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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-MET y composiciones

Campo de la Invencion

Esta invencion se refiere a anticuerpos anti-MET y composiciones de anticuerpos y sus usos para el tratamiento del
cancer.

Antecedentes de la Invencion

MET (también conocido como ¢c-MET) es un receptor de tirosina quinasa que comprende una subunidad a de 50 kDa y
una subunidad B de 145 kDab. El unico ligando conocido para MET es el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF),
que también se conoce como factor de dispersion. La union de HGF a MET conduce a dimerizacion del receptor y
autofosforilacion de los residuos de subunidad B Y1349 y Y1356, que activan las vias de sefializaciéon en direccién 3’
que incluyen la via de fosfoinositol 3-quinasa (PI3K)-proteina quinasa B (Akt), la via del transductor de sefial y activador
del factor de transcripcion (STAT), la via de proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK), y la via del factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NFkB). Esto conduce en Ultima instancia al
aumento de la mitogénesis, proliferacion celular, supervivencia celular y motilidad celular. La desregulaciéon de la
actividad de MET o HGF puede ocurrir, por ejemplo, mediante sobreexpresion, amplificacion génica, mutacién o
empalme alternativo de MET, o mediante sefalizacién de bucle autocrino/paracrino inducida por ligando de HGF. Esa
desregulacién juega un papel en muchos canceres facilitando la invasividad del cancer, angiogénesis, metéstasis y
crecimiento tumoral, conduciendo asi a un fenotipo de cancer mas agresivo y un peor prondstico.

También se sabe que MET interactia con las vias de sefializacion que implica otros receptores, tales como EGFR,
TGF-B, y HERS, y puede jugar un papel en la resistencia a los tratamientos dirigidos a esos receptores. Los inhibidores
de MET, tales como anticuerpos anti-MET, por lo tanto pueden ser eficaces en combinacion con otros inhibidores de
receptores para superar los fenotipos resistentes.

Los inhibidores de MET actuales incluyen tanto anticuerpos monoclonales, que pueden ser dirigidos ya sea a MET o su
ligando, HGF, e inhibidores de la quinasa de molécula pequeia. Los anticuerpos conocidos dirigidos a la via MET
incluyen el anticuerpo anti-MET humanizado onartuzumab (OA-5D5, OAM4558g, MetMAb); el anticuerpo anti-HGF
humanizado ficlatuzumab (AV-299); el anticuerpo anti-HGF humano rilotumumab (AMG102); el anticuerpo anti-HGF
humanizado TAK701; el anticuerpo IgG4 anti-c-MET humanizado LY2875358/LA480; el anticuerpo anti-c-MET
humanizado ABT-700 (H224G11); y el anticuerpo anti-c-MET ARGX-111 (36C4). Los inhibidores del receptor de tirosina
quinasa de molécula pequefa anti-MET conocidos incluyen tivantinib, cabozantinib, foretinib, golvatinib y crizotinib. Sin
embargo, no se han aprobado anticuerpos anti-MET para uso terapéutico. Se han evaluado anticuerpos anti-met en
varios modelos de xenoinjerto de raton (documentos WO 2012/059562, WO 2010/059654, WO 2009/142738 y Van der
Horst et al. (2009), Neoplasia 11(4):355-364). En ninguno de estos modelos se observo regresion tumoral.

En vista del papel fundamental de MET en la progresion del cancer, hay una necesidad de nuevas y mejores terapias
que se dirigen a MET.

Sumario de la Invencion

La presente invencién se refiere a nuevos anticuerpos recombinantes dirigidos a MET, asi como composiciones que
comprenden dos 0 mas de estos anticuerpos, y el uso de los anticuerpos y composiciones para el tratamiento de
canceres incluyendo el cancer de pulmén de células no pequefias, cancer gastrico, carcinoma hepatocelular, cancer
esofagico, cancer colorrectal, carcinoma de células papilares de riiidn, glioblastoma, carcinoma adrenocortical,
carcinoma de células renales, cancer de préstata y otros canceres que expresan o sobreexpresan MET o se basan en la
activacion de la via MET. En comparacion con los tratamientos actualmente disponibles para esos cénceres, incluyendo
tratamientos de anticuerpos, se contempla que los anticuerpos de la invencién proveen una respuesta clinica superior
ya sea solos 0 en una composicién que comprende dos 0 més de esos anticuerpos. La invencién es tal como se define
en las reivindicaciones adjuntas.

Se describe en el presente documento una composicién de anticuerpos que comprende un primer anticuerpo anti-MET
0 una porcion de union a antigeno del mismo y un segundo anticuerpo anti-MET o una porcion de union a antigeno del
mismo.

El primer anticuerpo anti-MET puede competir por la union a MET humano con un anticuerpo que tiene una H-CDR1, H-
CDR2, H-CDRS3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden la secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 21, 22,
23, 24, 25 y 26, respectivamente, y el segundo anticuerpo anti-MET compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NOs: 27, 28, 29, 30, 31 y 32, respectivamente.

El primer anticuerpo anti-MET se puede unir al mismo epitopo de MET humano como un anticuerpo que tiene una H-
CDR1, H-CDR2, H-CDRS3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID
NOs: 21, 22, 23, 24, 25 y 26, respectivamente, y el segundo anticuerpo anti-MET se une al mismo epitopo de MET
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humano como un anticuerpo que tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDRS3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden
las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 27, 28, 29, 30, 31 y 32, respectivamente. En algunas modalidades, el
primer anticuerpo MET puede unirse a SEMA-a hoja 3, y el segundo anticuerpo MET puede unirse a SEMA-a hoja 2.
Una combinacion de estos anticuerpos se dirige a ambos epitopos y produce efectos inhibidores sinérgicos
sorprendentes sobre la via de sefalizacion de MET. Los inventores de la presente han descubierto que el
direccionamiento combinado de estos epitopos produce una actividad inhibidora sorprendentemente alta sobre la via de
sefalizacion MET.

Tal como se describe en el presente documento, el primer anticuerpo anti-MET comprende una H-CDR3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23. Tal como se describe en el presente documento, el primer
anticuerpo anti-MET comprende una H-CDR1, H-DR2 y H-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de
las SEQ ID NOs: 21, 22 y 23, respectivamente. Tal como se describe en el presente documento, el primer anticuerpo
anti-MET comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) que es por lo menos 90% idéntico en secuencia a la
secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 6 o 14. Tal como se describe en el presente documento, el primer anticuerpo
anti-MET comprende un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 o 14. Tal como se describe
en el presente documento, el primer anticuerpo anti-MET comprende una cadena pesada (HC) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34.

Tal como se describe en el presente documento, el primer anticuerpo anti-MET comprende una L-CDR3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26. Tal como se describe en el presente documento, el primer anticuerpo
anti-MET comprende una L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO:
24, 25 y 26, respectivamente. Tal como se describe en el presente documento, el primer anticuerpo anti-MET
comprende un dominio variable de cadena ligera (VL) que es por lo menos 90% idéntico en secuencia a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 8 o 16. Tal como se describe en el presente documento, el primer anticuerpo anti-MET
comprende un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 o 16. Tal como se describe en el
presente documento, el primer anticuerpo anti-MET comprende una cadena ligera (LC) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 33.

Tal como se describe en el presente documento, el primer anticuerpo anti-MET comprende una H-CDR3 que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 23 y una L-CDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 26. En la invencién, el primer anticuerpo anti-MET comprende una H-CDR1, H-CDR2, H-
CDR3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 21, 22, 23, 24,
25 y 26, respectivamente. En algunas modalidades, el primer anticuerpo anti-MET comprende un VH que es por lo
menos 90% idéntico en secuencia a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 0 14 y un VL que es por lo menos
90% idéntico en secuencia a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 o 16. En algunas modalidades, el primer
anticuerpo anti-MET comprende un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 o 14 y un VL que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID: 8 o 16. En algunas modalidades, el primer anticuerpo anti-MET
comprende un VH que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 6 y un VL que comprende la secuencia
de aminodacidos de SEQ ID NO: 8. En algunas modalidades, el primer anticuerpo anti-MET comprende un VH que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 16. En algunas modalidades, el primer anticuerpo anti-MET comprende una HC que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34 y una LC que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
33.

Tal como se describe en el presente documento, el segundo anticuerpo anti-MET comprende una H-CDR3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 29. Tal como se describe en el presente documento, el
segundo anticuerpo anti-MET comprende una H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 27, 28 y 29, respectivamente. Tal como se describe en el presente documento, el
segundo anticuerpo anti-MET comprende un VH que es por lo menos 90% idéntico en secuencia a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o 18. Tal como se describe en el presente documento, el segundo anticuerpo anti-MET
comprende un VH que comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 10 o 18. Tal como se describe en el
presente documento, el segundo anticuerpo anti-MET comprende una HC que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 36.

Tal como se describe en el presente documento, el segundo anticuerpo anti-MET comprende una L-CDR3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 32. Tal como se describe en el presente documento, el
segundo anticuerpo anti-MET comprende una L-CDR1, L-CDR2 Y L-CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 30, 31 y 32, respectivamente. Tal como se describe en el presente documento, el
segundo anticuerpo anti-MET comprende un VL que es por lo menos 90% idéntico en secuencia a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 12 0 20. Tal como se describe en el presente documento, el segundo anticuerpo anti-MET
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 o 20. Tal como se describe en el presente documento, el
segundo anticuerpo anti-MET comprende una LC que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35.

Tal como se describe en el presente documento, el segundo anticuerpo anti-MET comprende una H-CDR3 que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 29 y una L-CDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 32. En la invencién, el segundo anticuerpo anti-MET comprende una H-CDR1, H-CDR2, H-
CDRS, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 27, 28, 29, 30, 31
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y 32, respectivamente. En algunas modalidades, el segundo anticuerpo anti-MET comprende un VH que es por lo
menos 90% idéntico en secuencia a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o 18 y un VL que es por lo menos
90% idéntico en secuencia a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 o 20. En algunas modalidades, el segundo
anticuerpo anti-MET comprende un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 0 18 y un VL
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 o 20. En algunas modalidades, el segundo anticuerpo
anti-MET comprende un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 y un VL que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 12. En algunas modalidades, el segundo anticuerpo anti-MET comprende un
VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y un VL que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 20. En algunas modalidades, el segundo anticuerpo anti-MET comprende una HC que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 36 y una LC que comprende la secuencia de amino&cidos de
SEQ ID NO: 35.

Las composiciones de anticuerpos que comprenden cualquier combinacién del primer y segundo anticuerpos anti-MET
también se describen en este documento.

Tal como se describe en el presente documento, el primer anticuerpo anti-MET tiene una H-CDR3 y L-CDR3 que
comprenden las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOs: 23 y 26, respectivamente, y el segundo anticuerpo anti-
MET tiene una H-CDR3 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOs: 29 y 32,
respectivamente. En la invencién, el primer anticuerpo anti-MET tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3 y L-CDR1, L-
CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24, 25 y 26,
respectivamente, y el segundo anticuerpo anti-MET tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3 y L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3
que comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 27, 28, 29, 30, 31 y 32, respectivamente.

En algunas modalidades, el VH y VL del primer anticuerpo anti-MET son por lo menos 90% idénticos en secuencia a las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 6 y 8, respectivamente, y el VH y VL del segundo anticuerpo anti-MET son
por lo menos 90% idénticos en secuencia a las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 10 y 12, respectivamente.
En algunas modalidades, el VH y VL del primer anticuerpo anti-MET son por lo menos 90% idénticos en secuencia a las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOs: 14 y 16, respectivamente, y el VH y VL del segundo anticuerpo anti-
MET por lo menos 90% idénticos en secuencia a las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOs: 18 y 20,
respectivamente. En algunas modalidades, el VH y VL del primer anticuerpo anti-MET comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 6 y 8, respectivamente, y el VH y VL del segundo anticuerpo anti-MET comprenden las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 10 y 12, respectivamente. En algunas modalidades, el VH y VL del primer
anticuerpo anti-MET comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 y 16, respectivamente, y el VH y
VL del segundo anticuerpo anti-MET comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 18 y 20,
respectivamente. En algunas modalidades, el HC y LC del primer anticuerpo anti-MET comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 34 y 33, respectivamente, y el HC y LC del segundo anticuerpo anti-MET comprenden las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 36 y 35, respectivamente.

En algunas modalidades de las composiciones de anticuerpos anti-MET descritos en este documento, el primer
anticuerpo anti-MET, el segundo anticuerpo anti-MET, o ambos, son de isotipo IgG. En ciertas modalidades, el primer
anticuerpo anti-MET, el segundo anticuerpo anti-MET, o ambos, son de la subclase de isotipo IgG1.

En algunas modalidades, por lo menos uno, por lo menos dos, o todos de los anticuerpos anti-MET en una composicion
descrita en la presente memoria inhiben el crecimiento tumoral in vivo y preden, ademas, tener por o menos una
propiedad, o cualquier combinacion de propiedades, seleccionadas del grupo constituido por:

* no se une a MET de ratén o de pollo;

* se une a un epitopo de MET humano que comprende residuos que estan presentes en el dominio SEMA;
e induce la degradacion del MET;

e se une a MET humano con una Kp de 1 x 10°° M 0 menos;

« inhibe el crecimiento in vitro de por lo menos una linea celular seleccionada de SNU5, EBC1, MKN45, Katoll, OE33 y
Okajima;

¢ inhibe la fosforilacion de MET;
¢ inhibe la sefalizacion en direccion 3’ de MET; e
« inhibe la proliferacion de células endoteliales primarias en presencia o ausencia de HGF.

En algunas modalidades, cualquiera de las composiciones de anticuerpos anti-MET descritos en este documento
inhiben el crecimiento tumoral in vivo y preden, ademas, tener por lo menos una propiedad, o cualquier combinacion de
propiedades, seleccionadas del grupo constituido por:

e induce la degradacién del MET;
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« inhibe el crecimiento in vitro de por lo menos una linea celular seleccionada de SNU5, EBC1, MKN45, Katoll, OE33 y
Okajima;

¢ inhibe la fosforilacion de MET;
¢ inhibe la sefalizacion en direccion 3’ de MET; e
« inhibe la proliferacion de células endoteliales primarias en presencia o ausencia de HGF.

La presente invencion también provee una composicién farmacéutica que comprende cualquiera de las composiciones
de anticuerpos anti-MET descritos en este documento y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién también provee un anticuerpo anti-MET o una porciéon de uniéon a antigeno del mismo. El
anticuerpo o porcion puede competir por la unién a MET humano con un anticuerpo cuyas H-CDR1, H-CDR2, H-CDRS3,
L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 comprenden las secuencias de aminoacidos de la SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24, 25 y 26,
respectivamente. El anticuerpo o porcion puede competir por la unién a MET humano con un anticuerpo cuyas H-CDR1,
H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 comprenden las secuencias de aminoacidos de la SEQ ID NOs: 27, 28,
29, 30, 31 y 32, respectivamente.

El anticuerpo o porcién se puede unir al mismo epitopo de MET humano que un anticuerpo cuyas H-CDR1, H-CDR2, H-
CDRS3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24, 25 y
26, respectivamente. El anticuerpo o porcién se puede unir al mismo epitopo de MET humano que un anticuerpo, cuyas
H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO:
27, 28, 29, 30, 31 y 32, respectivamente.

Tal como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una H-CDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y/o una L-CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26, una
H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 21, 22 y 23,
respectivamente y/o una L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOs:
24, 25 y 26, respectivamente, un VH con una identidad de secuencia de por lo menos 90% con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 6 o0 14 y/o un VL con una identidad de secuencia de por lo menos 90% con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 8 o0 16; o un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 0 14 y/o un
VL que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 8 o 16. En ciertas modalidades, el anticuerpo
comprende un VH que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 6 y un VL que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 8. En ciertas modalidades, el anticuerpo comprende un VH que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 14 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16.
En ciertas modalidades, el anticuerpo comprende una HC que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
34 y una LC que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 33.

Tal como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende una H-
CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23; una H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3 que
comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 21, 22 y 23, respectivamente; un VH con por lo menos
90% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 o 14; un VH que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 o 14; o una HC que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 34; y que comprende ademas una cadena ligera que comprende una L-CDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 26; una L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de
las SEQ ID NO: 24, 25 y 26, respectivamente; un VL con por lo menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 o 16; un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 0 16; o
una LC que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 33.

Tal como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una H-CDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 29 y/o una L-CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 32; una
H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 27, 28 y 29,
respectivamente y/o una L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOs:
30, 31 y 32, respectivamente; un VH con por lo menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 10 o 18; y/o un VL con por lo menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 12 0 20; o un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o 18 y/o un VL que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 o 20. En ciertas modalidades, el anticuerpo comprende un
VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 y un VL que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 12. En ciertas modalidades, el anticuerpo comprende un VH que comprende la secuencia
de aminodacidos de SEQ ID NO: 18 y un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20. En
algunas modalidades, el anticuerpo comprende una HC que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36
y una LC que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35.

Tal como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende una H-
CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 29; una H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3 que
comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 27, 28 y 29, respectivamente; un VH con por lo menos
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90% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o 18; un VH que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o 18; o una HC que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 36; y comprende ademas una cadena ligera que comprende una L-CDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 32; una L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 30, 31 y 32, respectivamente; un VL con por lo menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 12 o 20; un VL que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 o0 20; o
una LC que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35.

En la invencion, el anticuerpo tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDRS3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24, 25 y 26, respectivamente.

En la invencion, el anticuerpo tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDRS3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 27, 28, 29, 30, 31 y 32, respectivamente.

En algunas modalidades, el anticuerpo tiene un dominio variable de cadena pesada (VH) con por lo menos 90% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 o 14 y un dominio variable de cadena ligera
(VL) con por lo menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 o 16.

En algunas modalidades, el anticuerpo tiene un dominio variable de cadena pesada (VH) con por lo menos 90% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o 18 y un dominio variable de cadena ligera
(VL) con por lo menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 o 20.

En algunas modalidades, el anticuerpo tiene un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia
de aminogcidos de SEQ ID NO: 6 y un dominio variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de
amino&cidos de SEQ ID NO: 8.

En algunas modalidades, el anticuerpo tiene un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 y un dominio variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 12.

En algunas modalidades, el anticuerpo tiene un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO: 14 y un dominio variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 16.

En algunas modalidades, el anticuerpo tiene un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y un dominio variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 20.

En algunas modalidades, el anticuerpo tiene una cadena pesada (HC) que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 34 y una cadena ligera (LC) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 33.

En algunas modalidades, el anticuerpo tiene una cadena pesada (HC) que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 36 y una cadena ligera (LC) que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 35.

La invencion también provee versiones humanizadas de anticuerpos quiméricos y porciones de unién a antigeno aqui
descritas, en particular los anticuerpos y porciones de union a antigeno con secuencias de aminoacidos de cadena
pesada y ligera en relacion con SEQ ID NOs: 6 y 8, respectivamente, o SEQ ID NOs: 10 y 12, respectivamente.

En algunas modalidades de los anticuerpos y porciones de unién a antigeno que se describen en el presente
documento, el anticuerpo puede ser de isotipo IgG. En ciertas modalidades, el anticuerpo es de la subclase de isotipos
IgG1.

En algunas modalidades, el anticuerpo inhibe el crecimiento tumoral in vivo y puede, ademas, tener por lo menos una
propiedad, o cualquier combinacion de propiedades, seleccionada del grupo constituido por:

* no se une a MET de ratén o de pollo;

* se une a un epitopo de MET humano que comprende residuos que estan presentes en el dominio SEMA;
e induce la degradacion de MET;

e se une a MET humano con una Kp de 1 x 10°° M o menos;

« inhibe el crecimiento in vitro de por lo menos una linea celular seleccionada de SNU5, EBC1, MKN45, Katoll, OE33 y
Okajima;

¢ inhibe |a fosforilacién de MET;

¢ inhibe la sefalizacion en direccion 3’ de MET; e
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¢ inhibe la proliferacion de células endoteliales primarias en presencia o ausencia de HGF.

La presente invencion también provee una composicion farmacéutica que comprende ambos de los anticuerpos anti-
MET o porciones de unién a antigeno de los mismos descritos en este documento y un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

También se describe en el presente documento una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica la cadena pesada o una porcién de union a antigeno del mismo, una secuencia de
nucleétidos que codifica la cadena ligera o una porcion de union a antigeno del mismo, o ambos, de un anticuerpo anti-
MET descrito en el presente documento. La molécula de acido nucleico aislada puede comprender una secuencia de
nucleétidos seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NO: 5, 7,9, 11,13, 15,17 0 19.

La presente invencién también provee un vector que comprende la molécula de &acido nucleico aislada, en donde el
vector comprende ademas una secuencia de control de expresion.

También se describe en el presente documento una célula hospedera que comprende una secuencia de nucleotidos
que codifica la cadena pesada o una porciéon de unién a antigeno de la misma, una secuencia de nucledtidos que
codifica la cadena ligera o una porcion de unién a antigeno de la misma, o ambos, de un anticuerpo anti-MET descrito
en el presente documento. La célula hospedera comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo
constituido por SEQ ID NOs: 5,7, 9, 11,13, 15,170 19.

También se describe en el presente documento un animal transgénico no humano o planta que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada o una porcién de unién a antigeno de la misma, una secuencia
de nucleétidos que codifica la cadena ligera o una porcion de union a antigeno de la misma, o ambos, de un anticuerpo
anti-MET descrito en el presente documento, en donde el animal o planta expresa la secuencia o secuencias de
nucleétidos. El animal o planta puede comprender una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo constituido por
SEQID NOs: 5,7,9, 11,13, 15,17 0 19.

La presente invencion también provee un método para producir un anticuerpo anti-MET o parte de unién a antigeno del
mismo descrito en este documento, que comprende proveer la célula hospedera descrita anteriormente, cultivar la célula
hospedera en condiciones adecuadas para la expresion del anticuerpo o porcién, y aislar el anticuerpo o porcion
resultante.

La presente invencion también provee un método para producir una composicién de anticuerpos anti-MET descrita en
este documento, que comprende proveer una primera célula hospedera capaz de expresar un primer anticuerpo anti-
MET o porciéon de unién a antigeno como se describe en este documento y una segunda célula hospedera capaz de
expresar un segundo anticuerpo anti-MET o porcién de unién a antigeno como se describe en este documento, cultivar
la primera y segunda células hospederas en condiciones adecuadas para la expresion de los anticuerpos o porciones, y
aislar los anticuerpos o porciones resultantes. En ciertas modalidades, la primera y segunda células hospederas se
cultivan en un biorreactor Unico. En otras modalidades, la primera y segunda células hospederas se cultivan en
biorreactores separados.

La presente invencién también provee una linea celular policlonal capaz de expresar una composicién de anticuerpos
anti-MET, en donde la linea celular policlonal comprende una primera célula hospedera capaz de expresar un primer
anticuerpo anti-MET o parte de unidn a antigeno del mismo como se describe en el presente documento y una segunda
célula hospedera capaz de expresar un segundo anticuerpo anti-MET o porcién de union a antigeno del mismo como se
describe en este documento.

La presente invencion también provee una molécula de unién biespecifica que tiene las especificidades de unién del
primer y segundo anticuerpos anti-MET o porciones de unién a antigeno de los mismos de una composicion de
anticuerpos anti-MET se describe aqui. En ciertas modalidades, la molécula de unién biespecifica comprende una
porcion de union a antigeno de un anticuerpo cuyas H-CDR1, H-CDR2, H-CDRS3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3
comprenden las secuencias de aminoacidos de la SEQ ID Nos: 21, 22, 23, 24, 25 y 26, respectivamente; y una porcion
de union a antigeno de un anticuerpo cuyas H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 comprenden las
secuencias de aminodacidos de la SEQ ID Nos: 27, 28, 29, 30, 31 y 32, respectivamente.

También se describe en el presente documento un uso de la composicién de anticuerpos anti-MET como se describe en
el presente documento o la composicion farmacéutica que comprende la composicion de anticuerpos anti-MET para
tratar a un paciente con un trastorno mediado por MET.

También se describe en el presente documento un uso de anticuerpo anti-MET o porcién de unién a antigeno como se
describe en el presente documento o la composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-MET o porcion de
unién a antigeno para tratar a un paciente con un trastorno mediado por MET.

