

Arg
60

Ala Ser

Val Leu

Arg Len

45

Glu Ser

Phe Thr
Tyr

Cys

Leu
110

Arg

Ala Ser

Val Leu
30

Arg Leu
45

Glu Ser

Val

15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Glu

Gly

Thr

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile

Ala Gly

15

Tyr Asn

Gly Gln

Gly val



10

15

20

ES 2594493 T3

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Thr Thr Asp Phe Thr Len Thr

65

70

75

80

Ile Ser Ser Phe Gln Pro Glu Asp Ala Ala Val Tyr Tyr Cyg Gln Gln

85

90

95

Gly Trp Ser Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Ser Gly Thr Arg Leu Glu Ile

Lys

<210> 153
<211> 113
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 153

Asp
1

Glu

Ser

Ser

Pro

65

Ile

Gly

Lys

<210> 154
<211> 113
<212> PRT

Ile

Lys

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Trp

Gln

Val

Gln

35

Arg

Arg

Ser

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

100

Leu

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Phe

Phe
100

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

Pro

Tyr

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

105

Pro Ser

Llys Ser

25

Ala Trp

40

Trp Ala

Gly Ser

Asp Ala

Phe Gly
105

113

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Thr

Ala

90

Ser

Val

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

110

Ala Ser

Val Leu
30

Arg Leu

45

Glu Ser

Phe Thr

Tyr Cys

Arg Leu
110

Ala

15

Tyr

Gly

Gly

Len

Gln
95

Glu

Gly

Gly

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile



10

15

<400> 154

Asp Ile Gln Leu
1

Glu Lys Val Thr
20

Ser Asn Gln Lys

Ser Pro Arg Leu
50

Pro Asp Arg Phe
65

Ile Ser Ser Phe

Gly Trp Ser Phe
100

Lys

<210> 155
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 155

Asp Ile Gln Met
1

Glu Lys Val Thr
20

Ser Asn Gln Lys
35

Ser Pro Arg Len
50

Thr

Ile

Azn

Ser

Gln

g5

Pro

Thr

Ile

Asn

Len

ES 2594493 T3

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Pro

Tyr

Gln

Asn

Tyr

Ile

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Ser

Cys

Leu

Tyr
55

Pro

Lys

Ala
40

Trp

Gly

Asp

Phe

Pro

Lys

Ala

40

Trp

114

Ser

Ser
25

Trp

Ala

Ser

Ala

Gly
105

Ser

Ser
25

Trp

Ala

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Thr

Ala

90

Ser

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Val

Gln

Gln

Thr

Thr

15

Val

Gly

Val

Gln

Gln

Thr

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Thr

Ser

Gln

Arg

Val

Val

Arg

45

Glu

Phe

Tyr

Arg

Ala

Val

Arg

45

Glu

Ser Val
15

Leu Tyr
30

Leu Gly

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln
95

Leu Glu
110

Ser Ala
15

Len Tyr
30

Leu Gly

Ser Gly

Gly

Asn

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile

Gly

Asn

Gln

Val



10

15

20

Pro Asp Arg
65

Ile Ser Ser

Gly Trp Ser

Lys

<210> 156
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 156

Asgp Ile Val
1

Glu Lys Val

Ser Asn Gln
35

Ser Pro Arg
50

Pro Asp Arg
65

Ile Ser Aszn

Gly Tyr Ser

Arg

<210> 157
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

Phe

Phe

Phe
100

Met

Thr

20

Lys

Phe

Phe

Phe
100

Ser

Gln

85

Pro

Thr

Ile

Azn

Ser

Gln
85

Pro

ES 2594493 T3

Gly Ser Gly Ser

70

Pro Glu Asp Ala

Tyr Thr Phe Gly

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

Pro

Tyr

Thr

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Ser

Pro

Lys

Ala
40

Trp

Gly

Asgp

Phe

115

105

Ala

Ser
25

Trp

Ala

Ser