La presente invencién también provee una composicién de anticuerpos anti-MET como se describe en el presente
documento 0 una composicion farmacéutica que comprende la composicion de anticuerpos anti-MET para uso en el
tratamiento contra el cancer. En algunas modalidades, el cancer depende de la activacion de MET. El cancer puede ser
cancer de pulmén de células no pequefas, cancer gastrico, carcinoma hepatocelular, cancer de eséfago, cancer
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colorrectal, cancer de células papilares de rifién, glioblastoma, carcinoma de células renales, cancer de prostata o
carcinoma adrenocortical.

La presente invencién también provee un anticuerpo anti-MET o porcién de unién a antigeno como se describe en el
presente documento o una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-MET o porcion de unién a
antigeno para uso en el tratamiento contra el cancer. También se describe en el presente documento los usos de un
anticuerpo anti-MET o porciéon de uniéon a antigeno como se describe en el presente documento o una composicién
farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-MET o porcidén de unién a antigeno en la fabricacion de un medicamento
para tratar el cancer. En algunas modalidades, el cancer depende de la activacion MET. El cancer puede ser cancer de
pulmén de células no pequenas, cancer gastrico, carcinoma hepatocelular, cancer de eso6fago, cancer colorrectal,
cancer de células papilares de rifdn, glioblastoma, carcinoma de células renales, cancer de préstata o carcinoma
adrenocortical. El uso médico puede comprender también la administracion de un agente quimioterapéutico, un agente
antineoplasico, un agente antiangiogénico, un inhibidor de tirosina quinasa u otro inhibidor de la via MET.

En algunos de los usos médicos descritos en el presente documento, el paciente es un mamifero. El paciente puede ser
un primate. En modalidades particulares, el paciente es un ser humano.

Breve Descripcion de los Dibujos

La figura 1 muestra una matriz de competencia por trece anticuerpos de MET probados unos contra otros. Una
inhibicién de por lo menos 50% se usé para diferenciar pre-clasificadores de epitopo (cuadrados grises). Cuadros
punteados: competencia unidireccional. Cuadros enmarcados negros: competencia con anticuerpos idénticos.

La figura 2 muestra un resumen de la unién de anticuerpos de MET para diferentes constructos de MET humanos, de
ratdn, de pollo y quiméricos expresados en células HEK293. Los numeros de secuencia de aminoacidos (AA) se refieren
a la secuencia de MET humano que fue intercambiada ya sea a la de pollo o de ratén. Se muestran ilustraciones
esquematicas de los diferentes constructos. Los dominios o subdominios individuales se indican. SP: péptido sefal.
SV5-GPI: secuencia del péptido SV5 seguido de enlazador de glicina-serina y anclaje de GPIl. Cabe notar que la
ilustracion de la ubicacién de las mutaciones es aproximada. Cuadros blancos: secuencia de MET humano. Cuadros
grises: la secuencia de pollo. Cuadros rayados: secuencia de raton. La union positiva a las células transfectadas se
indica como +. La unién débil, como (+). Sin unién como -.

La figura 3 muestra los resultados de un analisis Western Blot de los niveles del receptor de MET en lineas celulares
tratadas con el anticuerpo de control negativo, 9006, 9338 0 9006+9338 durante 24 o 48 horas.

La figura 4 muestra los resultados de un analisis Western simple de los niveles de MET en lineas celulares tratadas con
el anticuerpo de control negativo, 9006+9338, o el anticuerpo C8-H241 durante 24 horas.

Las figuras 5A-5B muestran un andlisis Western simple de los niveles de fosforilacion de MET en las lineas de células
tratadas con anticuerpos quiméricos 9006 o 9338, o la mezcla de anticuerpos 9006+9338.

Las figuras 6A-6B muestran un analisis Western simple de los niveles de fosforilacion de AKT y ERK2 en lineas de
células tratadas con anticuerpos quiméricos 9006 o 9338 o la mezcla de anticuerpos 9006+9338.

La figura 7A muestra el numero de HUVECs después del tratamiento con anticuerpo quimérico 9006 o 9338, la mezcla
de anticuerpos 9006+9338, o un anticuerpo de control. Se usa 25 pg/ml de anticuerpo total (tanto individualmente como
en la mezcla de anticuerpos). La figura 7B ilustra los resultados del ensayo en el punto de tiempo final de 404 horas de
incubacién. Los datos se normalizaron a las células no tratadas (100%).

La figura 8A muestra el nimero de HUVECs después del tratamiento con anticuerpo quimérico 9006 o 9338, la mezcla
de anticuerpos 9006+9338, o un anticuerpo de control, en presencia de HGF a 20 ng/ml. Se usa 25 pg/ml de anticuerpo
total (tanto individualmente como en la mezcla de anticuerpos). La figura 8B representa los resultados del ensayo en el
punto de tiempo final de 404 horas de incubacion/estimulacién con HGF. Los datos se normalizaron a las células no
tratadas (100%).

Las figuras 9A-9B muestran curvas de titulacion de la cantidad de HUVECs después del tratamiento con cantidades
variables de anticuerpos quiméricos 9338 y 9006 (A y B, respectivamente).

La figura 10 muestra las curvas de valoracion del nimero de HUVECs después del tratamiento con cantidades variables
de la mezcla de anticuerpos 9006+9338.

La figura 11 ilustra los resultados en el punto de tiempo final de las Figuras 9 y 10. Los datos se normalizan a las células
no tratadas.

Las figuras 12A-12C muestran los resultados de un ensayo de actividad metabdlica que indica el efecto antiproliferativo
de quimérico (panel izquierdo) o humanizado (panel derecho) 9006, 9338 o 9006+9338 sobre las lineas celulares
HCC827R1_cet#3 (12A), HCC827R1_cet#1 (12B) y MKN45 (12C).

Las figuras 13A-13C muestran los resultados de un ensayo de actividad metabdlica que indica el efecto antiproliferativo
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de quimérico (panel izquierdo) o humanizado (panel derecho) 9006, 9338 o 9006+9338 sobre las lineas celulares EBC-1
(13A), Katoll (13B) y Okajima (13C).

La figura 14 muestra los resultados de viabilidad de las titulaciones de los anticuerpos Hu9338+Hu9006, 13-MET, 28-
MET y 13-MET +28-MET en las lineas celulares EBC1, MKN45, SNU5 y Katoll.

La figura 15 muestra el efecto del tratamiento con 9006, 9338, 9006+9338, o vehiculo quimérico sobre el crecimiento
tumoral de xenoinjertos de la linea celular de cancer de pulmén de células no pequeiias humanas EBC-1 en ratones. El
area gris indica el periodo de tratamiento.

La figura 16 muestra el efecto del tratamiento con quimérico 9006+9338 en cuatro concentraciones diferentes en
comparacioén con el tratamiento con vehiculo sobre el crecimiento tumoral de xenoinjertos de la linea celular de cancer
de pulmoén de células no pequefias humanas EBC-1 en ratones. El area gris indica el periodo de tratamiento.

La figura 17 muestra el efecto del tratamiento con 9006, 9338, 9006+9338, o vehiculo quimérico sobre el crecimiento
tumoral de xenoinjertos de la linea celular de cancer gastrico humano MKN-45 en ratones. El area gris indica el periodo
de tratamiento.

La figura 18 muestra el efecto del tratamiento con quimérico 9006, 9338, 9006+9338, o vehiculo sobre el crecimiento
tumoral de xenoinjertos de la linea celular de cancer gastrico humano SNU5 en ratones. El area gris indica el periodo de
tratamiento.

La figura 19 muestra el efecto del tratamiento con mezcla de anticuerpos quiméricos 9006+9338 o vehiculo sobre el
crecimiento tumoral de xenoinjertos del modelo de xenoinjerto LI1037 derivado de paciente con HCC humano en
ratones. El &rea gris indica el periodo de tratamiento.

La figura 20 muestra el efecto de 9006+9338, Hu9006+Hu9338 o tratamiento con vehiculo sobre el crecimiento tumoral
de xenoinjertos de la linea celular de cancer de pulmén de células no pequefias humanas EBC-1. El area gris indica el
periodo de tratamiento.

La figura 21 muestra el efecto del tratamiento con quimérico 9006+9338, 9006+9338 humanizado (Hu9006+Hu9338), o
vehiculo sobre el crecimiento de tumores de xenoinjertos de la linea celular de cancer de eso6fago-gastrica humana
OES383. El area gris indica el periodo de tratamiento.

La figura 22 muestra el efecto del tratamiento con C8-H241, Hu9006+Hu9338 o vehiculo sobre el crecimiento tumoral de
xenoinjertos de la linea celular de cancer de pulmén de células no pequefias humanas EBC-1 (n = 10 ratones por
grupo). Las areas grises indican los periodos de tratamiento. Linea de puntos marca el inicio de un nuevo tratamiento de
los ratones restantes (n = 4) en el grupo tratado con C8-H241 Hu9006+Hu9338.

La figura 23 muestra el efecto del tratamiento con C8-H241, Hu9006, Hu9338, Hu9006+Hu9338 o vehiculo sobre el
crecimiento tumoral de xenoinjertos de la linea celular de cancer gastrico humano Hs746T (n = 8 ratones por grupo). El
area gris indica el periodo de tratamiento inicial. La linea punteada indica el re-tratamiento de dosis Unica con
Hu9006+Hu9338 de ratones restantes en los grupos C8-H241, Hu9006 y Hu9338.

La figura 24 muestra el efecto del tratamiento con C8-H241, Hu9006+Hu9338 o vehiculo sobre el crecimiento del tumor
en cuatro modelos de xenoinjerto derivado de pacientes (n = 5 ratones por grupo para LU0858, L1901 y LU2503; n =8
ratones por grupo para LXFA0526). El area gris denota el periodo de tratamiento.

La figura 25 muestra el efecto de proporciones equilibradas o sesgadas de Hu9006+Hu9338 o vehiculo sobre el
crecimiento de tumores de xenoinjertos de la linea celular de cancer de pulmén de células no pequefias humano EBC-1
(n = 8 ratones por grupo). El area gris indica el periodo de tratamiento.

La figura 26 muestra las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de dominio variable de cadenas pesada y ligera del
anticuerpo quimérico 9006 (SEQ ID NOs: 5-8). Las CDRs (SEQ ID NOs: 21-26) estdn marcadas por flechas.

La figura 27 muestra las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de dominio variable de cadenas pesada y ligera del
anticuerpo quimérico 9338 (SEQ ID NOs: 9-12). Las CDRs (SEQ ID NOs: 27-32) estan marcadas por flechas.

La figura 28 muestra las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de dominio variable de cadenas pesada y ligera del
anticuerpo humanizado 9006 (SEQ ID NOS: 13-16). Las CDRs estan marcadas por las flechas (SEQ ID NOS: 21-26).

La figura 29 muestra las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de dominio variable de cadenas pesada y ligera del
anticuerpo humanizado 9338 (SEQ ID NOS: 17-20). Las CDRs (SEQ ID NOS: 27-32) estan marcadas por flechas.

La figura 30 muestra las secuencias de aminoacidos de cadenas pesada y ligera completas del anticuerpo humanizado
9006 (SEQ ID NOs: 33 y 34, respectivamente) y el anticuerpo humanizado 9338 (SEQ ID NOs: 35 y 36,
respectivamente). Las CDRs estan marcadas por flechas.

La figura 31 muestra la estructura de MET.
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Descripcion Detallada de la Invencidn

Definiciones y técnicas generales

A menos que se defina lo contrario en el presente documento, los términos cientificos y técnicos usados en relacion con
la presente invencion tendran los significados que son entendidos cominmente por los expertos en la técnica. Métodos
y materiales ilustrativos se describen a continuacion. En caso de conflicto, se optara por lo que dicte la presente
especificacion, incluyendo las definiciones. Aunque un nimero de documentos se citan en el presente documento, esta
cita no constituye una admision de que cualquiera de estos documentos forma parte del conocimiento general comun en
la técnica.

Ademas, a menos que sea requerido por el contexto, los términos singulares incluiran el plural y los términos en plural
incluiran el singular. En general, la nomenclatura usada en relacion con, y las técnicas de, cultivo de células y tejidos,
biologia molecular, inmunologia, microbiologia, genética, quimica analitica, quimica organica sintética, quimica
medicinal y farmacéutica, y quimica de proteinas y de acidos nucleicos e hibridacion descritas en el presente documento
son aquellas bien conocidas y cominmente usadas en la técnica. Las reacciones enzimaticas y técnicas de purificaciéon
se realizan segun las especificaciones del fabricante, como cominmente se logra en la técnica o como se describe en el
presente documento.

A lo largo de esta especificacién y modalidades, las palabras “tienen” y “comprenden”, o variaciones tales como “tiene”,

“que tiene”, “comprende” o “que comprende” se entenderd que implican la inclusiéon de un nimero entero o grupo de
nuameros enteros determinados pero no la exclusion de cualquier otro nimero entero o grupo de nimeros enteros.

Definiciones relacionadas con anticuerpos

A menos que se indique lo contrario, como se usa en este documento, “MET” se refiere a MET humano (también
conocido como ¢c-MET humano). Una secuencia de polipéptido MET humano esta disponible bajo el No. de Acceso a
NCBI NM_000245.2, mostrado aqui como SEQ ID NO: 1. A menos que se especifique lo contrario, “MET humano” se
refiere a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. MET humano también existe en una isoforma diferente
(isoforma 2; SEQ ID NO: 2) en la cual 19 aminoacidos se insertan en dominio de IPT 3 (755 a 755: S —
STWWKEPLNIVSFLFCFAS (SEQ ID NO: 2)).

El término “anticuerpo” (Ab) o “inmunoglobulina” (Ig), tal como se usa en el presente documento, se refiere a un
tetramero que comprende dos cadenas pesadas (H) (aproximadamente 50-70 kDa) y dos cadenas ligeras (L)
(aproximadamente 25 kDa) interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada esta compuesta de un dominio
variable de cadena pesada (VH) y una regién constante de cadena pesada (CH). Cada cadena ligera esta compuesta
de un dominio variable de cadena ligera (VL) y una region constante de cadena ligera (CL). Los dominios VH y VL
pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas “regiones determinantes de
complementariedad” (CDRs), intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas “regiones de marco”
(FRs). Cada VH y VL esta compuesta por tres CDRs (H-CDR en el presente documento designa una CDR de la cadena
pesada; y L-CDR en el presente documento designa una CDR de la cadena ligera) y cuatro FRs, dispuestas desde el
extremo amino al extremo carboxilo terminal en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDRS3, FR4. La
asignacién de aminoacidos a cada region puede estar de acuerdo con definiciones de IMGT® (Lefranc et al., Dev Comp
Immunol 27 (1): 55-77 (2003), o las definiciones de Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest (National
Institutes of Health, Bethesda, MD (1987 y 1991)); Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987), o Chothia et al.,
Nature 342: 878-883 (1989).

El término “anticuerpo recombinante” se refiere a un anticuerpo que se expresa a partir de una linea celular o célula que
comprende la(s) secuencia(s) de nucleotidos que codifican el anticuerpo, en donde la(s) secuencia(s) de nucleétidos no
se asocia(n) naturalmente con la célula.

El término “composicion de anticuerpos” se refiere a una combinaciéon de dos o mas anticuerpos o porciones de unién a
antigeno de los mismos. Una composicién de anticuerpos puede ser monoclonal (es decir, que consta de anticuerpos
idénticos o moléculas de la porcidon de unién a antigeno) o policlonales (es decir, que consta de dos o mas diferentes
anticuerpos o porciones de unién a antigeno que reaccionan con los mismos o diferentes epitopos en el mismo antigeno
o0 incluso sobre distintos, antigenos diferentes).

El término “proteina aislada”, “péptido aislado” o “anticuerpo aislado” se refiere a una proteina, polipéptido o anticuerpo
que en virtud de su origen o fuente de derivacion (1) no esta asociado con componentes asociados que de manera
natural lo acompafnan en su estado nativo, (2) esta libre de otras proteinas de la misma especie, (3) es expresado por
una célula de una especie diferente, o (4) no ocurre en la naturaleza. Por lo tanto, un polipéptido que es sintetizado
quimicamente o que es sintetizado en un sistema celular diferente de la célula de la cual se origina de forma natural
sera “aislado” a partir de sus componentes asociados de forma natural. Una proteina también puede volverse
sustancialmente libre de componentes asociados de manera natural por aislamiento, usando técnicas de purificacién de
proteinas bien conocidas en la técnica.

Como se usa en este documento, el término “linea germinal” se refiere a las secuencias de nucleotidos y aminoacidos
de los genes de anticuerpos y los segmentos de genes, a medida que son transmitidos de padres a hijos a través de las
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células germinales. Las secuencias de la linea germinal se distinguen de las secuencias de nuclettidos que codifican
anticuerpos en células B maduras, que han sido alterados por los eventos de recombinacion e hipermutacion en el
transcurso de la maduracion de células B. Un anticuerpo que “utiliza” una secuencia de linea germinal particular tiene
una secuencia de nucleétidos o de aminoacidos que se alinea con la secuencia de linea germinal de nucleétidos o con
la secuencia de aminoacidos que especifica mas de cerca que con cualquier otra secuencia de nucledtidos o de
aminodcidos de la linea germinal.

El término “afinidad” se refiere a una medida de la atraccion entre un antigeno y un anticuerpo. El atractivo intrinseco del
anticuerpo para el antigeno se expresa normalmente como el de unién constante de afinidad de equilibrio (Kp) de una
interaccion particular anticuerpo-antigeno. Se dice que un anticuerpo se une especificamente a un antigeno cuando la
Kb es < 1 mM, preferiblemente < 100 nM. Una constante de afinidad de unién Kp se puede medir, por ejemplo, medlante
resonancia de plasmon superficial (BIAcore ) o interferometria de bio-capa, por ejemplo usando el sistema Octet™

El término “Kgis” se refiere a la constante de velocidad de disociacién de una interaccién particular anticuerpo-antigeno.
Una constante de velocidad de disociacion Kgis se puede medir Ror interferometria de bio-capa, por ejemplo usando el
sistema Octet™ o por resonancia de plasmon superficial (BIAcore )

El término “epitopo”, como se usa en este documento, se refiere a una porcién (determinante) de un antigeno que se
une especificamente a un anticuerpo o una molécula relacionada tal como una molécula de unién biespecifica. Los
determinantes epitopicos consisten generalmente de agrupaciones de superficie quimicamente activas de moléculas
tales como aminodcidos o carbohidratos o cadenas laterales de azlUcares y generalmente tienen caracteristicas
estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga especificas. Un epitopo puede ser “lineal”
o “conformacional”. En un epitopo lineal, todos los puntos de interaccién entre una proteina (por ejemplo, un antigeno) y
una molécula de interaccién (tal como un anticuerpo) se producen linealmente a lo largo de la primaria secuencia de
aminoacidos de la proteina. En un epitopo conformacional, los puntos de interaccion se producen a través de residuos
de aminodcidos en la proteina que estan separados unos de otros en la secuencia primaria de aminoacidos. Una vez
que se determina un epitopo en un antigeno deseado, es posible generar anticuerpos para ese epitopo usando técnicas
bien conocidas en la técnica. Ademas, la generacién y caracterizacién de anticuerpos pueden dilucidar informacién
acerca de epitopos deseables. A partir de esta informacién, es posible entonces detectar competitivamente anticuerpos
por la unién a los mismos o similares epitopos, por ejemplo, al realizar estudios de competencia para encontrar
anticuerpos que compiten por la unién al antigeno.

Se puede determinar si un anticuerpo se une al mismo epitopo o compite en forma cruzada por la unién con un
anticuerpo anti-MET mediante el uso de métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se permite que el anticuerpo
anti-MET de la invencién se una a MET bajo condiciones de saturacion y luego se mide la capacidad del anticuerpo de
prueba para unirse a MET. Si el anticuerpo de prueba es capaz de unirse a MET, al mismo tiempo que el anticuerpo de
referencia anti-MET, entonces el anticuerpo de prueba se une a un epitopo diferente que el anticuerpo de referencia
anti-MET. Sin embargo, si el anticuerpo de prueba no es capaz de unirse a MET, al mismo tiempo, entonces el
anticuerpo de prueba se une al mismo epitopo, un epitopo de solapamiento 0 un epitopo que se encuentra en las
proximidades del epltopo unido por el anticuerpo anti-MET de la invencion. Este experimento se puede realizar usando
ELISA, RIA, BIACORE™, interferometria de bio- -capa o citometria de flujo. Para probar si un anticuerpo anti-MET
compite en forma cruzada con otro anticuerpo anti-MET, se puede usar el método de competencia descrito
anteriormente en dos direcciones, es decir, determinar si el anticuerpo conocido bquuea eI antlcuerpo de prueba y
viceversa. En un aspecto preferido de la divulgacién, el experimento se realiza usando Octet™

El término “anticuerpo quimérico” se refiere en su sentido mas amplio a un anticuerpo que contiene una o mas regiones
de un anticuerpo y una o mas regiones de uno o mas de otros anticuerpos, normalmente un anticuerpo que es
parcialmente de origen humano y parcialmente de origen no humano, es decir, derivado en parte de un animal no
humano, por ejemplo un ratén, rata u otro roedor, o un ave tal como un pollo. Los anticuerpos quiméricos son preferibles
a los anticuerpos no humanos con el fin de reducir el riesgo de una respuesta anti-anticuerpo humano, por ejemplo, una
respuesta de anticuerpo anti-ratobn humano en el caso de un anticuerpo de murino. Un ejemplo de un anticuerpo
quimérico tipico es uno en el cual las secuencias de region variable son de murino mientras que las secuencias de la
region constante son de humano. En el caso de un anticuerpo quimérico, las partes no humanas pueden ser sometidas
a una alteracion adicional con el fin de humanizar el anticuerpo. Los anticuerpos quiméricos que se describen en este
documento tienen secuencias de dominio variable de murino y secuencias de dominios constantes de humano.

El término “humanizar” se refiere al hecho de que, cuando un anticuerpo es totalmente o parcialmente de origen no
humano, por ejemplo un anticuerpo de murino obtenido a partir de la inmunizacién de ratones con un antigeno de
interés o un anticuerpo quimérico con base en el anticuerpo de murino, es posible reemplazar ciertos aminoacidos, en
particular en las regiones de marco y los dominios constantes de las cadenas pesada y ligera, con el fin de evitar o
reducir al minimo una respuesta inmunitaria en seres humanos. La especificidad de una interaccion del anticuerpo con
un antigeno objetivo radica principalmente en los residuos de aminoacidos situados en las seis CDRs de las cadenas
pesada y ligera. Las secuencias de aminoacidos dentro de las CDRs son por lo tanto mucho mas variables entre los
anticuerpos individuales que las secuencias fuera de las CDRs. Debido a que las secuencias de CDRs son
responsables de la mayoria de las interacciones anticuerpo-antigeno, es posible expresar anticuerpos recombinantes
que simulan las propiedades de un anticuerpo de origen natural especifico, o en forma mas general cualquier anticuerpo
especifico con una determinada secuencia de aminoacidos, por ejemplo, mediante la construccion de vectores de
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expresion que expresan secuencias de CDR procedentes del anticuerpo especifico injertado en secuencias de marco de
un anticuerpo diferente. Como resultado, es posible “humanizar” un anticuerpo no humano y todavia mantener
sustancialmente la especificidad de unién y afinidad del anticuerpo original. Aunque no es posible predecir con precision
la inmunogenicidad y de esta manera la respuesta anti-anticuerpo humano de un anticuerpo particular, los anticuerpos
no humanos tienden a ser mas inmunogénicos que los anticuerpos humanos. Los anticuerpos quiméricos, en los que las
regiones constantes extranas (por lo general de roedores) han sido reemplazadas por secuencias de origen humano, se
ha mostrado que son generalmente menos inmunogénicos que los anticuerpos de origen totalmente extrafos, y la
tendencia de los anticuerpos terapéuticos es hacia los anticuerpos humanizados o completamente humanos. Los
anticuerpos quiméricos u otros anticuerpos de origen no humano por lo tanto pueden humanizarse para reducir el riesgo
de una respuesta anti-anticuerpo humano.