Ala

Gly
105

Thr Thr Asp Phe

75

Ala Val Tyr Tyr

90

Ser Gly Thr Arg

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Thr

Ala

90

Ser

Val

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Ala

Val

Arg

45

Glu

Phe

Tyr

Arg

Thr

Cys

Len
110

Ser

Leu

30

Val

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Leu Thr
80

Gln Gln
95

Glu Ile

Ala Gly
15

Phe Ser

Gly Gln

Gly val

Leu Thr
80

Gln Gln
95

Glu Ile



10

15

<400> 157

Asp Val Val Met
1

Glu Lys Val Thr
20

Ser Asn Gln Lys
35

Ser Pro Arg Leu
50

Pro Asp Arg Phe
65

Ile Ser Asn Phe

Gly Tyr Ser Phe
100

Arg

<210> 158
<211> 111
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 158

Gln Ser Val Leu
1

Thr Val Thr Ile
20

Asn Tyr Val Ser
35

Leu Ile Phe Ala
50

Thr

Ile

Azn

Leu

Ser

Gln

g5

Pro

Thr

Ser

Trp

Val

ES 2594493 T3

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Pro

Tyr

Gln

Cys

Tyr

Ser

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Ser

Pro

Ala

Gln

Tyr
55

Pro

Lys

Ala

40

Gly

Asp

Phe

Pro

Gly

Gln

40

Arg

116

Ser Ser
10

Ser Ser
25

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Thr

Ala Ala
90

Gly Ser
105

Ser val
10

Thr Ser
25

Len Pro

Ala Ser

Val Thr

Gln Ser

Gln Gln

Thr Arg

60

Thr Asp
75

Val Tyr

Gly Thr

Ser Gly

Ser Asp

Gly Thr

Gly Ile
60

Ala Ser Ala Gly
15

Val Leu Trp Ser
30

Arg Val Gly Gln
45

Glu Ser Gly Val

Phe Thr Leu Thr
80

Tyr Cys Gln Gln
95

Arg Leu Glu Ile
110

Ser Pro Gly Lys
15

Val Gly Tyr Gly
30

Ala Pro Lys Leun
45

Pro Asp Arg Phe



ES 2594493 T3

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Phe Leu Thr Ile Ser Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ser Tyr Arg Ser Ser
85 20 95

Asn Asn Ala Ala Val Phe Gly Gly Gly Thr His Leu Thr Val Leu

100 105 110
<210> 159
<211> 111
5 <212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia CDR
10
<400> 159
Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Thr Leu Gly Llys
1 5 10 15
Thr Len Thr Ile Ser Cys Ala Gly Thr Ser Thr Asp Val Gly Tyr Gly
20 25 30
Asn Tyr Val Ser Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45
Len Ile Phe Ala Val Ser Tyr Arg Ala Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Phe Leu Thr Ile Ser Gly Leun
65 70 75 80
Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ser Tyr Arg Ser Ser
85 90 95
Asn Asn Ala Ala Val Phe Gly Gly Gly Thr His Leu Thr Val Len
100 105 110
15 <210> 160
<211> 111
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
20 <220>

<223> Secuencia CDR

<400> 160

117
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Gln Ser Ala

Thr Leu Thr

Azn Tyr Val
35

Leu Ile Phe
50

Ser Gly Ser
65

Gln Ser Glu

Agn Aszn Ala

<210> 161

<211> 111

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 161

Leu

Ile

20

Ser

Ala

Lys

Asgp

Ala
100

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

g5

Val

ES 2594493 T3

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Ala

Gln

Tyr

55

Asn

Asgp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

118

Ser

Thr

25

Leu

Ala

Ala

Tyr

Gly
105

Val

10

Ser

Pro

Ser

Phe

Cys

90

Thr

Ser

Thr

Gly

Gly

Leu

75

Ala

His

Gly

Asp

Thr

Ile

60

Thr

Ser

Thr

Val

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Gly

30

Pro

Asgp

Ser

Arg

Val
110

Gly

15

Tyr

Lys

Arg

Gly

Ser
95

Lys

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser
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Leu