Para los anticuerpos quiméricos, la humanizaciéon normalmente implica la modificacion de las regiones de marco de las
secuencias de region variable. Los residuos de aminoacidos que forman parte de las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) mas a menudo no seran alterados en relacion con la humanizacién, aunque en ciertos
casos, puede ser deseable alterar residuos de aminoacidos de CDR individuales, por ejemplo para eliminar un sitio de
glicosilacion, un sitio de desamidacion, un sitio de isomerizacién de aspartato o un residuo de cisteina o metionina no
deseado. La glicosilacion ligada a N se produce mediante la unién de una cadena de oligosacéarido a un residuo de
asparagina en la secuencia de tripéptido Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, donde X puede ser cualquier amino&cido excepto Pro.
La eliminacién de un sitio de N-glicosilacién se puede lograr mediante la mutacién ya sea del residuo Asn o el residuo
Ser/Thr a un residuo diferente, preferiblemente por medio de sustitucion conservativa. La desamidacion de residuos de
asparagina y glutamina puede ocurrir dependiendo de factores tales como el pH y la exposiciéon de la superficie. Los
residuos de asparagina son particularmente susceptibles a la desamidacién, principalmente cuando estan presentes en
la secuencia Asn-Gly, y en menor medida en otras secuencias de dipéptidos tales como Asn-Ala. Cuando ese sitio de
desamidacion, en particular Asn-Gly, esta presente en una secuencia de CDR, por lo tanto puede ser deseable remover
el sitio, normalmente mediante sustitucién conservativa para remover uno de los residuos implicados.

Se conocen en la técnica numerosos métodos para la humanizacion de una secuencia de anticuerpo; véase, por
ejemplo, la revisién por parte de Almagro y Fransson, Front. Biosci. 13: 1619-1633 (2008). Un método usado
comunmente es injertar CDR, que, por ejemplo, para un anticuerpo quimérico derivado de murino implica la
identificacion de las contrapartes de genes de linea germinal humana a los genes de region variable de murino e injertar
las secuencias de CDR de murino en este marco. El injerto de CDR se puede basar en las definiciones de Kabat de
CDR, aunque una publicacién mas reciente (Magdelaine-Beuzelin et al,. Crit Rev.Oncol Hematol. 64:210-225 (2007)) ha
sugerido que la definicion IMGT® (the international ImMunoGeneTics information system®, www.imgt.org) puede
mejorar el resultado de la humanizacién (ver Lefranc et al., Dev Comp Immunol. 27:55-77 (2003)). En algunos casos, el
injerto de CDR puede reducir la especificidad de union y afinidad, y por lo tanto la actividad biol6gica, de un anticuerpo
no humano injertado con CDR, en comparacion con el anticuerpo progenitor del cual se obtienen las CDRs. Mutaciones
de retroceso (a veces referidas como “reparacion de marco”) pueden ser introducidas en las posiciones seleccionadas
del anticuerpo injertado con CDR, normalmente en las regiones de marco, con el fin de restablecer la especificidad de
unién y afinidad del anticuerpo progenitor. La identificacién de posiciones para posibles mutaciones de retroceso se
puede realizar usando la informacién disponible en la literatura y en las bases de datos de anticuerpos. Los residuos de
aminoacidos que son candidatos para mutaciones de retroceso son generalmente aquellos que se encuentran en la
superficie de una molécula de anticuerpo, mientras que los residuos que estan enterrados o que tienen un bajo grado de
exposicién en la superficie normalmente no son alterados. Una técnica de humanizacion alternativa al injerto de CDR y
la retromutacién es la re-superficializacion, en la cual los residuos no expuestos en la superficie de origen no humano
son conservados, mientras que residuos en la superficie son alterados a los residuos humanos.

En ciertos casos, puede ser también deseable alterar uno o mas residuos de aminoacidos de CDR con el fin de mejorar
la afinidad de unién al epitopo objetivo. Esto se conoce como “maduracién de afinidad” y opcionalmente se puede
realizar en relacion con la humanizacién, por ejemplo, en situaciones en las que la humanizaciéon de un anticuerpo
conduce a la reduccion de la especificidad de union o afinidad y no es posible mejorar suficientemente la especificidad
de union o afinidad por las mutaciones de retroceso solas. Diversos métodos de maduracién de afinidad son conocidos
en la técnica, por ejemplo el método de mutagénesis de saturacién de exploracién in vitro descrito por Burks et al,. Proc
Natl Acad Sci USA, 94: 412-417 (1997), y el método de afinidad de maduracién paso a paso in vitro de Wu et al. Proc
Natl Acad Sci USA, 95: 6037-6042 (1998).

El término “porciéon de unién a antigeno” de un anticuerpo (o simplemente “porcion de unién”), como se usa en el
presente documento, se refiere a una o mas partes o fragmentos de un anticuerpo que retienen la capacidad de unirse
especificamente a un antigeno (por ejemplo, MET humano, o una parte del mismo). Se ha demostrado que ciertos
fragmentos de un anticuerpo de longitud completa pueden realizar la funcién de unién a antigeno del anticuerpo.
Ejemplos de fragmentos de unién abarcados dentro del término “porcién de unién a antigeno” incluyen (i) un fragmento
Fab: un fragmento monovalente constituido por los dominios Vi, Vi, CL y Cn1; (ii) un fragmento F(ab’)2: un fragmento
bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra; (iii) un fragmento Fd
constituido por los dominios Vi y Cu1; (iv) un fragmento Fv constituido por los dominios Vi y Vy de un solo brazo de un
anticuerpo, (v) un fragmento dAb, constituido por un dominio Vy; y (vi) una region determinante de complementariedad
(CDR) aislada, capaz de unirse especificamente a un antigeno. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento F,, V.
y VH, son codificados por genes separados, pueden unirse, usando métodos recombinantes, por un enlazador sintético
que les permite ser hechos como una Unica cadena de proteina en la cual el par de regiones V| y Vy forman moléculas
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monovalentes (conocidas como Fv de cadena sencilla (scFv)). También dentro de la invencién estan las moléculas de
unién a antigeno que comprenden un V4 y/o un V.. En el caso de un Vu, la molécula puede comprender también uno o
mas de una region CH1, bisagra, CH2 o CH3. También se pretende incluir esos anticuerpos de cadena sencilla dentro
del término “porcién de union a antigeno” de un anticuerpo. También se incluyen otras formas de anticuerpos de cadena
sencilla, tales como diacuerpos. Los diacuerpos son anticuerpos bivalentes, biespecificos en los que los dominios Vi y
V| se expresan en una sola cadena polipeptidica, pero usando un enlazador que es demasiado corto para permitir el
emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, forzando de esta manera los dominios a emparejarse con
dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unién a antigeno.

Porciones de anticuerpo, tales como fragmentos Fab y F(ab’)2, se pueden preparar a partir de anticuerpos enteros
usando técnicas convencionales, tales como digestién de anticuerpos completos papaina o pepsina. Por otra parte,
anticuerpos, porciones de anticuerpo y moléculas de inmunoadhesién pueden obtenerse usando técnicas de ADN
recombinante estandar, por ejemplo, como se describe en el presente documento.

En una modalidad, el anticuerpo de la invencion es un anticuerpo monoclonal. Como se usa en este documento, el
acronimo “mAb” se refiere a un anticuerpo monoclonal, es decir, un anticuerpo sintetizado y secretado por una poblacién
clonal individual de células. La poblacién clonal puede ser una poblacion clonal de células inmortalizadas. En algunas
modalidades, las células inmortalizadas de la poblacién clonal son células hibridas -hibridomas- producidas
normalmente por la fusion de los linfocitos B individuales de un animal inmunizado con células individuales de un tumor
linfocitico.

La clase (isotipo) y la subclase de anticuerpos anti-MET se pueden determinar por cualquier método conocido en la
técnica. En general, la clase y subclase de un anticuerpo se pueden determinar usando anticuerpos que son especificos
para una clase y subclase de anticuerpo particular. Esos anticuerpos estan comercialmente disponibles. La clase y
subclase se pueden determinar por ELISA, Western Blot, asi como otras técnicas. Alternativamente, la clase y subclase
se pueden determinar mediante secuenciacion de todos o una porcién de los dominios constantes de las cadenas
pesada y/o ligera de los anticuerpos, comparando sus secuencias de aminoacidos con las secuencias de aminoacidos
conocidas de diversas clases y subclases de inmunoglobulinas, y determinando la clase y subclase de los anticuerpos.

Anticuerpos anti-MET

La presente invencion se refiere a un anticuerpo dirigido contra MET humano, o una porcién de union a antigeno de ese
anticuerpo. La invencidon provee nuevos anticuerpos anti-MET 9006 y 9338 tanto en formas quiméricas como
humanizadas. Las figuras 26-30 ilustran las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la cadena pesada y ligera de
longitud larga (HC y LC) y dominio variable (VH y VL) de estos anticuerpos. La tabla 1 siguiente provee las SEQ ID NOs
de estas secuencias. La tabla 2 siguiente provee las SEQ ID NOs para las secuencias de aminoacidos de CDR de
cadena pesada y ligera de los anticuerpos 9006 y 9338 (que son los mismos entre las formas quimérica y humanizada).
Las secuencias de CDR fueron asignados de acuerdo con definiciones de IMGT®.

Tabla 1: SEQ ID NOs para las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de los dominios variables de cadenas
pesada y ligera de anticuerpos 9006 y 9338

quimérico humanizado
VH VL VH VL HC LC
. AD . . AD . . .
ADN | proteina N proteina | ADN | proteina N proteina proteina proteina
9006 5 6 7 8 13 14 15 16 34 33
H-CDR1 H-CDR2 H-CDR3 L-CDR1 L-CDR2 L-CDR3

9006 21 22 23 24 25 26
9338 27 28 29 30 31 32

También se describen en el presente documento:

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24, 25 y 26, respectivamente;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24, 25 y 26, respectivamente;

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 6 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 8;

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
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anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 14 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 6 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 14 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16;

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 27, 28, 29, 30, 31 y 32, respectivamente;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 27, 28, 29, 30, 31 y 32, respectivamente;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12;

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 18 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 18 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20;

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34 y una cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 33;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y una cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34 y una
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 33; y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y una
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35.

También se describe en el presente documento un anticuerpo anti-MET o porcién de unién a antigeno del mismo que
tiene una H-CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 o 29. También se describe en el
presente documento un anticuerpo anti-MET o porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una L-CDR3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26 o 32. Tal como se describe en el presente documento el
anticuerpo anti-MET o porcion de union a antigeno del mismo, tiene una H-CDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 23 0 29 y una L-CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26 o
32. Tal como se describe en el presente documento el anticuerpo anti-MET o porciéon de unién a antigeno del mismo
comprende:

- la secuencia de H-CDR3 de SEQ ID NO: 23 y la secuencia de L-CDR3 de SEQ ID NO: 26; o
la secuencia de H-CDR3 de SEQ ID NO: 29 y la secuencia de L-CDR3 de SEQ ID NO: 32.

Tal como se describe en el presente documento el anticuerpo anti-MET o porciéon de unién a antigeno del mismo
comprende:

-una H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 21, 22 y 23,
respectivamente; o
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- una H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 27, 28 y 29,
respectivamente.

Tal como se describe en el presente documento, el anticuerpo anti-MET o porcién de union a antigeno del mismo
comprende:

-una L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 24, 25 y 26,
respectivamente; o

-una L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 30, 31 y 32,
respectivamente.

En una modalidad, el anticuerpo anti-MET o porcidn de unién a antigeno del mismo comprende:

- una H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 21, 22 y 23,
respectivamente, y una L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS:
24, 25y 26, respectivamente; o

- una H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 27, 28 y 29,
respectivamente, y una L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS:
30, 31y 32, respectivamente.

Tal como se describe en el presente documento el anticuerpo anti-MET o porcién de unién a antigeno del mismo, tiene
un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 6, 10, 14 0 18. Tal
como se describe en el presente documento, el anticuerpo anti-MET o porcion de unién a antigeno del mismo tiene un
dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8, 12, 16 0 20. Tal como
se describe en el presente documento, el anticuerpo anti-MET o porcién de unién a antigeno del mismo tiene un dominio
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, 10, 14 o0 18 y un dominio
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8, 12, 16 o 20. En ciertas
modalidades, el anticuerpo anti-MET o porcién de unién a antigeno del mismo comprende:

- un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 6 y un dominio
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8;

- un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 y un dominio
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 12;

- un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 y un dominio
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16; o

- un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y un dominio
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20.

En ciertas modalidades, el anticuerpo anti-MET o porcién de unién a antigeno del mismo comprende una cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34 y una cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 33.

En ciertas modalidades, el anticuerpo anti-MET o porcién de uniéon a antigeno del mismo comprende una cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y una cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35.

También se describe en el presente documento una variante de un anticuerpo o porcion del mismo como se describié
anteriormente, en donde la variante difiere del anticuerpo o porciéon del mismo, por 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10
sustituciones de aminoécidos.

También se describe en el presente documento un anticuerpo anti-MET que comprende un dominio variable de cadena
pesada que es por lo menos 90% idéntico en secuencia de aminoacidos con la SEQ ID NO: 6, 10, 14 0 18, o0 una
porcion de unién a antigeno de ese anticuerpo. Tal como se describe en el presente documento el dominio variable de
cadena pesada es de por lo menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntico en secuencia de
aminoacidos con la SEQ ID NO: 6, 10, 14 o 18. También se describe en el presente documento un anticuerpo anti-MET
que comprende un dominio variable de cadena ligera que es por lo menos 90% idéntico en secuencia de aminoacidos
con la SEQ ID NO: 8, 12, 16 o0 20, o una porcién de unién a antigeno de ese anticuerpo. Tal como se describe en el
presente documento el dominio variable de cadena ligera es de por lo menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% idéntico en secuencia de aminoacidos con la SEQ ID NO: 8, 12, 16 o 20. El anticuerpo anti-MET también
puede comprender cualquier combinacion de los dominios variables de cadena pesada y ligera referenciados
anteriormente.

También se describe en el presente documento un anticuerpo anti-MET que comprende una cadena pesada que es por
lo menos 90% idéntica en secuencia de aminoacidos con la SEQ ID NO: 34 o 36, o una porcién de union a antigeno de

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2748 295 T3

ese anticuerpo. Tal como se describe en el presente documento, la cadena pesada es de por lo menos 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica en secuencia de aminoacidos con la SEQ ID NO: 34 o 36. También se
describe en el presente documento un anticuerpo anti-MET que comprende una cadena ligera que es por lo menos 90%
idéntica en secuencia de aminoacidos con la SEQ ID NO: 33 o 35, o una porcion de unioén a antigeno de ese anticuerpo.
Tal como se describe en el presente documento la cadena ligera es de por lo menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% idéntica en secuencia de aminodcidos con la SEQ ID NO: 33 o 35. El anticuerpo anti-MET también
puede comprender cualquier combinacion de los dominios variables de cadena pesada y ligera referenciados
anteriormente.

La similitud de secuencia para polipéptidos, que también se denomina identidad de secuencia, se mide normalmente
usando software de andlisis de secuencia. El software de andlisis de proteinas hace coincidir secuencias similares
usando medidas de similitud asignadas a diversas sustituciones, deleciones y otras modificaciones, incluyendo
sustituciones de aminoacidos conservativas. Por ejemplo, GCG contiene programas tales como “Gap” y “Bestfit” que se
pueden usar con los parametros por defecto para determinar homologia de secuencia o identidad de secuencia entre
polipéptidos estrechamente relacionados, tales como polipéptidos homélogos de diferentes especies de organismos o
entre proteina de tipo silvestre y una muteina de la misma. Véase, por ejemplo, GCG Versiéon 6.1. Secuencias de
polipéptido también pueden compararse usando FASTA que utiliza parametros por defecto o recomendados; un
programa en GCG Versién 6.1. FASTA (por ejemplo, FASTA2 y FASTA3) provee alineaciones y por ciento de identidad
de secuencia de las regiones de mejor solapamiento entre las secuencias de consulta y de busqueda (Pearson,
Methods Enzymol. 183:63-98 (1990); Pearson, Methods Mol. Biol. 132:185-219 (2000)). Otro algoritmo preferido cuando
se compara una secuencia de la invencién con una base de datos que contiene un gran nimero de secuencias de
diferentes organismos es el programa informatico BLAST, especialmente blastp o tblastn, usando parametros por
defecto. Véase, por ejemplo, Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990); Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-
402 (1997).

La longitud de secuencias de polipéptido comparadas para la homologia generalmente sera de por lo menos
aproximadamente 16 residuos de aminoacidos, normalmente por lo menos aproximadamente 20 residuos, muy
habitualmente por lo menos aproximadamente 24 residuos, normalmente por lo menos aproximadamente 28 residuos, y
preferiblemente méas de aproximadamente 35 residuos.

De conformidad con la invencién, un tipo de sustitucién de aminoacidos que se pueda hacer es cambiar una o mas
cisteinas en el anticuerpo, que pueden ser quimicamente reactivo, a otro residuo, tal como, sin limitacién, alanina o
serina. En una modalidad, hay una sustitucién de una cisteina no canénica. La sustitucion puede hacerse en una region
CDR o de marco de un dominio variable o en el dominio constante de un anticuerpo. En algunas modalidades, la
cisteina es candnica.

Otro tipo de sustitucion de aminoacidos que puede hacerse es remover los sitios proteoliticos potenciales en el
anticuerpo. Esos sitios pueden aparecer en una regiéon de CDR o de marco de un dominio variable o en el dominio
constante de un anticuerpo. La sustitucién de residuos de cisteina y la eliminacién de los sitios proteoliticos puede
disminuir el riesgo de heterogeneidad en el producto de anticuerpo y por lo tanto aumentar su homogeneidad.

Otro tipo de sustitucion de aminodacidos es eliminar los pares de asparagina-glicina, que forman sitios de desamidacién
potenciales, mediante la alteracion de uno o ambos de los residuos.

Otro tipo de sustitucion de aminoacidos que se puede hacer en una de las variantes de conformidad con la invencion es
una sustitucion conservativa de aminodcidos. Una “sustitucion conservativa de aminoacidos” es una en la cual un
residuo de aminodcido es sustituido por otro residuo de aminoacido que tiene un grupo R de cadena lateral) con
propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o caracter hidréfobo). En general, una sustitucion conservativa de
aminoacidos no cambiara sustancialmente las propiedades funcionales de una proteina. En los casos en que dos o mas
secuencias de aminoacidos difieren entre si por sustituciones conservativas, el por ciento de identidad de secuencia o
grado de similitud pueden ajustarse hacia arriba para corregir la naturaleza conservativa de la sustitucion. Medios para
hacer este ajuste son bien conocidos por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Pearson, Methods Mol. Biol.
243:307-31 (1994).

Ejemplos de grupos de aminoacidos que tienen cadenas laterales con propiedades quimicas similares incluyen 1)
cadenas laterales alifaticas: glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; 2) cadenas laterales de hidroxilo alifatico: serina
y treonina; 3) cadenas laterales que contienen amida: asparagina y glutamina; 4) cadenas laterales aromaticas:
fenilalanina, tirosina y triptéfano; 5) cadenas laterales basicas: lisina, arginina e histidina; 6) cadenas laterales acidas:
acido aspartico y acido glutamico; y 7) cadenas laterales que contienen azufre: cisteina y metionina. Los grupos de
sustituciéon conservativa de aminoacidos preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina,
alanina-valina, glutamato-aspartato, y asparagina-glutamina.

Como alternativa, un reemplazo conservativo puede definirse como cualquier cambio que tenga un valor positivo en la
matriz de probabilidad logaritmica PAM250 descrito en Gonnet et al., Science 256:1443-1445 (1992). Un reemplazo
“meramente conservativo” es cualquier cambio que tiene un valor no negativo en la matriz de probabilidad logaritmica
PAM250.
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En ciertas modalidades, las sustituciones de aminoacidos a un anticuerpo o porcién de union a antigeno de la invencion
son aquellas que: (1) reducen la susceptibilidad a la protedlisis, (2) reducen la susceptibilidad a la oxidacion, (3) alteran
la afinidad de unién para la formacién de complejos de proteinas, y (4) confieren o modifican otras propiedades
fisicoquimicas o funcionales de los analogos, pero todavia conservan la unién especifica a MET humano. Los analogos
pueden incluir diversas sustituciones en la secuencia del péptido que se produce normalmente. Por ejemplo,
sustituciones de aminodcidos individuales o multiples, preferiblemente sustituciones de aminoacidos conservativas, se
pueden hacer en la secuencia que se produce normalmente, por ejemplo en la porcion del polipéptido fuera del
dominio(s) que forman contactos intermoleculares. Las sustituciones de amino&cidos también pueden hacerse en el
dominio(s) que forma contactos intermoleculares que pueden mejorar la actividad del polipéptido. Una sustitucion
conservativa de aminoacidos no deberia cambiar sustancialmente las caracteristicas estructurales de la secuencia
progenitora; por ejemplo, un aminoacido de reemplazo no debe alterar la lamina B anti-paralela que constituye el
dominio de unién a inmunoglobulina que se produce en la secuencia progenitora, o alterar otros tipos de estructura
secundaria que caracteriza la secuencia progenitora. En general, la glicina y la prolina no se usarian en una lamina 8
anti-paralela. Ejemplos de estructuras secundarias y terciarias de polipéptidos reconocidas en la técnica se describen en
Proteins, Structures and Molecular Principles (Creighton, Ed., W.H. Freeman and Company, Nueva York (1984));
Introduction to Protein Structure (C. Branden y J. Tooze, eds, Garland Publishing, Nueva York, Nueva York (1991)); y
Thornton et al., Nature 354:105 (1991).

En otro aspecto de la invencién, el anticuerpo puede ser desinmunizado para reducir su inmunogenicidad usando las
técnicas descritas en, por ejemplo, las publicaciones del PCT WO 98/52976 y WO 00/34317.

En algunas modalidades, cualquiera de los anticuerpos anti-MET o porciones de union a antigeno que se describen en
este documento inhiben el crecimiento tumoral in vivo y también pueden tener por lo menos una propiedad funcional
seleccionada del grupo constituido por:

- no se une a MET de ratén o de pollo;

- se une a un epitopo de MET humano que comprende residuos que estan presentes en el dominio de SEMA;
- induce la degradacion de MET;

- se une a MET humano con una Kp de 1 x 10°Mo menos; y

- inhibe el crecimiento in vitro de por lo menos una linea celular seleccionada de SNU5, EBC1, MKN45, Katoll, OE33 y
Okajima;

o cualquier combinacion de esas propiedades funcionales. En algunas modalidades, la unién de uno o mas anticuerpos
0 porciones de union a antigeno de la invencién (y en particular una composiciéon de anticuerpos anti-MET de la
invencion) a MET puede inhibir el crecimiento y proliferacién de células que expresan los receptores (es decir, las
células tumorales).

En algunas modalidades, cualquiera de los anticuerpos anti-MET o porciones de union a antigeno que se describen en
este documento pueden inhibir la unién de HGF alfa o HGF beta a MET. En algunas modalidades, los anticuerpos o
porciones pueden inhibir la unién de HGF sin procesar a MET.

Como se usa en este documento, el término “inhibe el crecimiento” (por ejemplo, en referencia a las células) esta
destinado a incluir cualquier disminucion medible en la proliferacién (aumento del nimero de células) o el metabolismo
de una célula cuando entra en contacto con un anticuerpo anti-MET o porcion de unién a antigeno o composicion de
anticuerpos anti-MET en comparacion con el crecimiento de las mismas células en ausencia del anticuerpo o
composicion, por ejemplo, la inhibicién de crecimiento de un cultivo celular en por lo menos aproximadamente 10%, y
muy preferiblemente, tal como por lo menos aproximadamente 20% o 30%, mas preferiblemente por lo menos
aproximadamente 40% o 50%, tal como por lo menos aproximadamente 60%, 70%, 80%, 90%, 95% 0 99%, o incluso
aproximadamente 100%. La inhibiciéon del crecimiento se puede determinar en lineas celulares de cancer pertinentes,
por ejemplo, como se describe en los siguientes ejemplos.

La clase de un anticuerpo anti-MET obtenido por los métodos descritos en el presente documento puede ser conmutada
con otra clase. Una molécula de acido nucleico que codifica VL o VH se aisla usando procedimientos bien conocidos en
la técnica tal que no incluyen secuencias de &acido nucleico que codifican CL o CH. Las moléculas de &cido nucleico que
codifican VL o VH entonces se enlazan operativamente a una secuencia de acido nucleico que codifica una CL o CH,
respectivamente, de una clase diferente de molécula de inmunoglobulina. Esto se puede conseguir usando un vector o
molécula de acido nucleico que comprende una cadena CL o CH, como se describidé anteriormente. Por ejemplo, un
anticuerpo anti-MET que originalmente era IgM puede ser cambiado a la clase IgG. Ademas, el cambio de clase puede
usarse para convertir una subclase IgG a otra, por ejemplo de IgG1 a IgG2. Un método preferido para producir un
anticuerpo de la invencion con un isotipo deseado comprende los pasos de aislar una molécula de acido nucleico que
codifica la cadena pesada de un anticuerpo anti-MET y una molécula de acido nucleico que codifica la cadena ligera de
un anticuerpo anti-MET, obteniendo el dominio variable de la cadena pesada, ligando el dominio variable de la cadena
pesada con el dominio constante de una cadena pesada del isotipo deseado, expresando la cadena ligera y la cadena
pesada ligada en una célula, y recogiendo el anticuerpo anti-MET con el isotipo deseado.
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El anticuerpo anti-MET de la invencion puede ser una IgG, una IgM, una IgE, una IgA, o una molécula de IgD. En una
modalidad, el anticuerpo anti-MET es una molécula de IgG y es de la subclase IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4. En ciertas
modalidades, el anticuerpo es de la subclase 1gG1.

En ciertas modalidades, un anticuerpo o porciéon de unién a antigeno del mismo de la invencién puede ser parte de una
molécula de inmunoadhesién mayor, formada por enlaces covalentes o asociacion no covalente del anticuerpo o porcion
de anticuerpo con una o mas de otras proteinas o péptidos. Ejemplos de esas moléculas de inmunoadhesion incluyen el
uso de la region del nucleo de estreptavidina para hacer una molécula tetramérica scFv (Kipriyanov et al., Human
Antibodies and Hybridomas 6:93-101 (1995)) y el uso de un residuo de cisteina, un péptido marcador y una etiqueta de
polihistidina C-terminal para hacer moléculas de scFv bivalentes y biotiniladas (Kipriyanov et al., Mol Immunol. 31:1047-
1058 (1994)). Otros ejemplos incluyen en donde las CDR de un anticuerpo se incorporan en una molécula ya sea
covalentemente o no covalentemente para que sea una inmunoadhesina que se une especificamente a un antigeno de
interés. En esas modalidades, las CDR se pueden incorporar como parte de una cadena polipeptidica mas grande,
puede ser unida covalentemente a otra cadena polipeptidica, o puede incorporarse de manera no covalente.

En otra modalidad, un anticuerpo de fusiéon o inmunoadhesina puede estar hecho de modo que comprenda la totalidad o
una porcién de un anticuerpo anti-MET de la invencion enlazado a otro polipéptido. En ciertas modalidades, solo los
dominios variables del anticuerpo anti-MET se enlazan al polipéptido. En ciertas modalidades, el dominio VH de un
anticuerpo anti-MET es enlazado a un primer polipéptido, mientras que el dominio VL de un anticuerpo anti-MET es
enlazado a un segundo polipéptido que se asocia con el primer polipéptido de una manera tal que los dominios VH y VL
pueden interaccionar entre si para formar un sitio de unién a antigeno. En otra modalidad preferida, el dominio VH se
separa del dominio VL por un enlazador de modo que los dominios VH y VL pueden interaccionar entre si (por ejemplo,
anticuerpos de cadena Unica). El anticuerpo VH-enlazador-VL se enlaza después al polipéptido de interés. Ademas, se
pueden crear anticuerpos de fusion en los cuales dos (o mas) anticuerpos de cadena Unica son enlazados el uno al otro.
Esto es Util si se quiere crear un anticuerpo divalente o polivalente en una Unica cadena polipeptidica, o si se quiere
crear un anticuerpo biespecifico.

Para crear un anticuerpo de cadena sencilla (scFv), los fragmentos de ADN que codifican VH y VL estan unidos
operativamente a otro fragmento que codifica un enlazador flexible, por ejemplo, que codifica la secuencia de
aminoacidos (Gly4-Ser)3, de tal manera que la secuencias de VH y VL se pueden expresar como una proteina de
cadena sencilla contigua, con los dominios VL y VH unidos por el enlazador flexible. Véase, por ejemplo, Bird et al.,
Science 242:423-426 (1988); Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883 (1988); y McCafferty et al., Nature
348:552-554 (1990). El anticuerpo de cadena sencilla puede ser monovalente, si sélo se usa VH y VL sencillos;
bivalente, si se usan dos VH y VL; o polivalente, si se usan mas de dos VH y VL. Se pueden generar anticuerpos
biespecificos o polivalentes que se unen especificamente, por ejemplo, a MET humano y a otra molécula.

En otras modalidades, otros anticuerpos modificados se pueden preparar usando moléculas de &cido nucleico que
codifican el anticuerpo anti-MET. Por ejemplo, “cuerpos kappa” (lll et al., Protein Eng. 10:949-57 (1997)) (Martin et al.,
EMBO J. 13:5303-9 (1994)), “diacuerpos” (Holliger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993)), o “Janusins”
(Traunecker et al., EMBO J. 10:3655-3659 (1991) y Traunecker et al., Int. J. Cancer (Supl.) 7: 51-52 (1992)) se pueden
preparar usando técnicas de biologia molecular convencionales siguiendo las ensefianzas de la especificacion.

Un anticuerpo anti-MET o porcién de unién a antigeno de la invencion se puede derivar o enlazar a otra molécula (por
ejemplo, otro péptido o proteina). En general, los anticuerpos o partes de los mismos se derivan de tal manera que la
unién a MET no se ve afectada negativamente por la derivacion o el etiquetado. Por consiguiente, se pretende que los
anticuerpos y porciones de anticuerpo de la invencién incluyan tanto las formas intactas como modificadas de los
anticuerpos anti-MET humanos descritos en este documento. Por ejemplo, un anticuerpo o porcién de anticuerpo de la
invencion se puede enlazar funcionalmente (mediante acoplamiento quimico, fusién genética, asociacién no covalente o
de otra manera) a una o mas entidades moleculares, tales como otro anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico
o un diacuerpo), un agente de deteccién, un agente farmacéutico, y/o una proteina o péptido que puede mediar la
asociacion del anticuerpo o porcidn de anticuerpo con otra molécula (tal como una region nicleo de estreptavidina o una
etiqueta de polihistidina).

Un tipo de anticuerpo derivado se produce mediante reticulacién de dos o mas anticuerpos (del mismo tipo o de
diferentes tipos, por ejemplo, para crear anticuerpos biespecificos). Los reticulantes adecuados incluyen aquellos que
son heterobifuncionales, que tienen dos grupos claramente reactivos separados por un espaciador apropiado (por
ejemplo, éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida) u homobifuncional (por ejemplo, suberato de
disuccinimidilo). Esos engarces estan disponibles en Pierce Chemical Company, Rockford, II.

Un anticuerpo anti-MET también se puede derivar con un grupo quimico tal como polietilenglicol (PEG), un grupo metilo
o etilo, o un grupo carbohidrato. Estos grupos pueden ser Utiles para mejorar las caracteristicas biologicas del
anticuerpo, por ejemplo, para aumentar la vida media en suero.

Un anticuerpo de conformidad con la presente invencién también puede ser etiquetado. Como se usa en el presente
documento, los términos “etiqueta” o “etiquetado” se refieren a la incorporacion de otra molécula en el anticuerpo. En
una modalidad, la etiqueta es un marcador detectable, por ejemplo, la incorporaciéon de un aminodacido radiomarcado o
la unién a un polipéptido de porciones biotinilo que pueden ser detectadas por avidina marcada (por ejemplo,
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estreptavidina que contiene un marcador fluorescente o actividad enzimatica que puede ser detectada por métodos
Opticos o colorimétricos). En otra modalidad, la etiqueta o el marcador puede ser terapéutico, por ejemplo, un conjugado
de farmaco o toxina. Varios métodos de marcaje de polipéptidos y glicoproteinas son conocidos en la técnica y pueden
ser usados. Ejemplos de etiquetas para polipéptidos incluyen, pero no se limitan a, los siguientes: radiois6topos o
radionuclidos (por ejemplo, 3H, 14C, 15N, 35S, 90Y, 99Tc, 111In, 1251, 1311), marcadores fluorescentes (por ejemplo,
FITC, rodamina, fésforos de lantanidos), marcadores enzimaticos (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, -
galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina), marcadores quimioluminiscentes, grupos biotinilo, epitopos polipeptidicos
predeterminados reconocidos por un reportero secundario (por ejemplo, secuencias de pares de cremallera de leucina,
sitios de unién para anticuerpos secundarios, dominios de unién a metales, etiquetas de epitopos), agentes magnéticos,
tales como quelatos de gadolinio, toxinas tales como la toxina pertussis, taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de
etidio, emetina, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina,
dihidroxiantracinodiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina,
tetracaina, lidocaina, propranolol, y puromicina y analogos u homoélogos de los mismos. En algunas modalidades, los
marcadores se unen por brazos espaciadores de diversas longitudes para reducir el impedimento estérico potencial.

En ciertas modalidades, los anticuerpos de la invencion pueden estar presentes en una forma neutra (incluyendo formas
zwitteridnicas) o como una especie positiva o con carga negativa. En algunas modalidades, los anticuerpos pueden
formar complejos con un contraion para formar una sal farmacéuticamente aceptable.

El término “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a un complejo que comprende uno o méas anticuerpos y uno o
mas contraiones, en donde los contraiones se derivan de &cidos y bases inorganicos y organicos farmacéuticamente
aceptables.

Las bases inorganicas farmacéuticamente aceptables incluyen iones metalicos que incluyen, pero no se limitan a, sales
de metal alcalino apropiadas, sales de metal alcalinotérreo y otros iones de metales aceptables fisiologicos. Las sales
derivadas de bases inorganicas incluyen aluminio, amonio, calcio, cobalto, niquel, molibdeno, vanadio, manganeso,
cromo, selenio, estario, cobre, férrico, ferroso, litio, magnesio, sales manganicas o de manganeso, potasio, rubidio,
sodio y zinc, por ejemplo, en sus valencias usuales.

Las sales acidas de adicién farmacéuticamente aceptables de los anticuerpos de la presente invencién se pueden
preparar a partir de los siguientes acidos, incluyendo, sin limitacion, acido férmico, acético, acetamidobenzoico, adipico,
ascorbico, borico, propidnico, benzoico, alcanférico, carboénico, ciclamico, dehidrocélico, malénico, edético, etilsulfarico,
fendizoico, metafosférico, succinico, glicélico, glucénico, lactico, malico, tartarico, tanico, citrico, nitrico, ascérbico,
glucurénico, maleico, félico, fumarico, propidnico, pirlvico, aspartico, glutdmico, benzoico, clorhidrico, bromhidrico,
yodhidrico, lisina, isocitrico, trifluoroacético, pamoico, propiénico, antranilico, mesilico, orético, oxalico, oxalacético,
oleico, estearico, salicilico, aminosalicilico, silicato, p-hidroxibenzoico, nicotinico, fenilacético, mandélico, embdnico,
sulfénico, metanosulfénico, fosférico, fosfénico, etanosulfénico, etanodisulféonico, amonio, bencenosulfénico,
pantoténico, naftalenosulfénico, toluenosulfénico, 2-hidroxietanosulfonico, sulfanilico, sulfurico, nitrico, nitroso, éster
monometilico del acido sulfurico, ciclohexilaminosulfénico, B-hidroxibutirico, glicina, glicilglicina, glutamico, cacodilato,
diaminohexanoico, alcanforsulfonico, glucoénico, tiocianico, oxoglutarico, 5-fosfato de piridoxal, clorofenoxiacético,
undecanoico, N-acetil-L-aspartico, galactarico y galacturénico.

Las bases organicas farmacéuticamente aceptables incluyen trimetilamina, dietilamina, N,N’-dibenciletilendiamina,
cloroprocaina, colina, dibencilamina, dietanolamina, etilendiamina, meglumina (N-metilglucamina), procaina, aminas
ciclicas, cationes de amonio cuaternario, arginina, betaina, cafeina, clemizol, 2-etilaminoetanol, 2-dietilaminoetanol, 2-
dimetilaminoetanol, etanodiamina, butilamina, etanolamina, etilendiamina, N-etilmorfolina, N-etilpiperidina, etilglucamina,
glucamina, glucosamina, histidina, hidrabamina, imidazol, isopropilamina, metilglucamina, morfolina, piperazina, piridina,
piridoxina, neodimio, piperidina, resinas de poliamina, procaina, purinas, teobromina, trietilamina, tripropilamina,
trietanolamina, trometamina, metilamina, taurina, colato, 6-amino-2-metil-2-heptanol, 2-amino-2-metil-1,3-propanodiol, 2-
amino-2-metil-1-propanol, &cidos alifaticos mono- y dicarboxilico, acidos alcanoicos sustituidos con fenilo, &acidos
hidroxialcanoicos, 4acidos aromaticos, acidos sulfonicos alifaticos y aromaticos, estroncio, tricina, hidrazina,
fenilciclohexilamina, 2-(N-morfolino)- etanosulfénico, bis(2-hidroxietil)lamino-tris(hidroximetil)- metano, acido N-(2-
acetamido)-2-aminoetanosulfénico, acido 1,4-piperazinadietanosulfénico, acido 3-morfolino-2-hidroxipropanosulfénico,
1,3-bis[tris(hidroximetil)-metilamino]propano, &cido 4-morfolinopropanosulfonico, &cido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-
etanosulfénico, acido  2-[(2-hidroxi-1,1-bis(hidroximetil)etil)aminoletanosulfonico, &acido  N,N-bis(2-hidroxietil)-2-
aminoetanosulfénico, acido 4-(N-morfolino)butanosulfénico, acido 3-(N,N-bis[2-hidroxietillamino)-2-
hidroxipropanosulfénico, acido 2-hidroxi-3-[tris(hidroximetil)metilamino]-1-propanosulfénico, acido 4-(2-
hidroxietil)piperazina-1-(2-hidroxipropanosulfénico), dihidrato de &cido piperazina-1,4-bis(2-hidroxipropanosulfénico),
acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinapropanosulfonico, N,N-bis(2-hidroxietil)glicina, acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N’-(4-
butanosulfénico), acido  N-[tris(hidroximetil)metil]-3-aminopropanosulfénico,  acido  N-tris(hidroximetil)metil-4-
aminobutanosulfénico, &cido N-(1,1-dimetil-2-hidroxietil)-3-amino-2-hidroxipropanosulfénico, acido 2-(ciclohexilamino)
etanosulfénico, acido 3-(ciclohexilamino)-2-hidroxi-1-propanosulfénico, acido 3-(ciclohexilamino)-1-propanosulfénico,
acido N-(2-acetamido)iminodiacético, acido 4-(ciclohexilamino)-1-butanosulfénico, N-[tris (hidroximetil)metilglicina, 2-
amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol, y trometamol.

Composiciones de anticuerpos anti-MET
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En un aspecto, la invencion provee una composiciéon de anticuerpos que comprende por o menos dos anticuerpos o
porciones de unién a antigeno de los mismos de la invencion. El término “composicién de anticuerpos anti-MET” se
refiere a una composicién que comprende por lo menos dos anticuerpos anti-MET o porciones de unidén a antigeno de
los mismos.

En una modalidad, la composiciéon de anticuerpo comprende un primer anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a
antigeno del mismo y un segundo anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo, donde el primer
anticuerpo anti-MET se selecciona del grupo constituido por:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR1, H-CDR2 y H-CDRS3 que
comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 21, 22 y 23, respectivamente, y una L-CDR1, L-CDR2 y L-
CDRS3 que comprenden las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOs: 24, 25 y 26, respectivamente;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 6 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16; y

- un anticuerpo anti-MET o una porcidon de unién a antigeno del mismo que tiene una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 34 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 33;

y donde el segundo anticuerpo anti-MET se selecciona del grupo constituido por:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR1, H-CDR2 y H-CDRS3 que
comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 27, 28 y 29, respectivamente, y una L-CDR1, L-CDR2 y L-
CDRS3 que comprenden las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NO: 30, 31 y 32, respectivamente;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20;y

- un anticuerpo anti-MET o una porcidén de unién a antigeno del mismo que tiene una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 35.

Tal como se describe en la presente la composicion de anticuerpos comprende un primer anticuerpo anti-MET o una
porcion de unién a antigeno del mismo y un segundo anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo,
en donde el primer anticuerpo anti-MET se selecciona del grupo constituido por:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24, 25 y 26, respectivamente;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24, 25 y 26, respectivamente;

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 6 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 14 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 6 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
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SEQ ID NO: 14 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR3 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 23;

- un anticuerpo anti-MET o una porciéon de unién a antigeno del mismo que tiene una L-CDR3 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 26;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR3 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 23 y una L-CDR3 que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID
NO: 26;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR1, H-CDR2 y H-CDRS3 que
comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 21, 22 y 23, respectivamente;

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que tiene una L-CDR1, L-CDR2 y L-CDRS3 que
comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 24, 25 y 26, respectivamente;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 o0 14;y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 o 16;

y en donde el segundo anticuerpo anti-MET se selecciona del grupo constituido por:

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 27, 28, 29, 30, 31 y 32, respectivamente;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 27, 28, 29, 30, 31 y 32, respectivamente;

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12;

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 18 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 18 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR3 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 29;

- un anticuerpo anti-MET o una porciéon de unién a antigeno del mismo que tiene una L-CDR3 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 32;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR3 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 29 y una L-CDR3 que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID
NO: 32;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR1, H-CDR2 y H-CDRS3 que
comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 27, 28 y 29, respectivamente;

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que tiene una L-CDR1, L-CDR2 y L-CDRS3 que
comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 30, 31 y 32, respectivamente;

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unioén a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 0 18;y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena ligera
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que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 o 20;
Se contempla cualquier combinacion del primer y segundo anticuerpos anti-MET anteriores.
La composicién de anticuerpos puede comprender:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24, 25 y 26, respectivamente; y

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 27, 28, 29, 30, 31 y 32, respectivamente.

La composicién de anticuerpos puede comprender:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las
secuencias de aminodacidos de SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24, 25 y 26, respectivamente; y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene una H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 27, 28, 29, 30, 31 y 32, respectivamente.

La composicién de anticuerpos puede comprender:

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 6 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8; y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12.

La composicién de anticuerpos puede comprender:

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 14 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16;y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 18 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20.

La composicién de anticuerpos puede comprender:

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34 y una cadena
ligera que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 33;y

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que compite por la unién a MET humano con un
anticuerpo que tiene una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y una cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35.

La composicién de anticuerpos puede comprender:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 6 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8; y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12.

La composicién de anticuerpos puede comprender:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 14 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16;

y
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- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 18 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20.

La composicién de anticuerpos puede comprender:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34 y una
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 33; y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que se une al mismo epitopo de MET humano
que un anticuerpo que tiene una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y una
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35.

Tal como se describe en el presente documento, la composicion de anticuerpos comprende:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR3 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 23;y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 29.

Tal como se describe en el presente documento, la composicién de anticuerpos comprende:

- un anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo que tiene una L-CDR3 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 26; y

- un anticuerpo anti-MET o una porciéon de unién a antigeno del mismo que tiene una L-CDR3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 32.

Tal como se describe en el presente documento, la composicién de anticuerpos comprende:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y una L-CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 26; y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR3 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 29 y una L-CDR3 que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID
NO: 32.

Tal como se describe en el presente documento, la composicion de anticuerpos comprende:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR1, H-CDR2 y H-CDRS3 que
comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 21, 22 y 23, respectivamente; y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR1, H-CDR2 y H-CDRS3 que
comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 27, 28 y 29, respectivamente.

Tal como se describe en el presente documento, la composicién de anticuerpos comprende:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que
comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 24, 25 y 26, respectivamente; y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 que
comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 30, 31 y 32, respectivamente.

Tal como se describe en el presente documento, la composicion de anticuerpos comprende:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR1, H-CDR2 y H-CDRS3 que
comprenden las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOs: 21, 22 y 23, respectivamente, y una L-CDR1, L-CDR2 y L-
CDRS3 que comprenden las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOS: 24, 25 y 26, respectivamente; y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR1, H-CDR2 y H-CDRS3 que
comprenden las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOs: 27, 28 y 29, respectivamente, y una L-CDR1, L-CDR2 y L-
CDRS3 que comprenden las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOS: 30, 31 y 32, respectivamente.

En la invencion, la composicion de anticuerpos comprende:
- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada

que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 6 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
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la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8;y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12.

En una modalidad, la composicién de anticuerpos comprende:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16;y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20.

En una modalidad, la composicion de anticuerpos comprende:

- un anticuerpo anti-MET o una porcidén de unién a antigeno del mismo que tiene una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 33;y

- un anticuerpo anti-MET o una porcidon de unién a antigeno del mismo que tiene una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 36 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 35.

En una modalidad, la composicion de anticuerpos comprende:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada
por lo menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 6 y un dominio variable de cadena ligera por lo menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica
a la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 8; y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada
por lo menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10 y un dominio variable de cadena ligera por lo menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12.

Se contempla cualquier combinacion de los porcentajes de identidad anteriores del primer y segundo anticuerpos.
En una modalidad, la composicion de anticuerpos comprende:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada
por lo menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 14 y un dominio variable de cadena ligera por lo menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16; y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada
por lo menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 18 y un dominio variable de cadena ligera por lo menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20.

Se contempla cualquier combinacion de los porcentajes de identidad anteriores del primer y segundo anticuerpos.
En una modalidad, la composicion de anticuerpos comprende:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene una cadena pesada por lo menos 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34 y una cadena
ligera por lo menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ
IDNO:33;y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unioén a antigeno del mismo que tiene una cadena pesada por lo menos 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y una cadena
ligera por lo menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 35.

Se contempla cualquier combinacion de los porcentajes de identidad anteriores del primer y segundo anticuerpos.

Moléculas de unién biespecificas
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En un aspecto adicional, las especificidades de union de cualquiera de los dos anticuerpos individuales descritos en
este documento pueden ser combinados en una molécula de unién biespecifica. Por ejemplo, una molécula de union
biespecifica puede tener las especificidades de unién de anticuerpos anti-MET 9006 y 9338. En algunas modalidades, la
molécula de unién biespecifica puede tener las especificidades de unién de:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR1, H-CDR2 y H-CDRS3 que
comprenden las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOs: 21, 22 y 23, respectivamente, y una L-CDR1, L-CDR2 y L-
CDRS3 que comprenden las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOS: 24, 25 y 26, respectivamente; y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo que tiene una H-CDR1, H-CDR2 y H-CDRS3 que
comprenden las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOs: 27, 28 y 29, respectivamente, y una L-CDR1, L-CDR2 y L-
CDRS3 que comprenden las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOS: 30, 31 y 32, respectivamente.

En algunas modalidades, la molécula de unién biespecifica puede tener las especificidades de unién de:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 6 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8;y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12.

En algunas modalidades, la molécula de unién biespecifica puede tener las especificidades de union de:

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16;y

- un anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno del mismo que tiene un dominio variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20.

En algunas modalidades, la molécula de unién biespecifica puede tener las especificidades de union de:

- un anticuerpo anti-MET o una porcidon de unién a antigeno del mismo que tiene una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 34 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 33;y

- un anticuerpo anti-MET o una porcidén de unién a antigeno del mismo que tiene una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 35.

La molécula de unién biespecifica puede ser un anticuerpo dual dominio variable, es decir, en donde los dos brazos del
anticuerpo comprenden dos dominios variables diferentes, o pueden estar en la forma de un fragmento de anticuerpo tal
como un fragmento Fab biespecifico o un scFv biespecifico.

Moléculas de acido nucleico y vectores

La presente invencion también provee moléculas de acido nucleico y secuencias que codifican anticuerpos anti-MET o
porciones de unién a antigeno de los mismos descritos en este documento. En algunas modalidades, diferentes
moléculas de acido nucleico codifican las secuencias de aminoacidos de cadena ligera y de cadena pesada del
anticuerpo anti-MET o una porcion de unién a antigeno del mismo. En otras modalidades, la misma molécula de &cido
nucleico codifica las secuencias de aminoacidos de cadena ligera y de cadena pesada del anticuerpo anti-MET o una
porcion de unién a antigeno del mismo.