Thr

Asn

Leu

Ser

65

Gln

Asn

<210> 162
<211> 111
<212> PRT

Pro

Leu

Tyr

Ile

50

Gly

Ser

Lys

Val

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Asn

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 162

Leu

Ile

20

Ser

Ala

Lys

Asp

Ala
100

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

85

Val

ES 2594493 T3

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Ala

Gln

Tyr

55

Asn

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

119

Ser

Thr

25

Len

Ala

Ala

Tyr

Gly
105

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Hisg

Gly

Asp

Thr

Ile

60

Ser

Ser

Leu

Thr

Val

Ala

45

Pro

Ile

Leu

Gly

30

Pro

Asp

Ser

Tyr Arg

Thr

Val
110

Gly

15

Tyr

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Lys

Gly

Len

Phe

Leu

80

Ser
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Gln

Thr

Azn

Leu

Ser

65

Gln

Asn

<210> 163
<211> 111
<212> PRT

Ser Ala

Val Thr

Tyr Val

35

Ile Tyr

50

Gly Ser

Ser Glu

Arg His

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 163

Gln

1

Thr

Asn

Len

Ser Ala

Val Thr

Tyr Val

35

Ile Tyrx

Ile

20

Ser

Ala

Arg

Asp

Ser
100

Len

Tle

20

Ser

Ala

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

g5

Val

Thr

Ser

Trp

Val

ES 2594493 T3

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Phe

Gln

Cys

Tyr

Thr

Pro

Ala

Gln

Tyr

55

Asn

Asp

Gly

Pro

Ala

Gln

Tyr

Pro

Gly

Lys

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

Pro

Gly

Lys

40

Arg

120

Ser

Thr

25

Leu

Ala

Ala

Tyr

Gly
105

Ser

Thr

25

Leu

Ala

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

His

Ser

Ser

Gly

Gly

Gly

Asp

Thr

Ile

60

Thr

Ser

Leu

Gly

Asp

Thr

Ile

Ser

Val

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Thr

Val

Ala

45

Pro

Pro Gly Lys
15

Gly Tyr Gly

Pro Lys Leu

Asp Arg Phe

Ser Gly Leu
80

Arg Ile Thr
95

Val Leu
110

Len Gly Lys
15

Gly Tyr Gly
30

Pr¢ Lys Leu

Asp Arg Phe



10

15

20

50

Ser Gly Ser
65

Gln Ser Glu

Thr Asn Val

<210> 164

<211> 111

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 164

Gln Ala Val
1

Thr Val Thr

Asn Tyr Val
35

Leu Ile Tyr
50

Ser Gly Ser
65

Gln Ser Glu

Agn Aszn Val

<210> 165

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 165

Lys

Asp

Gly
100

Leu

Ile

20

Ser

Ala

Lys

Asp

Ala
100

ES 2594493 T3

55

Ser Gly Asn Thr

70

Glu Ala Asp Tyr

85

Val Phe Gly Gly

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

85

Val

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Ala

Gln

Tyr

55

Azn

Asp

Gly

Pro

Gly

Lys

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

121

Ala

Tyr

Gly
105

Ser

Thr

25

Leu

Ala

Ala

His

Gly
105

Ser

Leu
75

Cys Ala

90

Thr

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

20

Thr

His

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

60

Thr Ile Ser

Ser Tyr Arg

Leu Thr Val

Gly

Asgp

Thr

Ile

60

Thr

Ser

Leu

Thr

Val

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

110

Leu

Gly

30

Pro

Asgp

Ser

Arg

Val
110

Gly

Arg

Len

Gly

15

Tyr

Lys

Arg

Gly

Thr

95

Leu

Leu
80

Ser

Lys

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser



10

15

20

25

30

ES 2594493 T3

gaaattgtga tgacgeagbte tcoccagetec
atcaattgta agtcecageca gagtgtgtta
tggtaccage agagacttgg acagtctcoct
gaateggggg ttectgateg attcagegge
atcagcagct tccagcectga agacgcoggea
ccatatacat tcggcagtgg gaccaggctg

<210> 166

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 166

gatattgtga tgacccagac tcctagctcce

atcaactgta agtccagcca gagcgtgtta

tggtaccaac agagacctgg acaatctect

gaateggggg ttectgateg cttcagegge

atcagcaget teocagectga agacgoggea

ccatatagtt tcggcagtgg gaccaggctg

<210> 167

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 167
gatgttgtga tgactecagte toocagetec
atcaactgta agteocageca gagtgtgtta
tggtaccage agagacttgg acagtcotoct
gaatcggggg ttcectgatcg attcagegge
atcagcagct tccagcctga agacgcggcea
ccatatagtt tcggcagtgg gaccaggcectg

<210> 168

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

gtgactgegt

tggecgeteca
aggetgotca
agtgggtcca

gtgtattact

gaaatcaaa

gtgactgcgy
tataacccca
aggetgetea
agtgggteca
gtgtattact

gaaatcaga

gtgactgeat
tacaccteca
aggcetgotca
agtgggtcca

gtgtattact

gaaatcaaa

122

ctgcaggaga

accagaaaaa
tcagetggge
caacagattt

goccaacaggg

ctgtaggaga
accagaaaag
tetactggge

caacagattt

gccagcagygy

ctgtaggaga
accacaaaaa
tetactggge

caacagattt

goccagcagygyg

gaaggtcace

ctacttaget
atecatccga
cactcttace

ttatagtttt

gaaggtcgcet
ctacttagcect
atccacccga
cgetettace

ttatagtttt

gaaggtcact
ctacttaget
atccaccega
cactctgacc

atggagtttt

60

120
180
240
300

338

60

120

180

240

300

339

60
120
180
240
300

339
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15

20

25

30

ES 2594493 T3

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 168
gatattgtga tgacccagac tcccagctcc
atcaattgta agtccagcca gagtgtatta
tggtaccage agagacttgg acagtcetoct
gaatcggggg ttectgateg attcagogge
atcageaget tocagectga agacgeggea
ccatatactt tcggcagtgg gaccaggctyg