Una referencia a una secuencia de nucleétidos abarca su complemento a menos que se especifique lo contrario. Por lo
tanto, debe entenderse que una referencia a un &cido nucleico que tiene una secuencia particular abarca su hebra
complementaria, con su secuencia complementaria. El término “polinucleétido”, como se refiere en este documento,
significa una forma polimérica de nucleétidos de por lo menos 10 bases de longitud, ya sean ribonucleétidos o
desoxinuclettidos o una forma modificada de cualquier tipo de nucleétido. El término incluye formas de hebra sencilla y
doble.

También se describen en el presente documento secuencias de nucleétidos que son por lo menos 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 97%, 98% 0 99% idénticas a una o mas de las secuencias de nucleétidos anteriormente mencionadas
0 a una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo constituido por
SEQ ID NOs: 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 y 33-36. El término “por ciento de identidad de secuencia”’, en el contexto de
secuencias de acido nucleico, se refiere a los residuos en dos secuencias que son iguales cuando se alinean para una
correspondencia maxima. La comparacion de la identidad de longitud de la secuencia puede ser sobre un tramo de por
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lo menos aproximadamente nueve nucledtidos, habitualmente por lo menos aproximadamente 18 nucleétidos, muy
habitualmente por lo menos aproximadamente 24 nucle6tidos, normalmente por lo menos aproximadamente 28
nucledtidos, muy normalmente por lo menos aproximadamente 32 nucleotidos, y preferiblemente por lo menos
aproximadamente 36, 48 o mas nucledtidos. Hay un nimero de diferentes algoritmos conocidos en la técnica que se
puede usar para medir la identidad de secuencia de nucleétidos. Por ejemplo, las secuencias de polinucleétidos se
pueden comparar usando FASTA, Gap o Bestfit, que son programas en Wisconsin Package Versién 10.0, Genetics
Computer Group (GCG), Madison, Wisconsin. FASTA, que incluye, por ejemplo, los programas FASTA2 y FASTAS,
provee alineaciones y por ciento de identidad de secuencia de las regiones de la mejor superposicion entre las
secuencias de consulta y de busqueda (Pearson, Methods Enzymol. 183:63-98 (1990); Pearson, Methods Mol. Biol.
132: 185-219 (2000); Pearson, Methods Enzymol 266: 227-258 (1996); Pearson, J. Mol Biol. 276:71-84 (1998). A menos
que se especifique lo contrario, se usan los parametros por defecto para un programa o algoritmo particular. Por
ejemplo, el por ciento de identidad de secuencia entre secuencias de acido nucleico se puede determinar usando
FASTA con sus parametros por defecto (un tamano de palabra de 6 y el factor NOPAM para la matriz de puntuacion) o
usando Gap con sus parametros por defecto segin se provee en GCG Versién 6.1.

También se describe en el presente documento una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de
nucleétidos seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NOs: 5,7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19. En algunas modalidades, la
molécula de &cido nucleico puede comprender las secuencias de nucledtidos de SEQ ID NOs: 5y 7,9y 11,13y 15,0
17y 19.

En un aspecto adicional, la presente invencion provee un vector adecuado para la expresién de ambas cadenas de un
anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo, como se describe en el presente documento. El término “vector”,
como se usa en este documento, significa una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al
que se ha unido. En algunas modalidades, el vector es un plasmido, es decir, una pieza de doble hebra circular de ADN
en donde pueden ligarse segmentos de ADN adicionales. En algunas modalidades, el vector es un vector viral, en
donde segmentos de ADN adicionales se pueden ligar en el genoma viral. En algunas modalidades, los vectores son
capaces de replicacién autbnoma en una célula hospedera en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos
que tienen un origen bacteriano de replicacion y vectores episdmicos de mamifero). En otras modalidades, los vectores
(por ejemplo, vectores no episdmicos de mamifero) pueden integrarse en el genoma de una célula hospedera tras la
introduccion en la célula hospedera, y de ese modo se replican junto con el genoma del hospedero. Ademas, ciertos
vectores son capaces de dirigir la expresion de genes a los que estan operativamente ligados. Esos vectores se
denominan en este documento “vectores de expresion recombinantes” (o simplemente, “vectores de expresion”).

También se describen o se reivindican en el presente documento vectores que comprenden moléculas de acido nucleico
que codifican la cadena pesada de un anticuerpo anti-MET de la invencién o una porcion de unién a antigeno del
mismo, la cadena ligera de un anticuerpo anti-MET de la invencién o una porcién de unién a antigeno del mismo, o
ambas de las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo anti-MET de la invencion o una porcién de unién a antigeno del
mismo. La invencién provee ademas vectores que comprenden moléculas de acido nucleico que codifican proteinas de
fusion, anticuerpos modificados, fragmentos de anticuerpo, y sondas de los mismos.

Una molécula de acido nucleico que codifica la cadena pesada y/o ligera de un anticuerpo anti-MET o porcién del mismo
puede aislarse de cualquier fuente que produzca un anticuerpo o porcion de este tipo. En diversas modalidades, las
moléculas de &cido nucleico se aislan de células B que expresan un anticuerpo anti-MET aislado de un animal
inmunizado con un antigeno de MET humano, o de una célula inmortalizada producida a partir de la célula B. Los
métodos de aislamiento de &cidos nucleicos que codifican un anticuerpo son bien conocidos en la técnica. El ARNm se
puede aislar y usar para producir ADNc para usarse en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o clonacién de
ADNc de genes de anticuerpos. En ciertas modalidades, una molécula de &cido nucleico de la invenciéon puede ser
sintetizada en vez de ser aislada.

En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico de la invencién puede comprender una secuencia de
nucleétidos que codifica un dominio VH de un anticuerpo anti-MET o porcién de unién a antigeno de la invencién unida
en marco a una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio constante de cadena pesada de cualquier fuente. De
manera similar, una molécula de acido nucleico de la invencién puede comprender una secuencia de nucleétidos que
codifica un dominio VL de un anticuerpo anti-MET o porcién de union a antigeno de la invencién unida en marco a una
secuencia de nucleotidos que codifica un dominio constante de cadena ligera de cualquier fuente.

En un aspecto adicional de la invencién, las moléculas de acido nucleico que codifican el dominio variable de las
cadenas pesada (VH) y/o ligera (VL) pueden ser “convertidas” en genes de anticuerpos de longitud completa. En una
modalidad, las moléculas de &acido nucleico que codifican los dominios VH o VL son convertidas en genes de
anticuerpos de longitud completa por la insercién en un vector de expresion que ya codifican dominios constantes de
cadena pesada (CH) o constante de cadena ligera (CL), respectivamente, de manera que el segmento VH se une
operativamente al segmento(s) CH dentro del vector, y el segmento VL se une operativamente al segmento CL dentro
del vector. En otra modalidad, las moléculas de acido nucleico que codifican los dominios VH y/o VL son convertidas en
genes de anticuerpos de longitud completa mediante el enlace de, por ejemplo, ligando, una molécula de acido nucleico
que codifica un dominio VH y/o VL de una molécula de &acido nucleico que codifica un dominio CH y/o CL usando
técnicas de biologia molecular estandares. Las moléculas de acido nucleico que codifican las cadenas pesada y/o ligera
de longitud completa entonces se pueden expresar a partir de una célula en la cual se han introducido y el anticuerpo
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anti-MET se puede aislar.

Las moléculas de acido nucleico pueden usarse para expresar de manera recombinante grandes cantidades de
anticuerpos anti-MET. Las moléculas de acido nucleico también se pueden usar para producir anticuerpos quiméricos,
anticuerpos biespecificos, anticuerpos de hebra sencilla, inmunoadhesinas, diacuerpos, anticuerpos mutados y
derivados de anticuerpos, como se describe en el presente documento.

Una molécula de acido nucleico de la invencion se puede utilizar como una sonda o cebador de PCR para una
secuencia de anticuerpo especifico. Por ejemplo, el acido nucleico se puede usar como una sonda en los métodos de
diagnédstico o como un cebador de PCR para amplificar regiones de ADN que podrian usarse, entre otras cosas, para
aislar moléculas de acido nucleico adicionales que codifican los dominios variables de los anticuerpos anti-MET. Las
moléculas de &cido nucleico pueden ser oligonucleétidos. Los oligonucleétidos pueden ser de dominios altamente
variables de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo de interés. Los oligonucleétidos pueden codificar toda o una
parte de una o mas de las CDRs de los anticuerpos anti-MET o porciones de unién a antigeno de los mismos de la
invencion como se describe en este documento.

En otra modalidad, las moléculas de acido nucleico y vectores se pueden usar para producir anticuerpos anti-MET
mutados. Los anticuerpos pueden ser mutados en los dominios variables de las cadenas pesada y/o ligera, por ejemplo,
para alterar una propiedad de unién del anticuerpo. Una mutaciéon puede hacerse en una o mas de las regiones CDR
para aumentar o disminuir la Kp del anticuerpo anti-MET, para aumentar o disminuir kqis, 0 para alterar la especificidad
de unién del anticuerpo. En otra modalidad, una o0 mas mutaciones se realizan en un residuo de aminoacido que se
sabe que es cambiado en comparacién con la linea germinal en un anticuerpo monoclonal de la invencion. Las
mutaciones se pueden hacer en una region CDR o marco de la regiéon de un dominio variable, o en un dominio
constante. En una modalidad preferida, las mutaciones se hacen en un dominio variable. En algunas modalidades, una
0 mas mutaciones se hacen en un residuo de aminoacido que se sabe que es cambiado en comparacion con la linea
germinal en una regién marco de un dominio variable de un anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo de la
invencién.

En otra modalidad, la regi6n(es) de marco son mutadas de modo que la regidon(es) de marco resultante tiene la
secuencia de aminoacidos del gen de la linea germinal correspondiente. Una mutacion puede hacerse en una region
marco o dominio constante para aumentar la vida media del anticuerpo anti-MET. Véase, por ejemplo, la publicacién del
PCT WO 00/09560. Una mutaciéon en una region marco o dominio constante también se puede hacer para alterar la
inmunogenicidad del anticuerpo, y/o para proveer un sitio para uniéon covalente o no covalente a otra molécula. De
conformidad con la invencién, un solo anticuerpo puede tener mutaciones en uno cualquiera o0 mas de las regiones de
marco del dominio variable o en el dominio constante.

En algunas modalidades, los anticuerpos anti-MET de la invencion o porciones de unién a antigeno de los mismos se
expresan mediante la inserciébn de ADN que codifican las cadenas ligera y pesada de longitud parcial o completa,
obtenidas como se describié anteriormente, en vectores de expresion de tal manera que los genes son enlazados
operativamente a secuencias de control de expresidn necesarias, tales como secuencias de control de transcripcion y
traduccién. Los vectores de expresion incluyen plasmidos, retrovirus, adenovirus, virus adeno-asociados (AAV), virus de
plantas tales como el virus mosaico de la coliflor, virus del mosaico del tabaco, cosmidos, YACs, episomas derivados de
EBV, y similares. El gen del anticuerpo se puede ligar en un vector tal que las secuencias de control de la transcripcion y
de la traduccion dentro del vector sirven su funcion pretendida de regular la transcripcion y traduccion del gen de
anticuerpo. El vector de expresion o las secuencias de control de expresion se pueden escoger para ser compatibles
con la célula hospedera de expresion usada. El gen de la cadena ligera del anticuerpo y el gen de cadena pesada de
anticuerpo pueden insertarse en vectores separados. En una modalidad, ambos genes se insertan en el mismo vector
de expresién. Los genes de anticuerpo se pueden insertar en el vector de expresion por métodos estandares (por
ejemplo, la ligacion de sitios de restriccion complementarios en el fragmento del gen del anticuerpo y el vector, o ligacion
de extremos romos si no hay sitios de restriccion presentes).

Un vector conveniente es uno que codifica una secuencia de inmunoglobulina de CH o CL humana funcionalmente
completa, con sitios de restriccion apropiados disefiados de modo que cualquier secuencia de VH o VL pueda ser
faciimente insertada y expresada, como se describié anteriormente. En esos vectores, el empalme se produce
habitualmente entre el sitio donante de empalme en la region J insertada y el sitio aceptor de empalme que precede al
dominio C humano, y también en las regiones de empalme que se producen dentro de los exones CH humanos. La
poliadenilacién y la terminacion de la transcripcion pueden ocurrir en sitios cromosémicos nativos cadena en direcciéon 3’
de las regiones codificantes. El vector de expresion recombinante también puede codificar un péptido senal que facilita
la secrecion de la cadena de anticuerpo a partir de una célula hospedera. El gen de la cadena de anticuerpo puede
clonarse en el vector de modo que el péptido sefal se una en fase al extremo amino terminal de la cadena de
inmunoglobulina. El péptido sefial puede ser un péptido sefal de inmunoglobulina o un péptido sefal heterdlogo (es
decir, un péptido sefial de una proteina no inmunoglobulina).

Ademas de los genes de la cadena de anticuerpo, los vectores de expresion recombinantes de la invencién pueden
llevar secuencias reguladoras que controlan la expresion de los genes de cadena de anticuerpo en una célula
hospedera. Los expertos en la técnica apreciaran que el disefio del vector de expresion, incluyendo la seleccién de
secuencias reguladoras, puede depender de factores tales como la eleccién de la célula hospedera que ha de ser
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transformada, el nivel de expresion de proteina deseado, etc. Las secuencias reguladoras preferidas para la expresion
en células hospederas de mamifero incluyen elementos virales que dirigen altos niveles de expresion de proteinas en
células de mamifero, tales como promotores y/o potenciadores derivados de LTR retrovirales, citomegalovirus (CMV)
(tales como el promotor/potenciador de CMYV), virus simiano 40 (Simian Virus 40 o SV40) (tal como el
promotor/potenciador de SV40), adenovirus, (por ejemplo, el promotor tardio principal de adenovirus (AdMLP)), polioma
y promotores fuertes de mamiferos tales como promotores de inmunoglobulina y actina nativos. Para una descripcion
adicional de elementos reguladores virales, y secuencias de los mismos, véase, por ejemplo, las patentes de E.U.A.
5,168,062, 4,510,245 y 4,968,615. Los métodos para expresar anticuerpos en plantas, incluyendo una descripcién de
los promotores y vectores, asi como la transformacion de plantas, son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, la
patente de E.U.A. 6,517,529. Métodos de expresion de polipéptidos en células bacterianas o células fungicas, por
ejemplo, células de levadura, también son bien conocidos en la técnica.

Ademas de los genes de la cadena de anticuerpo y secuencias reguladoras, los vectores de expresion recombinantes
de la invencién pueden llevar secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la replicacion del vector en
células hospederas (por ejemplo, origenes de replicacion) y genes marcadores seleccionables. EI gen marcador
seleccionable facilita la seleccién de células hospederas en las que se ha introducido el vector (véase, por ejemplo, las
patentes de E.U.A. 4,399,216, 4,634,665 y 5,179,017). Por ejemplo, normalmente el gen marcador seleccionable
confiere resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina o metotrexato, en una célula hospedera en la cual se ha
introducido el vector. Por ejemplo, los genes marcadores seleccionables incluyen el gen de la dihidrofolato reductasa
(DHFR) (para usarse en células dhfr-hospederas con seleccion/amplificacion con metotrexato), el gen neo (para
seleccién con G418), y el gen de la glutamato sintetasa.

El término “secuencia de control de expresiéon”, como se usa en el presente documento, significa secuencias de
polinucleétidos que son necesarias para efectuar la expresion y el procesamiento de secuencias codificantes a las
cuales estan ligadas. Las secuencias de control de la expresion incluyen secuencias de iniciacion de la transcripcion,
terminacién, promotoras y potenciadoras apropiadas; sefiales de procesamiento del ARN eficaces tales como las
sefiales de empalme y poliadenilacion; secuencias que estabilizan ARNm citoplasmico; secuencias que potencian la
eficacia de traduccion (es decir, secuencia consenso Kozak); secuencias que potencian la estabilidad de la proteina; y
cuando se desee, secuencias que potencian la secrecion de proteinas. La naturaleza de esas secuencias de control
difieren dependiendo del organismo hospedero; en procariotas, esas secuencias de control incluyen generalmente
secuencias de promotor, sitio de unién ribosomal, y de terminacién de la transcripcién; en eucariotas, generalmente,
esas secuencias de control incluyen secuencias de promotor y de terminacion de la transcripcion. Se pretende que el
término “secuencias de control” incluya, como minimo, todos los componentes cuya presencia es esencial para la
expresion y procesamiento, y también puede incluir componentes adicionales cuya presencia es ventajosa, por ejemplo,
secuencias lider y secuencias de parejas de fusion.

Métodos de hibridoma para producir anticuerpos y composiciones de anticuerpos de la invencién

También se divulgan métodos para producir una linea celular que produce un anticuerpo monoclonal humano o una
porcién de unién a antigeno del mismo dirigido contra MET, que comprende (a) inmunizar un animal transgénico no
humano con MET, una porcién de MET o una célula o tejido que expresa MET; (b) permitir que el animal transgénico
monte una respuesta inmunitaria a MET; (c) aislar las células productoras de anticuerpos a partir del animal transgénico;
(d) inmortalizar las células productoras de anticuerpos; (e) crear poblaciones monoclonales individuales de las células
productoras de anticuerpos inmortalizadas; y (f) cribar las células productoras de anticuerpos inmortalizadas para
identificar un anticuerpo dirigido contra MET.

En otro aspecto, la invencién provee una linea celular que produce un anticuerpo anti-MET humano. En algunas
modalidades, la linea celular es una linea celular de hibridoma. En algunas modalidades, los hibridomas son hibridomas
de raton, como se describid anteriormente. En otras modalidades, los hibridomas se producen en una especie no
humana, especies diferentes al raton tales como ratas, ovejas, cerdos, cabras, ganado vacuno o caballos. En otra
modalidad, los hibridomas son hibridomas humanos.

Un animal transgénico puede ser inmunizado con un antigeno MET, células primarias, por ejemplo, células B de bazo o
sangre periférica, aisladas del animal transgénico inmunizado y células individuales productoras de anticuerpos
especificos para el antigeno deseado pueden ser identificadas. El ARNm poliadenilado de cada célula individual puede
aislarse y una reaccién en cadena de la polimerasa de transcripcién inversa (RT-PCR) se puede llevar a cabo usando
los cebadores sentido de que hibridan con secuencias de dominio variable, por ejemplo, cebadores degenerados que
reconocen la mayor parte o todas las regiones FR1 de cadena pesada y ligera humana los genes de dominio variable y
cebadores antisentido que hibridan con secuencias de la regién constante o de unién. Los ADNc de los dominios
variables de cadena pesada y ligera pueden entonces clonarse y expresarse en cualquier célula hospedera adecuada,
por ejemplo, una célula de mieloma, como anticuerpos quiméricos con regiones constantes de inmunoglobulina
respectivas, tales como los dominios constantes de cadena pesada y k 0 A. Véase Babcook et al., Proc Natl Acad Sci
USA 93:7843-48 (1996). Los anticuerpos anti-MET pueden ser entonces identificados y aislados como se describe en
este documento.

Bibliotecas de presentacion en fagos
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También se describe en el presente documento un método para producir un anticuerpo anti-MET o porcion de unién a
antigeno del mismo que comprende los pasos de sintetizar una biblioteca de anticuerpos humanos en fagos, cribar la
biblioteca con MET o una porcion de unién de anticuerpos del mismo, aislar el fago que su une a MET, y obtener el
anticuerpo del fago. A modo de ejemplo, un método para la preparacion de la biblioteca de anticuerpos para su uso en
técnicas de presentacion en fagos comprende los pasos de inmunizar un animal no humano con MET o una porcién
antigénica de la misma para crear una respuesta inmunitaria, extraer células productoras de anticuerpos del animal
inmunizado; aislar ARN que codifica las cadenas pesada y ligera de anticuerpos de la invencion de las células extraidas,
someter a transcripcion inversa el ARN para producir ADNc, amplificar el ADNc usando cebadores, e insertar el ADNc
en un vector de presentacion en fagos tal que los anticuerpos se expresen en el fago. Los anticuerpos anti-MET
recombinantes de la invencién pueden obtenerse de esta manera.

Los anticuerpos anti-MET humanos recombinantes de la invencion se pueden aislar por cribado de una biblioteca de
anticuerpos combinatoria recombinante. Preferiblemente, la biblioteca es una biblioteca de presentacion en fagos de
scFv, generada usando los ADNc de VL y VH humanos preparados a partir de ARNm aislado de células B. Los métodos
para preparar y cribar esas bibliotecas se conocen en la técnica. Los kits para generar bibliotecas de presentacion en
fagos estan disponibles comercialmente (por ejemplo, Pharmacia Recombinant Phage Antibody System, no. de catalogo
27-9400-01; y el kit de presentacion en fagos Stratagene SurfZAP™, no. de catalogo 240612). También hay otros
métodos y reactivos que se pueden usar en la generacion y seleccion de bibliotecas de presentacion de anticuerpos
(véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos 5,223,409; Publicaciones PCT. WO 92/18619, WO 91/17271, WO
92/20791, WO 92/15679, WO 93/01288, WO 92/01047, y WO 92/09690; Fuchs et al., Bio/Technology 9: 1370-1372
(1991); Hay et al., Hum Antibod Hybridomas 3: 81-85 (1992); Huse et al., Science 246:1275-1281 (1989); McCafferty et
al., Nature 348:552-554 (1990); Griffiths et al., EMBO J 12:725-734 (1993); Hawkins et al., J Mol Biol 226:889-896
(1992); Clackson et al,. Nature 352:624-628 (1991); Gram et al., Proc Natl Acad Sci USA 89:3576-3580 (1992); Garrad
et al., Bio/Technology 9:1373-1377 (1991); Hoogenboom et al, Nuc Acid Res 19:4133-4137 (1991); y Barbas et al., Proc
Natl Acad Sci USA 88: 7978-7982 (1991).

Con el fin de aislar y producir anticuerpos anti-MET humanos con las caracteristicas deseadas, un anticuerpo anti-MET
humano como se describe en el presente documento se puede usar primero para seleccionar secuencias de cadena
pesada y ligera humanas que tienen actividad de unién similar hacia MET, usando los métodos de impronta de epitopo
descritos en la publicacion PCT WO 93/06213. Las bibliotecas de anticuerpos usadas en este método son
preferiblemente bibliotecas de scFv preparadas y examinadas como se describe en la publicacion PCT WO 92/01047,
McCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990); y Giriffiths et al., EMBO J 12:725-734 (1993). Las bibliotecas de
anticuerpos scFv se seleccionan preferiblemente usando MET humano como antigeno.

Una vez que se seleccionan los dominios VL y VH humanos iniciales, se pueden realizar experimentos de “mezclar y
coincidir’, en donde diferentes pares de los segmentos VL y VH inicialmente seleccionzados se criban para unién de
MET para seleccionar combinaciones de pares VL/VH preferidas. Ademas, para mejorar ain mas la calidad del
anticuerpo, los segmentos VL y VH del par(es) VL/VH preferido se pueden mutar al azar, preferiblemente dentro de la
region CDR3 de VH y/o VL, en un proceso andlogo al proceso de mutacion somatica in vivo responsable de la
maduracion de afinidad de los anticuerpos durante una respuesta inmunitaria natural. Esta maduraciéon de afinidad in
vitro puede lograrse mediante la amplificacion de los dominios VH y VL usando cebadores de PCR complementarios a
la CDR3 de VH o CDR3 de VL, respectivamente, esos cebadores han sido “fortalecidos” con una mezcla aleatoria de las
cuatro bases nucleotidicas en ciertas posiciones de tal manera que los productos resultantes de la PCR codifican
segmentos VH y VL en lo cuales las mutaciones al azar han sido introducidas en las regiones CDR3 de VH y/o VL.
Estos segmentos VH y VL mutados aleatoriamente pueden ser cribados nuevamente para la uniéon a MET.

Después del cribado y aislamiento de un anticuerpo anti-MET de la invencion a partir de una biblioteca de presentacion
de inmunoglobulinas recombinantes, los acidos nucleicos que codifican el anticuerpo seleccionado se puede recuperar
del paquete de presentacion (por ejemplo, del genoma del fago) y subclonar en otros vectores de expresion por técnicas
de ADN recombinante estandares. Si se desea, el acido nucleico puede ademas manipularse para crear otras formas de
anticuerpo de la invencion, como se describe en el presente documento. Para expresar un anticuerpo humano
recombinante aislado mediante cribado de una biblioteca combinatoria, el ADN que codifica el anticuerpo se clona en un
vector de expresion recombinante y se introduce en una célula hospedera de mamifero, como se describe en el
presente documento.

Células hospederas que no son hibridma y métodos de produccién de anticuerpos y composicién de anticuerpos

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a métodos para producir las composiciones de anticuerpos y anticuerpos
y porciones de unién a antigeno de los mismos de la invencién. Una modalidad de este aspecto de la invencion se
refiere a un método para producir un anticuerpo como se define aqui, que comprende proveer una célula hospedera
recombinante capaz de expresar el anticuerpo, cultivar la célula hospedera en condiciones adecuadas para la expresion
del anticuerpo, y aislar el anticuerpo resultante. Los anticuerpos producidos por la expresion en esas células hospederas
recombinantes se denominan aqui “anticuerpos recombinantes”. La invencién también provee células de la progenie de
esas células hospederas, y los anticuerpos producidos por las mismas.

El término “célula hospedera recombinante” (o simplemente “célula hospedera”), como se usa aqui, significa una célula
en la que se ha introducido un vector de expresion recombinante. La invencion provee células hospederas que pueden
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comprender, por ejemplo, un vector de conformidad con la invencion descrita anteriormente. La invencién también
provee células hospederas que comprenden, por ejemplo, una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada
0 una porcion de unién a antigeno de la misma, una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena ligera o una
porcion de unién a antigeno de la misma, o ambas, de un anticuerpo anti-MET o porcién de unién a antigeno del mismo
de la invencion. Debe entenderse que “célula hospedera recombinante” y “célula hospedera” significan no sélo la célula
objeto particular, sino también la progenie de la célula. Debido a que pueden producirse ciertas modificaciones en
generaciones sucesivas debido a mutacion o influencias ambientales, esa progenie, de hecho, puede no ser idéntica a
la célula progenitora, pero todavia se incluye dentro del alcance del término “célula hospedera” como se usa en el
presente documento.

Las moléculas de acido nucleico que codifican anticuerpos anti-MET y vectores que comprenden estas moléculas de
acido nucleico se pueden usar para la transfeccion de una célula de mamifero, vegetal, célula hospedera bacteriana o
de levadura adecuada. La transformacién puede ser mediante cualquier método conocido para introducir polinucleétidos
en una célula hospedera. Los métodos para la introduccion de polinucleétidos heterélogos en células de mamifero son
bien conocidos en la técnica e incluyen transfeccién mediada por dextrano, precipitacion con fosfato de calcio,
transfeccién mediada por polibreno, fusion de protoplastos, electroporacién, encapsulacion de polinucleétido(s) en
liposomas, y microinyeccion directa de ADN en los nuacleos. Ademas, las moléculas de acido nucleico pueden
introducirse en células de mamifero por vectores virales. Los métodos de transformacién de células son bien conocidos
en la técnica. Véase, por ejemplo, patentes de E.U.A. 4,399,216, 4,912,040, 4,740,461 y 4,959,455. Los métodos de
transformacion de células de plantas son bien conocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, transformacion mediada
por Agrobacterium, transformacion biolistica, inyeccion directa, electroporacion y transformacion viral. Los métodos de
transformacion de células bacterianas y de levadura son también bien conocidos en la técnica.

Las lineas de células de mamifero disponibles como hospederos para la expresion son bien conocidas en la técnica e
incluyen muchas lineas celulares inmortalizadas disponibles de la American Type Culture Collection (ATCC). Estas
incluyen, entre otras cosas, células de ovario de hamster chino (CHO), células NSO, células SP2, células HEK-293T,
células 293 Freestyle (Invitrogen), células NIH-3T3, células HelLa, células de rindn de hamster recién nacido (BHK),
células de rifidn de mono verde africano (COS), células de carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2),
células A549, y un numero de otras lineas celulares. Las lineas celulares de preferencia particular se seleccionan
determinando qué lineas celulares tienen altos niveles de expresion. Otras lineas celulares que pueden usarse son
lineas celulares de insecto, tales como células Sf9 o Sf21. Cuando los vectores de expresidn recombinantes que
codifican genes de anticuerpos se introducen en células hospederas de mamifero, los anticuerpos se producen
cultivando las células hospederas durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la expresiéon del anticuerpo en
las células hospederas o, mas preferiblemente, la secreciéon del anticuerpo en el medio de cultivo en donde se cultivan
las células hospederas. Los anticuerpos se pueden recuperar del medio de cultivo usando métodos de purificacion de
proteinas convencionales. Las células hospederas vegetales incluyen, por ejemplo, Nicotiana, Arabidopsis, lenteja de
agua, maiz, trigo, patata, etc. Las células hospederas bacterianas incluyen E. coli y especies de Streptomyces. Las
células hospederas de levadura incluyen Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris.

Ademas, la expresién de anticuerpos de la invencién o porciones de unién a antigeno de los mismos a partir de lineas
celulares de produccion se puede mejorar usando una serie de técnicas conocidas. Por ejemplo, el sistema de
expresion de gen de glutamina sintetasa (el sistema GS) es un enfoque comun para potenciar la expresion bajo ciertas
condiciones. El sistema GS se describe, en su totalidad o parte en relacién con las patentes EP 0 216 846, 0 256 055, 0
323997 y 0 338 841.

Es probable que los anticuerpos expresados por diferentes lineas celulares o en animales transgénicos tengan
diferentes patrones de glicosilacion unos de otros. Sin embargo, todos los anticuerpos codificados por las moléculas de
acido nucleico provistas en este documento, o que comprenden las secuencias de aminoacidos provistas en este
documento son parte de la presente invencion, independientemente del estado de glicosilacién de los anticuerpos, y
mas en general, independientemente de la presencia o ausencia de modificacion(es) post-traduccional(es).

En una modalidad adicional, la invencion se refiere a un método para producir una composicion de anticuerpos que
comprende por lo menos dos anticuerpos anti-MET, el método comprende:

- proveer por lo menos primera y segunda células hospederas, en donde la primera célula hospedera es capaz de
expresar un primer anticuerpo anti-MET de la invencion y la segunda célula hospedera es capaz de expresar un
segundo anticuerpo anti-MET de la invencion;

- cultivar la primera y segunda células hospederas bajo condiciones adecuadas para la expresion de los anticuerpos
anti-MET; y

- aislar los anticuerpos resultantes.

Un anticuerpo o porciéon de unién a antigeno del mismo o composicion de anticuerpos de la presente invencion se
pueden producir por métodos generalmente conocidos en la técnica para la produccion de anticuerpos monoclonales o
policlonales recombinantes. Por lo tanto, en el caso de la producciéon de un solo anticuerpo de la invencién, cualquier
método conocido en la técnica para la produccién de anticuerpos monoclonales recombinantes se puede usar. Para la
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produccién de una composicién de anticuerpos de la invencién que comprende una mezcla de anticuerpos, los
anticuerpos individuales que se pueden producir por separado, es decir, cada anticuerpo es producido en un biorreactor
separado, o los anticuerpos individuales pueden ser producidos juntos en un solo biorreactor. Si la composicion de
anticuerpos se produce en mas de un biorreactor, la composicién de anticuerpos purificada puede obtenerse a través de
la combinacién de los anticuerpos obtenidos a partir de sobrenadantes purificados individualmente de cada biorreactor.
Diversos enfoques para la producciéon de una composicion de anticuerpos policlonal en mdltiples biorreactores, en
donde las lineas de células o las preparaciones de anticuerpos se combinan en un punto posterior en direccion 5’ o
antes de o durante el procesamiento en direccion 3, se describen en el documento WO 2009/129814.

En el caso de producir anticuerpos individuales en un solo biorreactor, esto se puede realizar, por ejemplo, como se
describe en el documento WO 2004/061104 o WO 2008/145133. El método descrito en el documento WO 2004/061104
se basa en la integracion especifica de sitio de la secuencia codificadora del anticuerpo en el genoma de las células
hospederas particulares, mientras que el método del documento WO 2008/145133 implica un enfoque alternativo
usando la integracion aleatoria para producir anticuerpos en un solo biorreactor.

Para mas informacioén acerca de los métodos adecuados para preparar los anticuerpos y composiciones de la invencion
se puede encontrar en el documento WO 2012/059857.

Animales y plantas transgénicos

Los anticuerpos anti-MET y porciones de uni6on a antigeno de los mismos de la invencion también pueden ser
producidos por transgénesis mediante la generacion de un mamifero o una planta que son transgénicos para las
secuencias de inmunoglobulina de cadena pesada y ligera de interés y la produccion del anticuerpo en una forma
recuperable del mismo. En relaciéon con la produccién transgénica en mamiferos, los anticuerpos anti-MET y sus
porciones pueden ser producidos en, y recuperados de, la leche de cabras, vacas u otros mamiferos. Véase, por
ejemplo, las patentes de E.U.A. 5,827,690, 5,756,687, 5,750,172 y 5,741,957. Los animales no humanos transgénicos
que comprenden loci de inmunoglobulina humana se pueden inmunizar con MET humano o una porcion inmunogénica
del mismo, como se describié anteriormente. Los métodos para preparar anticuerpos en plantas se describen, por
ejemplo, en las patentes de E.U.A. 6,046,037 y 5,959,177.

Los animales no humanos o plantas transgénicos se pueden producir mediante la introduccion de una o mas moléculas
de &cido nucleico que codifican un anticuerpo anti-MET o porciéon de unién a antigeno del mismo de la invencion (por
ejemplo, cualquiera de las moléculas de acido nucleico descritas anteriormente que codifican un anticuerpo anti-MET o
porcion de unién a antigeno del mismo) en el animal o planta por técnicas transgénicas estandares. Véase, por ejemplo,
la patente de E.U.A. 6,417,429. Las células transgénicas usadas para fabricar el animal transgénico pueden ser células
madre embrionarias o células somaticas o un 6vulo fertilizado. Los organismos no humanos transgénicos pueden ser
quiméricos, heterocigotos no quiméricos, y homocigotos no quiméricos. Véase, por ejemplo, Hogan et al., Manipulating
the Mouse Embryo: A Laboratory Manual 2° ed., Cold Spring Harbor Press (1999); Jackson et al., Mouse Genetics and
Transgenics: A Practical Approach, Oxford University Press (2000); y Pinkert, Transgenic Animal Technology: A
Laboratory Handbook, Academic Press (1999). Los animales transgénicos no humanos pueden tener una alteracion
dirigida y reemplazo por un constructo de direccionamiento que codifica una cadena pesada y una cadena ligera de
interés. Los animales no humanos o plantas transgénicos pueden comprender, por ejemplo, una secuencia de
nucleétidos que codifica la cadena pesada o una porcion de unién a antigeno de la misma y una secuencia de
nucleétidos que codifica la cadena ligera o una porciéon de unién a antigeno de la misma de un anticuerpo anti-MET de
la invencién. Los animales transgénicos pueden comprender y expresar moléculas de acido nucleico que codifican
cadenas pesada y ligera, o porciones de unién a antigeno de los mismos, que se unen especificamente a MET humano.
Los anticuerpos o porciones anti-MET se pueden hacer en cualquier animal transgénico. Los animales no humanos
pueden ser ratones, ratas, ovejas, cerdos, cabras, ganado vacuno o caballos. El animal transgénico no humano puede
expresar esos polipéptidos codificados en, por ejemplo, sangre, leche, orina, saliva, lagrimas, moco y otros liquidos
corporales.

Composiciones farmacéuticas

Otro aspecto de la invencion es una composicion farmacéutica que comprende como ingrediente activo (o como el Unico
ingrediente activo) un anticuerpo anti-MET o porcién de unién a antigeno del mismo o composicién de anticuerpos anti-
MET de la invencién. La composicién farmacéutica puede comprender cualquier composicion de anticuerpos anti-MET o
anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo como se describe en el presente documento. En algunas
modalidades, las composiciones estan destinadas para el uso en el tratamiento del cancer. En ciertas modalidades, las
composiciones estan destinadas para el uso en el tratamiento de cancer de pulmén de células no pequenas, cancer
gastrico, carcinoma hepatocelular, cancer de eséfago, cancer colorrectal, cancer de células papilares de rifion,
glioblastoma, carcinoma de células renales, cancer de préstata, y/o carcinoma adrenocortical.

En general, los anticuerpos de la invencion o porciones de unién a antigeno de los mismos son adecuados para ser
administrados como una formulacion en asociacién con uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables. El
término “excipiente” se usa en el presente documento para describir cualquier ingrediente distinto del compuesto(s) de
la invencién. La eleccion del excipiente(s) voluntad en gran medida dependera de factores tales como el modo particular
de administracion, el efecto del excipiente sobre la solubilidad y estabilidad, y la naturaleza de la forma de dosificacion.
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Como se usa en este documento, “excipiente farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los solventes,
medios de dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardantes de
absorcion, y similares que son fisiolégicamente compatibles. Algunos ejemplos de excipientes farmacéuticamente
aceptables son agua, solucién salina, solucion salina regulada en su pH con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y
similares, asi como combinaciones de los mismos. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por
ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, o cloruro de sodio en la composicion. Ejemplos
adicionales de sustancias farmacéuticamente aceptables son agentes humectantes o cantidades menores de sustancias
auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes, conservantes o reguladores de pH, que potencian la vida
util o eficacia del anticuerpo.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion y métodos para su preparacion seran facilmente evidentes
para los expertos en la técnica. Esas composiciones y métodos para su preparaciéon pueden encontrarse, por ejemplo,
en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 19% Edicion (Mack Publishing Company, 1995). Las composiciones
farmacéuticas se fabrican preferentemente bajo condiciones de GMP (buenas practicas de fabricacion).

Una composicion farmacéutica de la invencion puede prepararse, empacarse o comercializarse a granel, como una sola
dosis unitaria o como una pluralidad de dosis unitarias individuales. Como se usa en este documento, una “dosis
unitaria” es una cantidad discreta de la composicién farmacéutica que comprende una cantidad predeterminada del
ingrediente activo. La cantidad del ingrediente activo es generalmente igual a la dosificacién del ingrediente activo que
se administra a un sujeto o una fraccion conveniente de esa dosificacion tal como, por ejemplo, la mitad o un tercio de
esa dosificacion.

Cualquier método para la administracion de péptidos, proteinas o anticuerpos aceptado en la técnica puede ser
adecuadamente utilizado para los anticuerpos y porciones de unién a antigeno de la invencion.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién son normalmente adecuadas para administracién parenteral. Como se
usa en este documento, “administracion parenteral” de una composicién farmacéutica incluye cualquier via de
administracion caracterizada por la formacion de una brecha fisica de un tejido de un sujeto y la administraciéon de la
composicion farmacéutica a través de la brecha en el tejido, de este modo por lo general da como resultado la
administracion directa en el torrente sanguineo, en el masculo o en un érgano interno. Por tanto, la administracion
parenteral incluye, pero no se limita a, la administracién de una composicion farmacéutica mediante inyeccién de la
composicion, por aplicacion de la composicién a través de una incision quirlrgica, por aplicacién de la composicion a
través de una herida no quirdrgica de penetracion en tejido, y similares. En particular, se contempla que la
administracién parenteral incluye, pero no se limita a, inyeccion o infusiones subcutanea, intraperitoneal, intramuscular,
intraesternal, intravenosa, intraarterial, intratecal, intraventricular, intrauretral, intracraneal, intrasinovial; y técnicas de
infusion dialitica renal. También se contempla la perfusion regional. Las modalidades preferidas incluyen las vias
intravenosa y subcutanea.

Las formulaciones de una composicién farmacéutica adecuadas para administracion parenteral comprenden
normalmente el ingrediente activo en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como agua estéril
o solucion salina isoténica estéril. Esas formulaciones pueden prepararse, empacarse o comercializarse en una forma
adecuada para la administracion en bolo o para la administracién continua. Las formulaciones inyectables pueden
prepararse, empacarse o comercializarse en forma de dosificacion unitaria, tal como en ampollas o en envases
multidosis que contienen un conservante. Las formulaciones para administracion parenteral incluyen, pero no se limitan
a, suspensiones, soluciones, emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos, pastas, y similares. Esas formulaciones
pueden comprender ademas uno o mas ingredientes adicionales incluyendo, pero sin limitarse a, agentes de
suspension, estabilizacion o dispersion. En una modalidad de una formulacién para administracién parenteral, el
ingrediente activo se provee en forma seca (es decir, polvo o granular) para reconstitucién con un vehiculo adecuado
(por ejemplo, agua estéril libre de pir6genos) antes de la administracion parenteral de la composicién reconstituida. Las
formulaciones parenterales también incluyen soluciones acuosas que pueden contener excipientes tales como sales,
carbohidratos y agentes reguladores de pH (preferiblemente a un pH de 3 a 9), pero, para algunas aplicaciones, pueden
formularse mas adecuadamente como una soluciéon no acuosa estéril o como una forma seca para usarse junto con un
vehiculo adecuado tal como agua estéril, libre de pirogenos. Formas de administracién parenteral ilustrativas incluyen
soluciones o suspensiones en soluciones acuosas estériles, por ejemplo, propilenglicol acuoso o soluciones de
dextrosa. Esas formas de dosificacion pueden ser adecuadamente reguladas en su pH, si se desea. Otras
formulaciones parenteralmente administrables que son utiles incluyen aquellas que comprenden el ingrediente activo en
forma microcristalina o en una preparacion liposomica. Las formulaciones para administracion parenteral pueden
formularse para ser de liberacion inmediata y/o modificada. Las formulaciones de liberacion modificada incluyen
liberacion retardada, sostenida, por pulsos, controlada, dirigida y programada.

Por ejemplo, en un aspecto, soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando el anticuerpo anti-MET o
porciéon de unién a antigeno del mismo o composicion de anticuerpos anti-MET en la cantidad requerida en un solvente
apropiado con uno o una combinacion de ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido de
esterilizacion por filtracién. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un
vehiculo estéril que contiene un medio de dispersién basico y los otros ingredientes requeridos de aquellos enumerados
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos
preferidos de preparacién son secado bajo vacio y liofilizacion que produce un polvo del ingrediente activo mas
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cualquier ingrediente adicional deseado de una solucion previamente filtrada estéril del mismo. La fluidez apropiada de
una soluciéon puede mantenerse, por ejemplo, por el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el
mantenimiento del tamafo de particula requerido en el caso de dispersion y por el uso de agentes tensoactivos. La
absorcion prolongada de composiciones inyectables puede provocarse incluyendo en la composicién un agente que
retrasa la absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina, y/o mediante el uso de recubrimientos de
liberacién modificada (por ejemplo, recubrimientos de liberacion lenta).

Los anticuerpos de la invenciéon pueden administrarse también por via intranasal o por inhalaciéon, normalmente en
forma de un polvo seco (ya sea solo, como una mezcla, o como una particula de componentes mezclados, por ejemplo,
mezclado con un excipiente farmacéuticamente aceptable adecuado) desde un inhalador de polvo seco, como un
aspersor de aerosol desde un recipiente presurizado, bomba, aspersor, atomizador (preferiblemente un atomizador que
usa electrodinamica para producir una niebla fina) o nebulizador, con o sin el uso de un propulsor adecuado, 0 como
nasales.

El recipiente presurizado, bomba, aspersor, atomizador o nebulizador contiene generalmente una soluciéon o suspension
de un anticuerpo de la invencion que comprende, por ejemplo, un agente adecuado para dispersar, solubilizar o
extender la liberacion del compuesto activo, un propelente(s) como solvente.

Antes de usarse en un polvo seco o formulaciéon de suspension, el producto farmaco se microniza en general a un
tamano adecuado para la administracién por inhalaciéon (normalmente menos de 5 micras). Esto se puede conseguir por
cualquier método de trituraciéon apropiado, tal como molienda con chorro en espiral, de lecho fluido de molienda con
chorro, procesamiento de fluido supercritico para formar nanoparticulas, homogeneizacion a alta presién o secado por
aspersion.

Las capsulas, ampollas y cartuchos para usarse en un inhalador o insuflador se pueden formular para contener una
mezcla en polvo del compuesto de la invencion, una base en polvo adecuada y un modificador de rendimiento.

Una formulacién de solucién adecuada para usarse en un atomizador que usa electrodinamica para producir una niebla
fina puede contener una dosis adecuada del anticuerpo de la invencién por actuacién y el volumen de accionamiento
puede variar, por ejemplo, de 1 yL a 100 pL.

Sabores adecuados, tales como mentol y levomentol, o edulcorantes, tales como sacarina o sacarina sédica, pueden
anadirse a las formulaciones de la invencion destinadas para la administracion inhalada/intranasal.

Las formulaciones para administracion inhalada/ intranasal pueden formularse para ser de liberacion inmediata y/o
modificada. Las formulaciones de liberacion modificada incluyen liberacion retardada, sostenida, por pulsos, controlada,
dirigida y programada.

En el caso de inhaladores de polvo seco y aerosoles, la unidad de dosificacién se determina por medio de una valvula
que suministra una cantidad medida. Las unidades de conformidad con la invencidén se disponen normalmente para
administrar una dosis medida o “bocanada” de un anticuerpo de la invencién. La dosis diaria total normalmente se
administrara en una sola dosis o, muy habitualmente, como dosis divididas durante todo el dia.

Los anticuerpos y porciones de anticuerpo de la invencién también se pueden formular para una administracion por via
oral. La administracion oral puede implicar deglutir, de modo que el compuesto entra en el tracto gastrointestinal, y/o
bucal, lingual, o sublingual por la cual el compuesto entra en el torrente sanguineo directamente desde la boca.

Las formulaciones adecuadas para administracion oral incluyen sistemas solidos, semi-sélidos y liquidos tales como
comprimidos; capsulas blandas o duras que contienen multi o0 nano-particulas, liquidos o en polvo; pastillas (incluyendo
rellenas de liquido); pastillas masticables; geles; formas de dosificaciéon de dispersion rapida; peliculas; 6vulos;
aerosoles; y parches bucales/mucoadhesivos.

Las formulaciones liquidas incluyen suspensiones, soluciones, jarabes y elixires. Esas formulaciones pueden usarse
como cargas en capsulas blandas o duras (hechas, por ejemplo, de gelatina o hidroxipropilmetilcelulosa) y normalmente
comprenden un vehiculo, por ejemplo, agua, etanol, polietilenglicol, propilenglicol, metilcelulosa, o un aceite adecuado, y
uno o mas agentes emulsionantes y/o agentes de suspension. Las formulaciones liquidas también pueden prepararse
por reconstitucién de un sélido, por ejemplo, desde un sobre.

Inmunoconjugados

Otra opcién para el uso terapéutico de las composiciones y anticuerpos de anticuerpos y porciones de unién a antigeno
de los mismos de la invencion es en forma de inmunoconjugados, es decir, anticuerpos o porciones de unién a antigeno
conjugado con uno 0 mas agentes tales como agentes anti-cancer. Las composiciones de la invencion que comprenden
dos o mas anticuerpos anti-MET pueden contener un Unico anticuerpo en la forma de un inmunoconjugado, o pueden
contener dos 0 mas anticuerpos en forma de un inmunoconjugado.

Varios tipos de agentes contra el cancer se pueden conjugar a los anticuerpos de la invencion, incluyendo agentes
citotoxicos (por ejemplo, agentes de quimioterapia convencionales y otros farmacos de molécula pequefa contra el
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cancer), citoquinas (en cuyo caso el conjugado puede denominarse una “inmunocitoquina”), toxinas (en cuyo caso el
conjugado puede denominarse una “inmunotoxina”) y radionucleidos. Unos inmunoconjugados ya han sido aprobados
para uso clinico. Estos incluyen Zevalin® (aun anticuerpo anti-CD20 murino conjugado con QOY), Bexxar® (un anticuerpo
de murino anti-CD20 conjugado con ! 1I) y Mylotarg® (un anticuerpo humanizado anti-CD33 conjugado con
caliqueamicina). Otros inmunoconjugados que han sido probados en ensayos clinicos incluyen anticuerpos conjugados,
por ejemplo, con doxorrubicina 0 un compuesto de maitansinoide. Las inmunotoxinas que han sido probadas en
ensayos clinicos incluyen varios anticuerpos conjugados a una exotoxina A de Pseudomonas truncada. Una
inmunocitoquina que comprende un anticuerpo EpCAM humanizado conjugado con IL-2 también ha sido probado.