<210> 169

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 169

gatatccagt tgaccocagte teccagetee

atcaattgta agtccageca gagtgtgtta

tggtaccage agagacttgg acagtcotect

gaatcggggyg ttcctgatcg attcagegge

atcagcagct tccagcctga agacgcggca

ccatatactt tcggcagtgg gaccaggctg

<210> 170

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 170

gacatccagt tgacccagtc tcccagctcce

atcaattgta agtecageca gagtgtatta

tggtaccage agagacttgg acagtotect

gaateggggg ttectgateg attcagegge

atcagcagct tccagcctga agacgcggea

ccatatactt tcggcagtgg gaccaggctg

<210> 171

gtgactgogt
tacaactocca
aggcetgetea
agtgggteca
gtgtattact

gaaatcaaa

gtgacagegt
tacggetceeca
aggcetgetea
agtgggtcca
gtgtattact

gaaatcaaa

gtgactgtgt

tacaactcca
aggetgetea
agtgggteca

gtgtattact

gaaatcaaa

123

ctgcaggaga
accagaaaaa
tetactggge

caacagattt

gccagcaggyg

ctgcaggaga
accagaaaaa
tetactggge

caacagattt

gccagcaggg

ctgtaggaga
agcagaaaaa
tetactggge

caacagattt

gocagcaggag

gaaggtcacc

ctacttagct
atocacegga
cactctgace

atggagtttt

gaaggtcace
ctacttaget
ateocacecga
cactctgacc

atggagtttt

gaaggtcacc

ctacttaget
atccaccega
cactctgace

atggagtttt

60
120
180
240
300

339

60

120

180

240

300

339

60

120

180

240

300

339
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15

20

25

30

<211> 339
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 171
gacatccaga
atcaattgta
tggtaccagc
gaatcggygy
atcageaget

ccatatactt

<210> 172
<211> 339
<212> ADN

tgacccagte
agtccagcca
agagacttgg
ttcctgateg
tecagectga

teggeagtgy

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 172
gatattgtga
atcaattgta
tggtacecage
gaatcggggy
atcagcaact

ccatatagtt

<210> 173
<211> 339
<212> ADN

tgacccagac
agtccagcca
agagagttgg
ttectgateg
tocagectga

tcggcagtgy

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 173

ES 2594493 T3

teccagetee

gagtgtatta

acagtctcct
attcagcggce
agacgoggca

gaccaggetyg

toececgectcee
gagtgtgtta
acagtctcoct
attcagegge
agacgeggea

gactaggctg

gtgactgoegt
tacaactcca

aggctgctca

agtgggtcca
gtgtattact

gaaatcaaa

gtgactgcgt
ttcagctceca
aggetgetea
agtgggteca
gtgtattact

gaaatcaga

124

ctgcaggaga
accagaaaaa
tctactgggc

caacagattt

gecagoaggyg

ctgcaggaga
accagaaaaa

tetactggge

caacagattt

gocagcaggyg

gaaggtcacse
ctacttagct
atccacccga
cactctgace

atggagtttt

gaaggtcacc

ctacttagcect
atccaccega
cactettace

ttatagtttt

60
120
180
240
300

339

60

120

180

240

300

339
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20

25

30
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gatgttgtga tgactcagte tceccagetec
atcaattgta agtcocagtca gagtgtgtta
tggtaccage agagagttgg acagtoteoct
gaatcggggg ttcctgatcocg attcagegge
atcagcaact tccagcctga agacgoggea
ccatatagtt tcggcagtgg gaccaggctg

<210> 174

<211> 333

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 174

cagtetgtgt tgacgeagee tecctecgtyg

tectgtgeag gaaceageag tgatgttggg

ctcccaggca cggcccccaa actcctgatce

cctgatcget toctctggetc caagtcagge

cagtccgagg acgaggctga ttattactgt

gtgtteggeg gagggaccca tetgacegte

<210> 175

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR

<400> 175
geacagtetg tgetgacgea geoecteccoteoe
atctectgeg ctggaaccag cactgatgtt
cagetoccag goacdggeccee caaactactyg
atccctgatc gottctetgg ctcoccaagtcea
ctocagtcog aggacgaggce tgattattac
gctgtgttog goggagggac ccatctgace

<210> 176

<211> 333

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

gtgactgegt
tggagcteca
aggetgoetea
agtgggtcca
gtgtattact

gaaatcaga

tetgggtete
tatggaaact
tttgcagtca
aacacggcct
goctcatata

ctg

gtgteeggaa
ggatacggaa
atctttgcag
ggcaacacgg

tgtgecctcat

gtcctg

125

ctgcaggaga
adcagaaaaa
tetactggge

caacagattt

gocagocagag

caggaaagac
atgtetectg
gctatcgagc
ttttgaccat

gaagcagcaa

ctetgggeaa
actatgtete
tecagetateg
cctttttgac

atagaagcag

gaaggtcace
ctacttaget
atccacccga
cactcttacc

ttatagtttt

ggtcaccate
gtaccagcag
ctcagggatc
ctectgggete

caatgctgcet

gacgcteace
ctggtaccaa
agcctcaggy
catctcoctggg

caacaatgct

60
120
180
240
300

339

60

120

180

240

300

333

60
120
180
240
300

336
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<223> Secuencia CDR

<400> 176

cagtctgeec
tcectgogetg
ctccoccocaggea
cctgatcget
cagtocgagy

gtgtteggeg

tgactcagee
gaaccagcac
cggccecccaa
tetetggete
acgaggctga

gagggaccoca

teccteogty
tgatgttgga
actcctgatce
caagtcagge
ttattactgt

totgacegte

tceggaacte tgggcaagac gotcaccate
tacggaaact atgtctcctg gtaccaacag
tttgecagtca gectatcgage ctcagggatce
aacacggecct ttttgacecat cteotgggete
gectcatata gaageageaa caatgetget