En el caso de anticuerpos de la invencién conjugados con agentes citotdxicos, éstos pueden pertenecer, por ejemplo, a
cualquiera de las clases principales de farmacos quimioterapéuticos, incluyendo agentes alquilantes (por ejemplo,
carboplatino, cisplatino, oxaliplatino), antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, capecitabina, gemcitabina),
antraciclinas (por ejemplo, bleomicina, doxorrubicina, mitomicina-C) y alcaloides vegetales (por ejemplo, taxanos tales
como docetaxel y paclitaxel, y alcaloides de la vinca tales como vinblastina, vincristina y vinorelbina). Puesto que el uso
de inmunoconjugados dirige especificamente el agente anti-cancer a los tumores, los inmunoconjugados basados en los
anticuerpos de la invencion pueden estar basados ventajosamente en agentes altamente citotoxicos tales como
derivados de caliqueamicina o maitansina, o en toxinas tales como toxinas bacterianas (por ejemplo, exotoxina A de
Pseudomonas, toxinas de la difteria) o toxinas de plantas (por ejemplo, ricina).

El agente anti-cancer conjugado en un inmunoconjugado es generalmente enlazado al anticuerpo por medio de un
enlazador labil que es relativamente estable en suero, pero que permite la liberacion del agente cuando el
inmunoconjugado se internaliza en la célula objetivo. Enlazadores adecuados incluyen, por ejemplo, enlazadores
quimicos que son estables a pH neutro en el suero, pero son sometidos a hidrélisis acida en las condiciones ligeramente
acidas dentro de los lisosomas posteriores a la internalizacion, enlazadores de disulfuro que se escinden por tioles
intracelulares, y enlazadores peptidicos que son estables en el suero, pero que se someten a escisién enzimatica en
compartimentos intracelulares.

Varias disposiciones de conjugacion pueden contemplarse en composiciones que contienen dos o mas anticuerpos de
la invencion. Por ejemplo, con dos anticuerpos que se podria conjugar los anticuerpos a dos o mas diferentes farmacos
anti-cancer o conjugar un anticuerpo a un profarmaco que es activado por un agente tal como una enzima conjugada
con el otro anticuerpo. El concepto general de la terapia con profarmacos enzimaticos dirigida por anticuerpos (ADEPT)
se ha descrito para los anticuerpos monoclonales, en donde un profarmaco es activado por una enzima dirigida al tumor
por un conjugado mAB-enzima, pero la presente invencién puede proveer una oportunidad para ajustar este enfoque a
condiciones particulares. Por lo tanto, puede ser posible aumentar especificamente destruccién de células tumorales sin
afectar o reducir el dafo a los tejidos normales.

Para mas informacién sobre inmunoconjugados contra el cancer, véase Wu et al., Nature Biotechnology 23(9):1137-
1146 (2005); Schrama et al, Nature Reviews/Drug Discovery 5:147-159 (2006); y Rohrer, Chimica Oggi/Chemistry
Today 27(5):56-60 (2009).

Usos terapéuticos de anticuerpos y composiciones de la invencién

En un aspecto, los anticuerpos anti-MET y porciones de union a antigeno del mismo y composiciones anti-MET de la
invencion se usan en el tratamiento del cancer, por ejemplo, cancer de pulmén de células no pequefias, cancer gastrico,
carcinoma hepatocelular, cancer de eséfago, cancer colorrectal, cancer de células papilares de rifidon, glioblastoma,
carcinoma adrenocortical, carcinoma de células renales, cancer de prostata y otros canceres que expresan o
sobreexpresan MET o dependen de la activacion de la via MET.

En algunos aspectos, los anticuerpos o composiciones de anticuerpos se usan para tratar un un cancer, que se
caracteriza por la hiperactividad anormal de MET. En algunas modalidades, la hiperactividad anormal se debe a la
amplificacion del gen, la sobreexpresién de proteinas, una mutacién de gen de activacion de MET (por ejemplo, una
mutacion puntual o evento anormal de empalme de genes), o la sobreexpresion de HGF.

En ciertos aspectos, los anticuerpos anti-MET y porciones de unioén a antigeno de los mismos y composiciones anti-MET
de la invencion pueden usarse para tratar a un paciente que es resistente al tratamiento con un agente de
direccionamiento de un receptor tirosina quinasa diferente. En algunas modalidades, el paciente es resistente al
tratamiento con un inhibidor de quinasa ErbB. En ciertas modalidades, el inhibidor de quinasa ErbB se dirige a EGFR,
ErbB2, ErbB3 o ErbB4. En una modalidad particular, el inhibidor de quinasa ErbB se dirige a EGFR. En otra modalidad,
el inhibidor de quinasa ErbB se dirige a HERS3. El inhibidor de quinasa ErbB puede seleccionarse de, por ejemplo,
gefitinib, erlotinib, cetuximab, pantinumumab, trastuzumab, o cualquier combinacién de los mismos.

” .

“Tratar”, “tratando” y “tratamiento” se refieren a un método para aliviar o anular un trastorno biolégico y/o por lo menos
uno de sus sintomas concomitantes. Como se usa en este documento, “aliviar” una enfermedad, trastorno o afeccién
significa reducir la gravedad y/o frecuencia de ocurrencia de los sintomas de la enfermedad, trastorno o condicion.
Ademads, las referencias en este documento a un “tratamiento” incluyen referencias a tratamiento curativo, paliativo y
profilactico.

En un aspecto, el sujeto del tratamiento, o paciente, es un mamifero, preferiblemente un sujeto humano. Ese sujeto
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puede ser de sexo masculino o femenino, de cualquier edad.

“Cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad del agente terapéutico que se administra para aliviar en
cierto grado uno o mas de los sintomas del trastorno a tratar.

La relacién entre los anticuerpos individuales en una composicién terapéutica de la invencién, o en el caso de los
anticuerpos individuales de la invencion que se administran simultaneamente, secuencialmente o por separado, a
menudo sera tal que los anticuerpos se administran en cantidades iguales, pero esto no tiene por qué ser
necesariamente el caso. Por lo tanto, una composicién de la invencién que comprende dos anticuerpos anti-MET o
porciones de unién a antigeno de los mismos a menudo los contiene en una relacién de aproximadamente 1:1, pero
dependiendo de las caracteristicas de los anticuerpos individuales, puede ser deseable usar cantidades desiguales de
los anticuerpos o porciones. Por ejemplo, la relacién de un anticuerpo o porcion con respecto a otro anticuerpo o porcion
en una composicion de dos anticuerpos puede ser, por ejemplo, entre 5 y 95%, entre 10 y 90%, entre 20 y 80%, entre
30y 70%, entre 40 y 60%, o entre 45 y 55%.

Las composiciones de anticuerpos, o anticuerpos o porciones de union a antigeno de los mismos de la invencion
pueden administrarse solos o0 en combinacién con uno o mas de otros farmacos o anticuerpos (0 como cualquier
combinacién de los mismos). Las composiciones farmacéuticas, métodos y usos de la invencién por lo tanto también
abarcan modalidades de combinaciones (co-administracion) con otros agentes activos, como se detalla a continuacién.

Como se usa en el presente documento, se entiende que los términos “co-administraciéon”, “co-administrado” y “en
combinacién con”, refiriéndose a las composiciones de anticuerpos y anticuerpos y porciones de unién a antigeno de los
mismos con uno o varios de los demas agentes terapéuticos, significan, y se refieren a e incluyen lo siguiente:

- administracion simultanea de la combinacion de composicion de anticuerpo/anticuerpo/porciéon de unién a antigeno de
la invencion y el agente(s) terapéutico a un paciente que necesita tratamiento, cuando los componentes se formulan
juntos en una sola forma de dosificacion que libera esos componentes sustancialmente al mismo tiempo al paciente,

- administracién sustancialmente simultanea de la combinacién de composicién de anticuerpo/anticuerpo/porcién de
unién a antigeno de la invencion y el agente(s) terapéutico a un paciente que necesita tratamiento, cuando los
componentes se formulan aparte uno de otro en formas de dosificacion separadas que son tomadas sustancialmente al
mismo tiempo por el paciente, después de lo cual esos componentes son liberados sustancialmente al mismo tiempo al
paciente,

- administracién secuencial de la combinacién de composicion de anticuerpo/anticuerpo/porcion de unién a antigeno de
la invencion y el agente(s) terapéutico a un paciente que necesita tratamiento, cuando los componentes se formulan
aparte uno de otro en formas de dosificacién separadas que son tomadas en tiempos consecutivos por el paciente con
un intervalo de tiempo significativo entre cada administracion, después de lo cual los componentes son liberados en
tiempos sustancialmente diferentes al paciente; y

- administracién secuencial de la combinacién de composicion de anticuerpo/anticuerpo/porcion de unién a antigeno de
la invencion y el agente(s) terapéutico a un paciente que necesita tratamiento, cuando los componentes se formulan
juntos en una sola forma de dosificacion que libera los componentes de manera controlada con que son liberados en
forma concurrente, consecutiva y/o superpuesta al mismo tiempo y/o diferentes tiempos al paciente, en donde cada
parte puede ser administrada ya sea por la misma via o por una via diferente.

Las composiciones de anticuerpos y anticuerpos y porciones de uniéon a antigeno de los mismos de la invencion se
pueden administrar sin tratamientos terapéuticos adicionales, es decir, como una terapia auténoma. Alternativamente, el
tratamiento con las composiciones de anticuerpos y anticuerpos y porciones de unién a antigeno de los mismos de la
invencion puede incluir por lo menos un tratamiento terapéutico adicional (terapia de combinacion). En algunas
modalidades, la composicion de anticuerpos o anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo se pueden
administrar conjuntamente o formular con otro medicamento/farmaco para el tratamiento del cancer. El tratamiento
terapéutico adicional puede comprender, por ejemplo, un agente quimioterapéutico, anti-neoplasico, o agente anti-
angiogénico, un anticuerpo anti-cancer diferente, y/o terapia de radiacién.

Mediante la combinaciéon de las composiciones de anticuerpos, anticuerpos, o porciones de union a antigeno de la
invencion con agentes conocidos para inducir la diferenciacion terminal de las células cancerosas, el efecto se puede
mejorar adicionalmente. Esos compuestos pueden, por ejemplo, ser seleccionados del grupo constituido por acido
retinoico, acidos trans-retinoico, acidos cis-retinoicos, fenilbutirato, factor de crecimiento de nervio, sulféxido de dimetilo,
forma activa de vitamina D3, receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma, 13-acetato de 12-O-
tetradecanoilforbol, hexametilen-bis-acetamida, factor de crecimiento transformante beta, acido butirico, AMP ciclico, y
vesnarinona. En algunas modalidades, el compuesto se selecciona del grupo constituido por acido retinoico,
fenilbutirato, acido todo-trans-retinoico y la forma activa de la vitamina D.

Los articulos farmacéuticos que comprenden una composicién de anticuerpos anti-MET o anticuerpo anti-MET o porcion
de union a antigeno del mismo de la invencion y por lo menos otro agente (por ejemplo, un agente quimioterapéutico,
anti-neoplasico o anti-angiogénico) puede usarse como un tratamiento de combinacion para la administracién
simultanea, separada o sucesiva en la terapia del cancer. El otro agente puede ser cualquier agente adecuado para el
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tratamiento del cancer en cuestién, por ejemplo, un agente seleccionado del grupo constituido por agentes alquilantes,
por ejemplo, derivados de platino tales como cisplatino, carboplatino y/u oxaliplatino; alcaloides de plantas, por ejemplo,
paclitaxel, docetaxel y/o irinotecan; antibiéticos antitumorales, por ejemplo, doxorrubicina (adriamicina), daunorrubicina,
epirrubicina, mitoxantrona idarrubicina, dactinomicina, bleomicina, actinomicina, luteomicina, y/o mitomicina; inhibidores
de la topoisomerasa tales como topotecan; y/o antimetabolitos, por ejemplo, fluorouracilo y/u otras fluoropirimidinas.

También se contempla que un anticuerpo anti-MET o porcién de union a antigeno del mismo o composicion anti-MET de
anticuerpo de la invencién pueden usarse en terapia adyuvante en relacion con inhibidores de la tirosina quinasa. Estas
son moléculas sintéticas, de bajo peso molecular, derivadas principalmente de quinazolina, que interaccionan con el
dominio de tirosina quinasa intracelular de los receptores y que inhiben la fosforilacion del receptor inducida por ligando
al competir por el sitio de unién de Mg-ATP intracelular. Los articulos farmacéuticos que comprenden una composicion
de anticuerpos de la invencién y por lo menos un TKI que se dirige a MET por lo tanto también se pueden usar como un
tratamiento de combinacion para la administracién simultanea, separada o sucesiva en la terapia del cancer.

En ciertos aspectos, las composiciones de anticuerpos y anticuerpos y porciones de union a antigeno de los mismos de
la invencion se pueden administrar en combinacion con otro inhibidor de la via MET, que puede dirigirse a MET o HGF.
En algunas modalidades, el inhibidor se selecciona del grupo constituido por, pero no se limita a, AMG 102, AMG 208,
AMG 458, ARQ 197, AV299, BAY-853474, CGEN241, DN30, E7050, EMD 1204831, EMD 1214063, INCB28060,
JNJ38877605, K252a, LY-2875358, MGCD265, MK-2461, MP-470, NK4, OA-5D5, PF-02341066, PF-04217903, PF-
02341066, PHA-665752, SGX-523, SU5416, SU11274, TAK701, XL184, XL880, cabozantinib, crizotinib, ficlatuzumab,
foretinib, golvatinib, onartuzumab, rilotumumab y tivantinib.

En algunas modalidades, las composiciones de anticuerpos y anticuerpos y porciones de unién a antigeno de los
mismos de la invencidén se pueden administrar en combinacién con un inhibidor de ErbB (tal como gefitinib o erlotinib) o
un inhibidor de la proteina de choque térmico 90 (hsp90) (tal como 17-AAG).

En otras modalidades, las composiciones de anticuerpos y anticuerpos y porciones de unién a antigeno de los mismos
de la invencion pueden usarse en combinacién con otros agentes terapéuticos de anticuerpos, por ejemplo, un
anticuerpo contra VEGF (por ejemplo, Avastin®). En otras modalidades adicionales, las composiciones de anticuerpos
de la presente invencién se pueden usar en combinacion con un agente conocido para estimular las células del sistema
inmunoldgico, el tratamiento de combinaciéon conduce al aumento en la mejora inmuno-mediada de la eficacia de las
composiciones de anticuerpos de la invencién. Ejemplos de esos agentes estimulantes del sistema inmunolégico
incluyen interleucinas recombinantes (por ejemplo, IL-21 e IL-2).

Dosis y via de administracién

Las composiciones de anticuerpos de la invencién se administraran en una cantidad eficaz para el tratamiento de la
condicion en cuestién, es decir, a dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios para alcanzar un resultado
deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz puede variar de acuerdo con factores tales como la condicién particular
que se esta tratando, la edad, el sexo y el peso del paciente, y si los anticuerpos se administran como un tratamiento
independiente 0 en combinacion con uno o mas tratamientos anti-cancer adicionales.

Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para proveer la respuesta éptima deseada. Por ejemplo, un tnico bolo
puede ser administrado, varias dosis divididas se pueden administrar con el tiempo o la dosis puede reducirse o
aumentarse proporcionalmente segun lo indiquen las exigencias de la situacién terapéutica. Es especialmente ventajoso
formular composiciones parenterales en forma de unidad de dosificacién para facilidad de administracion y uniformidad
de dosificacién. La forma de unida de dosificacion, como se usa en el presente documento, se refiere a fisicamente a
unidades discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para los pacientes/sujetos que han de ser tratados;
conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. La especificacion para las formas unitarias
de dosificacion de la invencion son generalmente dictadas por y dependen directamente de (a) las caracteristicas Unicas
del agente quimioterapéutico y el efecto terapéutico o profilactico en particular, y (b) las limitaciones inherentes en la
técnica de composicién de un compuesto activo tal para el tratamiento de sensibilidad en individuos.

Por lo tanto, el experto en la técnica apreciaria, con base en la descripcion provista en el presente documento, que el
régimen de dosis y la dosificacién se ajustan de acuerdo con métodos bien conocidos en las técnicas terapéuticas. Es
decir, la dosis maxima tolerable puede ser facilmente establecida, y la cantidad eficaz que provee un beneficio
terapéutico detectable a un paciente también puede determinarse, al igual que los requisitos temporales para la
administracion de cada agente para proveer un beneficio terapéutico detectable para el paciente. Por consiguiente,
mientras que ciertas dosis y regimenes de administracion se representan como ejemplos en el presente documento,
estos ejemplos de ninguna manera limitan el régimen de dosis y administracion que puede ser provista a un paciente en
la practica de la presente invencion.

Cabe sefalar que los valores de dosificacion pueden variar con el tipo y gravedad de la afeccion que se ha de aliviar, y
pueden incluir dosis Unicas o multiples. Es de entenderse ademas que para cualquier sujeto en particular, los regimenes
de dosificacion especificos deben ajustarse con el tiempo segun la necesidad individual y el juicio profesional de la
persona que administra o supervisa la administracion de las composiciones, y que los intervalos de dosificacién
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establecidos en este documento son ilustrativos solamente y no estan destinados a limitar el alcance o practica de la
composicion incorporada. Ademas, el régimen de dosificacion con las composiciones de esta invencion puede estar
basado en una variedad de factores, incluyendo el tipo de enfermedad, la edad, peso, sexo, estado médico del paciente,
la gravedad de la condicién, la via de administracién, y el anticuerpo particular usado. Por lo tanto, el régimen de
dosificacién puede variar ampliamente, pero se puede determinar rutinariamente usando métodos estandares. Por
ejemplo, las dosis pueden ser ajustadas con base en parametros farmacocinéticos o farmacodinamicos, que pueden
incluir efectos clinicos tales como efectos téxicos y/o los valores de laboratorio. Por lo tanto, la presente invencién
abarca escalada de dosis intra-paciente segun lo determinado por el experto en la técnica. La determinacién de
dosificaciones y regimenes adecuados son bien conocidos en la técnica relevante y se entiende que son abarcados por
el experto en la técnica una vez que se proveen las ensefianzas descritas en este documento.

Se contempla que una dosis adecuada de una composicion de anticuerpos de la invencion estara en el intervalo de 0.1-
100 mg/kg, tal como aproximadamente 0.5 a 50 mg/kg, por ejemplo, aproximadamente 1-20 mg/kg. La composicion de
anticuerpos, por ejemplo, puede administrarse en una dosis de por lo menos 0.25 mg/kg, por ejemplo, por lo menos 0.5
mg/kg, tal como por lo menos 1 mg/kg, por ejemplo, por lo menos 1.5 mg/kg, tal como por lo menos 2 mg/kg, por
ejemplo, por lo menos 3 mg/kg, tal como por lo menos 4 mg/kg, por ejemplo, por lo menos 5 mg/kg; y, por ejemplo,
hasta un maximo de 50 mg/kg, tal como hasta como maximo 30 mg/kg, por ejemplo, hasta como maximo 20 mg/kg, tal
como hasta como maximo 15 mg/kg. La administracién normalmente se repite a intervalos adecuados, por ejemplo, una
vez cada semana, una vez cada dos semanas, una vez cada tres semanas, 0 una vez cada cuatro semanas, y durante
el tiempo que se considere apropiado por el médico responsable, que opcionalmente pueden aumentar o disminuir la
dosis segln sea necesario.

Una cantidad eficaz para la terapia de tumor puede medirse por su capacidad para estabilizar la progresion de la
enfermedad y/o mejorar los sintomas en un paciente, y preferiblemente de revertir la progresiéon de la enfermedad, por
ejemplo, mediante la reduccion de tamafio del tumor. La capacidad de un anticuerpo o composicion de la invencién para
inhibir el cancer puede ser evaluada por ensayos in vitro, por ejemplo, como se describe en los ejemplos, asi como en
modelos animales adecuados que son predictivos de la eficacia en tumores humanos. Los regimenes de dosificacion
adecuados se seleccionaran con el fin de proveer una respuesta terapéutica 6ptima en cada situacion particular, por
ejemplo, se administra como un Unico bolo o como una infusién continua, y con posible ajuste de la dosis como se
indica por las exigencias de cada caso.

Usos de diagndéstico y composiciones

Los anticuerpos de la presente invencion también son Utiles en procesos de diagndstico (por ejemplo, in vitro, ex vivo).
Por ejemplo, los anticuerpos pueden usarse para detectar y/o medir el nivel de MET en una muestra de un paciente (por
ejemplo, una muestra de tejido, o una muestra de fluido corporal tal como un exudado inflamatorio, sangre, suero, fluido
intestinal, saliva o en la orina). Los métodos de deteccién y medicion adecuados incluyen métodos inmunolégicos, tales
como la citometria de flujo, ensayos de inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA), ensayos de quimioluminiscencia,
radioinmunoensayo e inmunohistologia. También se describen en el presente documento kits (por ejemplo, kits de
diagnéstico) que comprenden los anticuerpos descritos en el presente documento.

Para que esta invencion pueda entenderse mejor, se exponen los siguientes ejemplos. Estos ejemplos son para fines de
ilustracion solamente.

Ejemplos
Ejemplo 1: Clonacidn de Anticuerpos Anti-MET

Los anticuerpos anti-MET se obtuvieron usando el procedimiento SymplexTM esencialmente como se describe en el
documento WO 2005/042774. En pocas palabras, ratones BALB/c, C57 y C3H fueron inmunizados dos veces por
semana con lineas celulares de cancer humano que sobreexpresan MET (HCT-116), proteina MET humano
recombinante (Sino Biologicals), proteina MET humano recombinante pre-incubada con ligando (HGF), o MET digerida
con tripsina. Las células plasmaticas de murino obtenidas a partir de los bazos y los ganglios linfaticos inguinales fueron
ordenados por FACS, y el enlace de las secuencias de codificacion de VH y VL se realizé en las células plasmaticas
ordenadas, facilitando el emparejamiento afin de las secuencias, utilizando un procedimiento de PCR de dos pasos
basado en una RT-PCR de extension de solapamiento multiplex de un paso seguido por PCR anidada. El principio para
el enlace de las secuencias de VH y VL afines se describe en detalle en el documento WO 2005/042774 y en Meijer et
al., J Mol Biol 358(3):764-72 (2006).

Para identificar anticuerpos con especificidad de uniéon de MET, las secuencias que codifican VH y VL obtenidas
anteriormente se expresaron como anticuerpos de longitud completa. Esto implicé la insercion del repertorio de pares de
codificacién de VH y VL en un vector de expresion y la transfeccion en una célula hospedera usando el método descrito
en el documento WO 2012/059858.

La especificidad de los anticuerpos producidos se determiné mediante ELISA usando como antigeno, ya sea el dominio
extracelular de la proteina MET o el dominio extracelular de la proteina MET traduccionalmente fusionado a un dominio
Fc de inmunoglobulina humana. Placas Nunc MaxiSorp (Cat. No. 464718) se recubrieron con 1 yg/ml de la proteina
MET recombinante diluida en PBS a 4°C durante la noche. Las placas se lavaron una vez con PBS + 0.05% de Tween
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20 (PBS-T) antes de bloqueo en 50 pl de 2% de leche-PBS-T. Las placas se lavaron una vez mas con PBS-T, después,
20 pl de 2% de leche-PBS-T. Se anadieron 10 pl de los sobrenadantes de los transfectantes FreeStyle293 y se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente, después de lo cual las placas se lavaron una vez con PBS-T. Anticuerpo
secundario (cadena ligera kappa anti-humana de cabra,-HRP, Serotec, Cat No. STAR 100P) diluido 1:25000 en 2% de
leche-PBS-T se anadié para detectar los anticuerpos unidos a los pozos y se incubd durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las placas se lavaron una vez en PBS-T antes de la adicion de 25 pl de sustrato (Kem-En-Tec Diagnostics,
Cat. No. 4518) e incubacion durante 5 min. Se anadié 25 yl de acido sulfarico 1 M después de la incubacién para
detener la reaccion. Se detecté senal especifica en un lector de ELISA a 450 nm. A partir de los datos de ELISA, se
identificaron clones de anticuerpos positivos y se seleccionaron para andlisis de secuencia y validacion de la union a
MET.