ety

60
120
180
240
300

333

<210> 177
<211> 333
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

15

<400> 177

ctgectgtge
toctgogetg
ctcoccaggea
cctgatcget
cagtcetgagyg

gtgtteggeg

tgactcagee
gaaccagcaq
cggccccocaa
tctctggete
acgaggctga

gagggacaca

taccteogty
tgatgttgga
actcctgate
caagtcaggc
ttattactgt

tetgacegte

teeggaacte
tacggaaact
tatgcagtca
aacacggcct
gecteatata

ctg

tgggaaagac getcaccate
atgtctectg gtaccaacag
gctatocgage ctcagggatce
ccctgagecat ctcoctgggetce

gaagcagcaa caaaaatget

60

120

180

240

300

333

<210> 178
<211> 333
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 178

30

cagtctgeoce
tectgtgeag
ctcccaggca
cctgatcget
cagtctgagg

gtgtteggeg

tgactcagee
gaaccageag
cagcccccaa
tectctggete
acgaggctga

gagggacceca

tecetecgtg
tgatgttgga
actcctgatc
ccggtcagge
ttattactgt

tetgacegte

tetgggtete
tacggaaact
tatgcagtca
aacacggcct
goctcatata

ctg

caggaaagac
atgtetectg
gctatcgagc
ccctgaccat

gaatcaccaa

ggtcaccate
gtaccaaaag
ctcagggatc
ctectgggete

caggcacagc

60

120

180

240

300

333

<210> 179
<211> 333

126
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 179

ES 2594493 T3

cagtetgece tgactcagee tecctecgtyg tetggaacte tgggaaagac ggtcaccate

toctgegety gaaccageag tgatgttggg tatggaaact atgtetectg gtaccaaaag

cteccaggea cageecccaa actectgate tatgeaghteoa cetategage ctcagggate

cctgatcget tctectggetc caagtcggge aacacggect ccoctgaccat ctcetgggetce

cagtetgagg acgaggetga ttattactgt geoctcatata gaagaagtac taatgtgggg

gtgttoggceg gagggaceca tcetgacegbte ctg

<210> 180
<211> 333
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 180

caggctgtge
tcetgogetg
cteoccaggea
cctgateget
cagtetgagy

gtgtteggeg

tgactcagcc
gaaccagcaqg
cagococoaa
tetetggete
acgaggctga

gagggaccaa

<210> 181
<211>102

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 181

tceccteegtyg
tgatgttgga
acteoctgate
caagtcagge
ttatcactgt

gctgaccgte

tccggaactc
tacggaaact
tatgeagtcea
aacacggoct
gecteatata

ctc

127

tgggaaagac ggtcaccatc
atgtctcctg gtaccaaaag
getategage c¢tcagggate
ccoctgaccat ctetgggete

gaaccageaa caatgtgget

60

120

180

240

300

333

60

120

180

240

300

333
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Val

Ile

Ser

Ser
65

Azn

Arg

<210> 182
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 182

<210> 183
<211>5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 183

<210> 184
<211>8
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 184

<210> 185
<211>12
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Asgp

Gly

Gln

Gln

50

Ser

Ser

Thr

Thr

Ser

35

Cys

Val

Ser

Lys

Tyr

Cys

20

Glu

Pro

Lys

Tyr

Glu
100

1

Tyr

Gln

Val

Asgp

Asp

Phe

g5

Thr

1

ES 2594493 T3

Asgp

Arg

His

Cys

Arg

Pro

Lys

Asgp

His

Cys

Val

55

Phe

Asp

Gln

Val

Ile

40

Val

Ile

His

Phe

25

Phe

Ser

Asn

Pro

Ile

10

Pro

Ser

Ala

Phe

Leu
90

Ser

His

Pro

Phe
75

His

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
5

Cys Pro Pro Cys Pro

1

128

5

5

Cys Gly

Asn His

Gln Ile

45

Gly Ala
60

Val Gly

Ser Ile

10

Ala Pro Glu Leu Leun Gly Gly Pro

Ser

Thr

30

Glu

Lys

Asn

Ser

Val

15

Ala

Glu

Val

Thr

Val
95

Azn

Pro

Leu

Ile

80

Arg
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<400> 185

Glu Leu Lys Thr Pro Leu Gly Asp Thr Thr His Thr
1 5 10

<210> 186

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 186

Cys Pro Arg Cys Pro
1 5

<210> 187

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 187

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys Pro
1 5 10 15

<210> 188

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 188

Glu Ser Lysg Tyr Gly Pro Pro
1 5

<210> 189

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 189

Cys Pro Ser Cys Pro
1 5

<210> 190

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 190

Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro
1 5

<210> 191

<211>3

<212> PRT

<213> Homo sapiens

129
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<400> 191

<210> 192
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 192

<210> 193
<211>7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 193

<210> 194
<211> 102
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 194

Val Asp
1

Arg Gly

Ile Gln

Ser Gln
50

Ser Ser
65

Agn Ser

Arg Leu

<210> 195
<211> 16

Thr

Thr

Ser

35

Cys

Val

Ser

Lys

Cyg Cyg Val Glu Cyg Pro¢ Pro Pro Cys Pro

1

Tyr

Cys

20

Glu

Pro

Lys

Tyr

Glu
100

ES 2594493 T3

Glu Arg Lys

1

5

Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro

1

Tyr

Gln

Val

Asp

Asp

Phe

g5

Thr

Asp

Arg

His

Cys

Arg

70

Pro

Lys

Asp

His

Cys

Val

55

Phe

Asp

Gln

Val

Ile

40

Val

Ile

His

130

5

Leu

Phe

25

Phe

Ser

Asn

Pro

Ile

10

Pro

Ser

Ala

Phe

Leu
90

Ser

His

Pro

Leu

Phe

75

His

Cys

Asn

Gln

Gly

60

Val

Ser

10

Gly

His

Ile

45

Ala

Gly

Ile

Ser

Thr

30

Glu

Lys

Asn

Ser

Val

15

Ala

Glu

Val

Thr

Val
95

Asn

Asp

Pro

Leu

Ile

80

Arg
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

ES 2594493 T3

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente T o A

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente |

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente S o N

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente W

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente N

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente D o G

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente |, Go S

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> X8 es cualquier aminoacido, preferentemente N o S

<400> 195

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Thr Tyr Tyr Ala Glu Ser Met Lys
10

1

<210> 196

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente Y o D

131
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<400> 196

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

<210> 197

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente D, No E

<400> 197

Arg Ile Asp Pro Glu Xaa Gly Gly Thr Lys Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 198

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente D 0 S

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente Ao V

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente T, No S

<400> 198
Xaa Asp Tyr Xaa Met Xaa
1 5

<210> 199

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<220>

132
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<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)
<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente Go T

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (5)..(5)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente Ao Y

<400> 199

Xaa Agn Tyr Tyr Xaa Trp Ser

1

<210> 200

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente M o N

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(2)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente N o Y

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente S o V

<400> 200

Haa Haa Xaa Ile Asp

1

<210> 201

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente Y o W

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (8)..(8)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente Y o L

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (9)..(9)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente To S

133
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<400> 201

Gln Gln Gly Xaa Ser Phe Pro Xaa Xaa

1

<210> 202

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (5)..(5)

ES 2594493 T3

5

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente S, I, Ro T

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente A, S, To R

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente No T

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente N, D, R o K

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente A, V, Y, No H

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente V, A, So G

<400> 202

Ala Ser Tyr Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Val

1

<210> 203

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

5

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente o T

<400> 203
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<210> 204

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente D, Ao E

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente N o S

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente R, Y o K

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente A, o P

<400> 204

<210> 205

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente W, Lo F

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente Ro S

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente S o P

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente Q o H

Trp Ala Ser Xaa Arg Glu Ser

1

Xaa Val Xaa Xaa Arg Xaa Ser

1

ES 2594493 T3
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)

ES 2594493 T3

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente N o S

<400> 205

Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Xaa Xaa Xaa Asn Xaa Lys Xaa Tyr Leu

1 5

Ala

<210> 206

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

10

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente Ao T

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente T o S

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente S o N

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente So T

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente D o N

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente V o |

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente Y, G, Do N

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente Go Y

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (11)..(11)

136
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<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente No Y
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (13)..(13)

<223> X es cualquier aminoacido, preferentemente V o L
<400> 206

Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Tyr Xaa Ser
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién al antigeno del mismo, donde dicho anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno se une especificamente a la proteina c-Met humana, comprendiendo dicho
anticuerpo o fragmento de union al antigeno un dominio variable de cadena pesada que comprende CDR3, CDR2 y
CDR1 y un domino variable de cadena ligera que comprende CDR3, CDR2 y CDR1, donde:

la secuencia variable CDR3 de cadena pesada es SEQ ID NO: 21;

la secuencia variable CDR2 de cadena pesada se selecciona de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 20,
SEQ ID NO: 83y SEQ ID NO: 84;y

la secuencia variable CDR1 de cadena pesada es SEQ ID NO: 19; y el dominio variable de cadena ligera incluye
una combinacién de CDR que se selecciona de entre lo siguiente:

(i) la secuencia variable CDR3 de cadena ligera es SEQ ID NO: 33;
la secuencia variable CDR 2 de cadena ligera es SEQ ID NO: 32;

la secuencia variable CDR1 de cadena ligera es SEQ ID NO: 31; o
(ii) la secuencia variable CDR3 de cadena ligera es SEQ ID NO: 145;
la secuencia variable CDR2 de cadena ligera es SEQ ID NO: 32;

la secuencia variable CDR1 de cadena ligera es SEQ ID NO: 144; o
(iii) la secuencia variable CDR3 de cadena ligera es SEQ ID NO: 146;
la secuencia variable CDR2 de cadena ligera es SEQ ID NO: 32;

la secuencia variable CDR1 de cadena ligera es SEQ ID NO: 31; o
(iv) la secuencia variable CDR3 de cadena ligera es SEQ ID NO: 147;
la secuencia variable CDR2 de cadena ligera es SEQ ID NO: 32;

la secuencia variable CDR1 de cadena ligera es SEQ ID NO: 144; o
(v) la secuencia variable CDR3 de cadena ligera es SEQ ID NO: 148;
la secuencia variable CDR2 de cadena ligera es SEQ ID NO: 32;

la secuencia variable CDR1 de cadena ligera es SEQ ID NO: 144.

2. Un anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién al antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1,
donde:

la secuencia variable CDR3 de cadena pesada es SEQ ID NO: 21;
la secuencia variable CDR2 de cadena pesada es SEQ ID NO: 83;
la secuencia variable CDR1 de cadena pesada es SEQ ID NO: 19; y
la cadena ligera variable comprende CDR3, CDR2 y CDR1, donde:

la secuencia variable CDR3 de cadena ligera es SEQ ID NO: 33;
la secuencia variable CDR 2 de cadena ligera es SEQ ID NO: 32; y
la secuencia variable CDR1 de cadena ligera es SEQ ID NO: 31.

3. Un anticuerpo aislado o un fragmento de unién al antigeno de acuerdo con la reivindicacion 2, donde el dominio
variable de cadena pesada (VH) comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra como SEQ ID NO: 94, o
una secuencia que tiene al menos un 85%, o al menos un 90%, o al menos un 95%, o al menos un 97% o al menos
un 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 94, y el domino variable de cadena ligera (VL) comprende la
secuencia de aminoacidos que se muestra como SEQ ID NO: 95, o una secuencia que tiene al menos un 75%, o al
menos un 80%, al menos un 85%, o al menos un 90%, o al menos un 95%, o al menos un 97%, o al menos un 99%
de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 95.

4. Un anticuerpo aislado o un fragmento de union al antigeno del mismo, que se une al mismo epitopo de la proteina
c-Met humana que el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5. El anticuerpo o fragmento de uniéon al antigeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes que presenta una o mas funciones efectoras que se seleccionan de entre citotoxicidad mediada por
células dependiente de anticuerpo (ADCC), citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) y fagocitosis mediada
por células dependiente de anticuerpo (ADCP) contra las células que expresan la proteina c-Met humana sobre la
superficie celular.

6. El anticuerpo o el fragmento de union al antigeno de la reivindicacion 5 que comprende un dominio Fc que esta
modificado con respecto al dominio Fc nativo humano, y presenta un aumento de la funcién efectora en comparacion
con un anticuerpo de referencia con especificidad de unién al antigeno sustancialmente idéntica pero que
comprende un dominio Fc nativo humano, para al menos una funcién efectora que es la citotoxicidad mediada por
células dependiente de anticuerpo (ADCC).

7. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que
contiene la region bisagra, dominio CH2 y dominio CH3 de una IgG humana, preferentemente una IgG1 humana.
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8. Un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que es una IgG desfucosilada
parcial o totalmente.

9. Un polinucledtido aislado que codifica el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes.

10. Un vector de expresion que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 9 unido operativamente a
secuencias reguladoras que permiten la expresion del polipéptido de union al antigeno en una célula huésped o un
sistema de expresion libre de células.

11. Una célula huésped o un sistema de expresion libre de células que contiene el vector de expresion de la
reivindicacion 10.

12. Un método para producir un anticuerpo recombinante o un fragmento de unién al antigeno del mismo que
comprende cultivar la célula huésped o el sistema de expresion libre de células de la reivindicacion 11 en
condiciones que permitan la expresion del anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno y recuperar el anticuerpo o
fragmento de uniodn al antigeno que se expresa.

13. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

14. Un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 y un agente citotoxico, un agente citostatico, una toxina o un radionuclido.

15. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para
su uso en el tratamiento del cancer.
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Figural

IFM células MKN-45

-®- Llama 1 DO
=B Llama 1 D45

600+
-®- Llama 2 DO
-8~ [lama 2 D45

4004 -k- Llama 3 DO
—— Llama 3 D45
-#- Llama 4 DO

2004 .’:‘

- et e —- Llama 4 D45
auto fluorescenciaf====-~- M- =¥ ..
DHrrrrr T ——rrrr——r——
100000 10000 1000 100

Dilucién del suero

140



ES 2594493 T3

Figura 2
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Figura 4

Union de mAb 40B8 a ectodominios Met
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Figura 5
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Figura 6
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Figura7
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Figura8
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Figura9
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Figura 11
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Figura 12
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Tiempo (dias tras inoculacién tumor)

Figura 13
MKN-45
150
-& |sotipo Ctrl 30mg/kg

:,E -4 36C4E 30ma/kg
£ 4001 -¥- 36C4E 10mg/kg
g -+~ 36C4E 3mg/kg
5 -o- 36C4E 1mg/kg
E 50- 8- ¢224G11 30mg/kg

c L L) L) L 1

0 5 10 15 20 25

150




Figura 14A.

ES 2 594 493 T3

Figura 14

36C4

DecoycMet |
p

e

"

Figura 14B

Decoy cMet

Decoy cMet

B

151



ES 2 594 493 T3

1262 1°9W-D ewelb eweT
816¢ 6G6SPSX

LINOAdOATANDTALSS

.omzmquumzqmuﬂﬂzm>auqbﬂmm Hzmumxzwbxﬂ>mwx>¢mmcHD”

INZDSHNOANTAIONAYEAAIA

A TRIA VI LPNE TO TN IO0TSdLL00I 1asNs] [T€C 32W-D ewetb eue
DQTWIIVALHTATOINTOOTSdLLDII TASNS| 80EC 6G5FSX

[AHOOVALANIOVAHANT AWNY] GauicdsnNIFEnNGIaryT T0TZ 21°9W-D eweTh eweq
MHODYALINYOYIHAN I AWY IgaadxsITSIFTINYTIAINT] 8602 666X
[SI anx] 1681 3I8W-D eweTb ewe]

' SITAdAAA] 888T 65G6PSX

SHNNE¥IDIAMO3] T89T 3I8W-D eweTh eweT

NNY¥IDIAMOD] 8L9T 6GSPSX

TLPT 3ISW-D eweTb eweT
8971 655F5X

1921 3°W-D Bwelb euweT
85Z1 655PGX

IS0T 23I°9W-D ewelb eweT
8001 655PSX

SISITIADNEIONETAANOTYLLIALIATGNY [AOOSSNYTTLYNADHEHNd OAIHOTOHANNANATYNA
SISITT anLM_ TAAYOTY LI LHA IQHNE0OS SN TILENIOHEHN DAIHOTOUANNANA T YN

ECELHE dAYSAdNSOTIA TAan' 91 178 19N~ ewelh eweT

3V e S YaWa 3¥SAaNSOVIAITIAANTSOT 8es 665H6X
SOJ¥ITHIHALOVATIIUOALTIXLIH 1€9  38W-D ewelb eweq

: 829 655PSX

12  3I9H-D eweTb eweT]

1847 6SSPSX

[ESrDAATSOIAYINaIEITAHY SN dJ] 112 39W-D ewelb ewe7
[a83 1DHAT SO IaVIHNH(AHY STNDIS[S 00D 4I] 112 6SSPSX
HAHITAd DI AAVAND TAMANTAX T ANARO JAT HEHHTNAND ML IV.L3 Nd TOAOWNANRNERANTYENOGE] T 19R-D eweTb eweT
Q@HATAdOINATYANOTAIINTAR L ANIO T HHEH TTAND LY.L I NG TOXMANANNEE ATVENOE] T 65GPSX

ewe|S ewe|| ap A euewny }3|A]2 eUI2}04d 3P SEIIUANIAS BP OJUIIWEIUIY

GL Old

152



ES 2594493 T3

Figura 16

Figura 16A. Union del mAb 36C4 a proteinas cMet ECD recombinantes quiméricas,

humanas y de llama
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Figura 16B. Unién del mAb 13E6 a proteinas cMet ECD recombinantes quiméricas,

humanas y de llama
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 19

Figura 19. Experimento iz vive de xenoinjerto US7 MG que ensayva los efectos de la administracion de
36C4 frente a c224G 11 sobre el crecimiento tumoral

1800 -

® 36C4 30 mg/kg
1600 | ® cPF-224G11 30 mgkg
e control 30 mgkg

Volumen tumoral (mma)

dia tras inyeccién

156



ES 2594493 T3

Figura 20

Figura 20A
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Figura 21

Figura 21: Estabilidad en PBS de variantes de 36C4 alineadas germinalmente a varias temperaturas
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Figura 22

Figura 22A. Termotolerancia de clones 36C4 alienados germinalmente
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Figura 22B. Termotolerancia de clones 48AS alienados germinalmente
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Figura 23
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Figura 24

Figura 24. Regulacion negativa de cMet total en células MKN-45 por mAb
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Figura 25
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