Ejemplo 2: Proyeccion de mezclas de anticuerpos anti-MET funcionales

Este ejemplo describe pruebas in vitro de anticuerpos monoclonales quiméricos dirigidos a MET y mezclas de estos
anticuerpos monoclonales para identificar candidatos a lider. Se evaluaron los anticuerpos monoclonales y las mezclas
por su capacidad para inhibir el crecimiento de las lineas celulares de cancer EBC1, MKN45, OE33 y SNU5.

Métodos

Los anticuerpos derivados de raton dirigidos a MET humano se analizaron para determinar su capacidad para inhibir el
crecimiento de lineas celulares de cancer humano in vitro. Los anticuerpos monoclonales y mezclas de 2-anticuerpos
(mezclas 1:1 de dos anticuerpos monoclonales) se diluyeron a una concentraciéon de anticuerpo total final de 100 pg/ml
en un medio RPMI 1640 Glutamax suplementado con 2% de FBS y 1% de P/S, produciendo una concentracioén final de
5 pg/ml. Nimeros correspondientes de las células (EBC1: 1500 células/pozo, MKN45: 2000 células/pozo, OE33 4300
células/pozo y SNU5: 800 células/pozo) se anadieron luego a los pozos experimentales en una placa de 384 pozos, y se
incubaron con anticuerpos durante 4 dias en una incubadora humidificada a 37°C. Reactivo WST-1 se afadio
posteriormente a las placas, y se incubé durante una hora a 37°C. La absorbancia se midi6 a 450 nm y 620 nm (longitud
de onda de referencia) usando un lector de ELISA. La absorbancia a 620 nm se resta de la absorbancia a 450 nM. La
cantidad de células metabodlicamente activas (MAC) se calcul6 como un porcentaje del control no tratado como sigue:

ODexp - ODmed/o

% de MAC=
7 de C ODno tratado — ODmed/o

X100

Se supone que la actividad metabdlica se correlaciona con el nimero de células viables, lo que significa que un menor
% de MAC corresponde a un mayor nivel de inhibicion del crecimiento celular por los anticuerpos.

Resultados

Mezclas de anticuerpos se clasificaron con base en su capacidad para inhibir el crecimiento celular entre un panel de
lineas celulares de cancer. Los resultados de viabilidad de los anticuerpos monoclonales y las mezclas de dos
anticuerpos en la actividad metabdlica de las lineas celulares EBC1, MKN45, OE33 y SNU5 se muestran en la tabla 3.
Siete mezclas diferentes de dos anticuerpos inhiben la actividad metabdlica a un promedio por debajo de 50%.

Entre las mezclas mas eficaces, la combinacion de los dos anticuerpos 9006 y 9338 mostré una actividad inhibidora del
crecimiento de células amplia. Curiosamente, cada anticuerpo por si solo mostré una eficacia mas baja que la
combinacién, lo que sugiere que los dos anticuerpos pueden actuar sinérgicamente. Ademas de 9006+9338, puede
verse en la tabla 3 que otras mezclas altamente eficaces incluyen 9206+9232, 8955+9338, 9206+9338, 9006+9232,
8955+9006, 8955+9096, y 8955+9232. Ademads, sera evidente que estas ocho mejores mezclas se basan en
relativamente pocos anticuerpos monoclonales individuales, en particular 8955, 9006, 9232, 9338 y 9206.

Tabla 3. Efecto anti-proliferativo de anticuerpos monoclonales y las mezclas de anticuerpos

Actividad metabdlica de células tratadas con mAb o mezcla de
mAb

(% de control no tratado)

Grupo de

mAb o mezcla de mAb .
secuencia(s)

SNU5 OE33 | MKN45 | EBC1 | Promedio | Rango

9206 + 9232 008 + 007 32 70 32 37 43 1
9006 + 9338 018 + 004 33 54 31 54 43 2
8955 + 9338 029 + 004 33 60 24 63 45 3
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9206 + 9338 008 + 004 39 52 34 55 45 4
9006 + 9232 018 + 007 36 72 24 59 48 5
8955 + 9006 029 + 018 46 62 25 61 48 6
8955 + 9096 029 + 018 55 41 40 59 49 7
8955 + 9232 029 + 007 46 66 25 69 51 8
9206 + 9217 008 + 012 35 60 54 99 62 9
8955 + 9206 029 + 008 39 71 57 82 62 10
9044 + 9111 011 + 009 47 77 37 91 63 11
9111 + 9217 009 + 012 40 101 24 93 64 12
9111 + 9232 009 + 007 67 83 53 63 66 13
9006 + 9111 018 + 009 31 101 36 98 66 14
9111 + 9206 009 + 008 39 79 53 96 67 15
9006 + 9154 018 + 009 34 91 49 98 68 16
9096 + 9232 018 + 007 50 79 54 94 69 17
9184 + 9217 009 + 012 45 103 30 101 70 18
9184 + 9206 009 + 008 30 88 63 97 70 19
9173 + 9232 028 + 007 51 90 84 57 71 20
9006 + 9184 018 + 009 35 105 44 107 73 21
9154 + 9217 009 + 012 52 98 36 105 73 22
9212 + 9232 025 + 007 57 92 90 64 76 23
9154 + 9206 009 + 008 48 66 87 103 76 24
9096 + 9184 018 + 009 47 80 71 108 76 25
9096 + 9111 018 + 009 43 107 65 94 77 26
9173 + 9340 028 + 072 40 98 79 98 79 27
9044 + 9184 011 + 009 57 104 54 102 79 28
9184 + 9232 009 + 007 92 100 62 63 79 29
9111 + 9173 009 + 028 47 103 69 103 80 30
9111 + 9133 009 + 028 54 103 64 106 82 31
9006 + 9122 018 + 031 46 112 50 118 82 32
9096 + 9338 018 + 004 50 57 100 120 82 33

9173 028 38 99 83 108 82 34
9006 + 9146 018 + 036 61 75 79 118 83 35
9146 + 9173 036 + 028 48 115 66 105 83 36
9173 + 9184 028 + 009 44 113 70 108 84 37
8820 + 9006 044 + 018 55 103 65 115 85 38
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9044 + 9154 011 + 009 59 100 67 113 85 39
8908 + 9006 032 + 018 42 110 50 138 85 40
9173 + 9206 028 + 008 47 107 74 112 85 41
9173 + 9212 028 + 025 46 99 93 102 85 42
9133 + 9232 028 + 007 77 110 88 66 85 43
9044 + 9206 011 + 008 89 65 83 107 86 44
9146 + 9232 036 + 007 105 90 86 65 86 45
8955 + 9111 029 + 009 73 96 61 117 87 46
9006 + 9173 018 + 028 43 109 84 113 87 47
9154 + 9173 009 + 028 55 104 79 112 88 48
9154 + 9232 009 + 007 94 115 73 70 88 49
9006 + 9212 018 + 025 61 79 94 120 88 50
9096 + 9154 018 + 009 73 82 83 115 88 51

9006 018 68 73 90 122 88 52
9122 + 9206 031 + 008 67 110 56 125 89 53
8820 + 8955 044 + 029 87 87 80 106 90 54
8908 + 9217 032 + 012 74 96 65 125 90 55
9006 + 9096 018 + 018 68 71 90 131 90 56
9133 + 9212 028 + 025 59 96 102 104 90 57
9122 + 9232 031 + 007 117 86 95 62 90 58
9006 + 9133 018 + 028 58 111 81 113 90 59
8955 + 9007 029 + 046 83 81 98 100 91 60
8908 + 8955 032 + 029 79 70 87 128 91 61
9096 + 9173 018 + 028 39 119 88 117 91 62
9133 + 9173 028 + 028 45 102 116 102 91 63
9217 + 9232 012 + 007 114 100 82 68 91 64
8955 + 9146 029 + 036 83 72 92 118 91 65
9122 + 9217 031 + 012 65 126 46 128 91 66
8955 + 9154 029 + 009 80 80 85 122 92 67
9133 + 9184 028 + 009 58 112 85 111 92 68
9006 + 9044 018 + 011 66 75 91 135 92 69
8955 + 8958 029 + 029 72 94 81 121 92 70
8820 + 9111 044 + 009 61 135 53 120 92 71
8955 + 9122 029 + 031 69 91 81 129 93 72
9096 + 9133 018 + 028 57 99 95 120 93 73
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9006 + 9217 018 + 012 67 93 92 120 93 74
9111 + 9122 009 + 031 98 106 50 118 93 75
9146 + 9184 036 + 009 89 93 81 110 93 76
9212 + 9340 025 + 072 69 117 86 99 93 77
8820 + 9232 044 + 007 88 103 75 108 93 78
9146 + 9206 036 + 008 79 75 101 119 94 79
9044 + 9122 011 + 031 80 109 63 124 94 80
9006 + 9340 018 + 072 70 78 101 127 94 81
9173 + 9338 028 + 004 61 102 92 120 94 82
8820 + 9184 044 + 009 67 121 60 128 94 83
9006 + 9206 018 + 008 81 78 101 117 94 84
9173 + 9217 028 + 012 58 124 72 123 94 85
9133 + 9206 028 + 008 67 102 95 112 94 86
9006 + 9007 018 + 046 61 92 81 142 94 87
9212 025 86 90 101 100 94 88
9232 + 9338 007 + 004 86 93 77 122 94 89
9133 028 68 102 99 109 95 90
8820 + 9206 044 + 008 58 129 69 123 95 91
8955 + 9340 029 + 072 81 70 97 133 95 92
9111 + 9146 009 + 036 93 108 74 109 96 93
9096 + 9206 018 + 008 70 79 98 138 96 94
9133 + 9146 028 + 036 67 100 112 106 96 95
9096 + 9122 018 + 031 49 121 77 139 96 96
8906 + 9232 056 + 007 89 111 74 112 97 97
9133 + 9340 028 + 072 69 123 93 101 97 98
8908 + 9232 032 + 007 95 100 76 116 97 99
8955 + 9184 029 + 009 74 96 87 130 97 100
9044 + 9232 011 + 007 85 112 82 110 97 101
8955 + 9212 029 + 025 105 75 91 118 97 102
8899 + 8955 029 + 029 78 77 97 137 97 103
9111 + 9212 009 + 025 89 91 101 109 97 104
8820 + 9173 044 + 028 46 158 77 112 98 105
9096 + 9146 018 + 036 81 78 101 133 98 106
9096 + 9212 018 + 025 83 86 98 127 98 107
8955 + 9133 029 + 028 85 96 89 126 99 108
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9212 + 9338 025 + 004 66 118 93 119 99 109
8820 + 9338 044 + 004 90 96 91 119 99 110
8906 + 9217 056 + 012 82 106 81 128 99 111

9206 008 90 86 97 125 99 112
8955 + 9173 029 + 028 69 113 94 123 100 113
9007 + 9232 046 + 007 109 99 77 114 100 114
8908 + 9111 032 + 009 93 114 79 114 100 115
9111 + 9184 009 + 009 88 99 100 115 100 116
9007 + 9217 046 + 012 89 97 90 126 100 117

8955 029 100 68 101 132 100 118
9154 + 9184 009 + 009 90 102 91 119 101 119
9122 + 9173 031 + 028 75 131 80 116 101 120
8820 + 9096 044 + 018 82 95 86 140 101 121
9111 + 9154 009 + 009 93 103 91 117 101 122
9096 + 9340 018 + 072 80 81 105 139 101 123
8908 + 9206 032 + 008 90 108 80 127 101 124
9206 + 9212 008 + 025 91 77 114 124 101 125
8820 + 9122 044 + 031 63 158 61 125 102 126

9146 036 119 92 100 100 103 127
9206 + 9340 008 + 072 103 94 94 120 103 128
8906 + 9006 056 + 018 66 142 52 152 103 129
8820 + 9133 044 + 028 63 152 80 116 103 130
8902 + 8955 029 + 029 72 87 105 149 103 131
9232 + 9340 007 + 072 115 93 85 120 103 132
8955 + 9026 029 + 029 91 75 101 146 104 133
9146 + 9212 036 + 025 110 93 106 106 104 134

9111 009 97 96 102 119 104 135
8955 + 9217 029 + 012 94 97 91 134 104 136
8820 + 9154 044 + 009 72 148 73 123 104 137
8906 + 9206 056 + 008 90 126 75 127 104 138
8820 + 9217 044 + 012 91 151 65 112 105 139
9044 + 9217 011 + 012 103 102 93 120 105 140

9232 007 115 100 84 121 105 141

9340 072 113 99 95 114 105 142
9217 + 9338 012 + 004 83 124 89 126 106 143
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9096 018 90 86 103 144 106 144
9184 + 9212 009 + 025 98 103 108 114 106 145
9007 + 9173 046 + 028 67 153 95 109 106 146
8908 + 9184 032 + 009 85 127 90 123 106 147
9111 + 9340 009 + 072 107 109 101 111 107 148
9044 + 9133 011 + 028 91 132 87 119 107 149
9133 + 9154 028 + 009 90 123 101 117 108 150
8820 + 9044 044 + 011 97 138 79 117 108 151
8820 + 9212 044 + 025 82 143 87 119 108 152
9122 + 9184 031 + 009 96 140 73 124 108 153
9007 + 9206 046 + 008 89 113 95 136 108 154

9184 009 101 110 101 123 109 155

9338 004 100 98 96 141 109 156
8906 + 9111 056 + 009 112 120 84 122 110 157
9111 + 9338 009 + 004 107 121 90 121 110 158
9146 + 9340 036 + 072 112 137 90 100 110 159
9133 + 9338 028 + 004 89 133 96 120 110 160
8820 + 8906 044 + 056 86 148 80 126 110 161

9217 012 96 108 100 135 110 162
9044 + 9338 011 + 004 101 101 103 135 110 163
8908 + 9154 032 + 009 98 132 87 124 110 164
9007 + 9096 046 + 018 88 96 96 160 110 165
9212 + 9217 025 + 012 80 121 111 129 110 166
9044 + 9173 011 + 028 72 150 95 126 111 167
9007 + 9154 046 + 009 100 135 83 126 111 168
9154 + 9340 009 + 072 113 117 85 131 111 169
9338 + 9340 004 + 072 103 106 103 134 112 170
9096 + 9217 018 + 012 106 108 96 137 112 171
9007 + 9184 046 + 009 85 137 95 131 112 172
9007 + 9340 046 + 072 109 112 95 133 112 173
9044 + 9340 011 + 072 92 120 100 138 113 174
9184 + 9340 009 + 072 109 132 99 110 113 175
9122 + 9133 031 + 028 92 133 105 124 113 176
8955 + 9044 029 + 011 102 100 102 151 114 177
8906 + 9044 056 + 011 96 122 86 151 114 178
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9007 + 9122 046 + 031 108 135 85 127 114 179
8820 + 9146 044 + 036 101 153 84 119 114 180
8908 + 9122 032 + 031 131 132 76 117 114 181
8906 + 9133 056 + 028 92 155 92 118 114 182
8908 + 9133 032 + 028 95 158 96 110 115 183
8908 + 9096 032 + 018 85 117 88 169 115 184
9217 + 9340 012 + 072 106 137 87 129 115 185
9133 + 9217 028 + 012 99 135 98 127 115 186
8906 + 9173 056 + 028 72 185 79 122 115 187
9007 + 9146 046 + 036 108 146 79 127 115 188
8906 + 9184 056 + 009 105 147 81 128 115 189
9007 + 9111 046 + 009 108 138 86 129 115 190
8908 + 9173 032 + 028 85 170 90 118 116 191
8908 + 9044 032 + 011 87 135 81 159 116 192
9044 + 9146 011 + 036 119 129 93 122 116 193
8908 + 9212 032 + 025 120 125 95 123 116 194
9007 + 9212 046 + 025 115 127 93 128 116 195
9044 + 9212 011 + 025 133 117 96 118 116 196
8820 + 9007 044 + 046 96 152 84 134 117 197

9044 011 115 118 98 137 117 198
8906 + 9122 056 + 031 122 148 78 120 117 199
8908 + 9340 032 + 072 106 128 94 141 117 200
9184 + 9338 009 + 004 124 129 92 126 118 201
8906 + 9154 056 + 009 119 144 79 128 118 202
9007 + 9044 046 + 011 112 129 87 145 118 203
8906 + 9212 056 + 025 133 136 86 120 119 204
9146 + 9338 036 + 004 135 126 91 123 119 205
8908 + 9338 032 + 004 106 129 101 139 119 206
9007 + 9338 046 + 004 96 136 101 144 119 207

9154 009 123 119 97 138 119 208
9122 + 9338 031 + 004 129 123 99 126 119 209
8820 + 8908 044 + 032 110 154 83 131 119 210

8820 044 111 157 88 121 119 211
9007 + 9133 046 + 028 92 166 101 119 120 212
9146 + 9217 036 + 012 123 128 104 126 120 213
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9122 + 9154 031 + 009 112 151 88 129 120 214
8906 + 9096 056 + 018 93 127 86 176 120 215
8906 + 9146 056 + 036 102 176 83 121 121 216
9154 + 9212 009 + 025 135 111 110 128 121 217
8908 + 9146 032 + 036 126 150 90 121 122 218
8906 + 9340 056 + 072 106 157 95 129 122 219
9146 + 9154 036 + 009 116 130 111 132 122 220
9154 + 9338 009 + 004 137 128 88 139 123 221
8820 + 9340 044 + 072 113 143 96 140 123 222

9007 046 122 141 94 139 124 223
8906 + 8908 056 + 032 93 147 98 157 124 224
9122 + 9212 031 + 025 130 138 110 123 125 225

8908 032 135 134 96 140 126 226
8906 + 9338 056 + 004 119 166 93 129 127 227
9122 + 9146 031 + 036 146 128 109 128 128 228

8906 056 127 153 95 136 128 229
8906 + 9007 056 + 046 84 157 100 172 128 230
9044 + 9096 011 + 018 124 138 98 155 129 231

9122 031 142 134 106 136 130 232
9122 + 9340 031+ 072 146 150 98 125 130 233
8908 + 9007 032 + 046 109 152 101 169 133 234
8906 + 8955 056 + 029 136 167 99 150 138 235

Ejemplo 3: Humanizacidn de los anticuerpos 9006 y 9338

Este ejemplo describe la humanizacion de las regiones de marco de anticuerpos de murino de los anticuerpos 9006 y
9338. La humanizacion de anticuerpos se lleva a cabo para producir una molécula con inmunogenicidad minima cuando
se aplica a seres humanos, mientras conserva la especificidad y afinidad del anticuerpo no humano progenitor.

Métodos

La humanizacion de los anticuerpos 9006 y 9338 se llevo a cabo usando el enfoque de “injerto de CDR”. En primer
lugar, los genes de la linea germinal de murino original fueron identificados sometiendo a BLAST las secuencias de
genes de V 9006 (Figura 26) y 9338 (Figura 27) contra las bases de datos de genes de linea germinal de ratéon V y J.
Esto indica que los genes de la linea germinal del ratdbn mas cercanos fueron IGHV9-1*02/IGHJ4*01 e IGKV8-
28*01/IGKJ2*01 para los genes pesados variables y ligeros variables de 9006, respectivamente. De manera similar, los
genes de la linea germinal de ratbn mas cercanos fueron IGHV1-4*01/IGHJ3*01 e IGKV4-79*01/IGKJ4*01 para los
genes pesados variables y ligeros variables de 9338, respectivamente. En segundo lugar, los genes VH y VL del
anticuerpo fueron alineados contra las lineas germinales de murino para identificar mutaciones somaticas en las
regiones de marco que pueden desempenar un papel en la funcién y/o estructura del anticuerpo. Esos residuos pueden
incluirse en los genes de anticuerpos humanizados finales llamados residuos de “retromutacion”. Las secuencias de
anticuerpos variables 9006 y 9338 fueron entonces sometidas a BLAST contra las bases de datos de inmunoglobulina
humana para identificar las lineas germinales humanas mas cercanas cuyas regiones de marco seran usadas para la
humanizacién de anticuerpos. Para el anticuerpo 9006, las lineas germinales humanas retenidas fueron IGHV7-4-
1*02/IGHJ6*01 e IGKV4-1*01/IGKJ2*01 para los genes pesados variables y ligeros variables, respectivamente. Para el
anticuerpo 9338, las lineas germinales humanas retenidas fueron IGHV1-69*08/IGHJ1*01 e IGKV3-11*01/IGKJ2*01
para los genes pesados variables y ligeros variables, respectivamente. Por ultimo, para cada anticuerpo, las regiones
CDR de los anticuerpos quiméricos se injertaron en el marco humano seleccionado y segmentos de gen J. Las
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secuencias de CDR fueron asignadas de acuerdo con definiciones de IMGT®.

Resultados

Las secuencias finales de anticuerpo humanizado 9006 y 9338 se muestran en la figura 28 y la figura 29,
respectivamente.

Ejemplo 4 Clonacion de analogos de anticuerpo de referencia anti-MET

Este ejemplo da una lista de las fuentes de las secuencias de aminoacidos y el formato final de anticuerpo usado para la
generacién de analogos de anticuerpo de referencia anti-MET. Algunos de los anticuerpos listados se han caracterizado
ampliamente y tienen epitopos bien definidos. Un nimero de los anticuerpos también han entrado en evaluacion clinica.

Métodos

Las secuencias de aminoacidos que codifican los dominios de cadena pesada y ligera variables de los analogos de
anticuerpos de la tabla 4 se obtuvieron de las patentes o solicitudes de patentes listadas. Las secuencias de proteina se
tradujeron en forma inversa a secuencias de ADN con el uso de codones humanos. Las secuencias de ADN
correspondientes fueron sintetizadas por genes y clonadas en vectores de expresién que contenian dominios de cadena
pesada o ligera humanos constantes, lo que da por resultado la expresién de anticuerpos de longitud completa. Una
excepcion fue para el anticuerpo 5D5 que se expresé como un fragmento Fab. El isotipo de anticuerpo humano
seleccionado para la expresién se lista en la columna del formato de anticuerpos junto con otras mutaciones
introducidas en la region Fc en donde es aplicable. Las células CHO se transfectaron con los plasmidos de expresion
correspondientes usando un sistema de expresion de proteina estandar, con la excepcion del clon de hibridoma HB-
12093, que se cultivd usando la técnica de cultivo de hibridoma estandar. Los sobrenadantes de anticuerpos
correspondientes fueron purificados usando cromatografia en columna de purificacién de proteina A estandar.

Tabla 4. Listado de analogos de anticuerpos sintetizados por genes y el formato de anticuerpo correspondiente

acrl:t)ill::rpo Caddigo de busqueda Formato de anticuerpo Referencia
224G11 ABT-700, h224G11 IgG1 recombinante EP2014681A1
223C4 N.A. IgG1 recombinante EP2014681A1
C8-H241 LYS%?S:tiihhqA;bSO, IgG4 recombinliazn;gp(\)s228P, F234A, WO2010059654A1
36C4 ARGX-111 IgG1 recombinante US2012/0148607A1
5D5 O‘; 555, MetlhAb. IgG1 Fab recombinante US 7476724 B2
13-MET N.A. IgG1 recombinante W02009/142738 A2
28-MET N.A. IgG1 recombinante W02009/142738 A2
HB-12093 N.A. Hibridoma de raton EP 0922102

Ejemplo 5: Clasificacidon de epitopos de anticuerpos MET

Este ejemplo ilustra como los anticuerpos MET se agruparon en clases de epitopos con base en los patrones de
competencia por parejas. Los anticuerpos pertenecientes a diferentes clases de epitopos reconocen diferentes epitopos
en el dominio extracelular MET (ECD).

Métodos

La investigacion de la competencia por parejas de anticuerpos se realizé por andlisis de Interferometria de bio-capa
(BLI) usando un instrumento Octet QK384 (Fortebio, E.U.A.). Proteina de fusién Fc de MET humano comercialmente
disponible (R&D Systems) fue capturada en los chips de sensores de Fc anti-humano (Fortebio, E.U.A.) y los sitios anti-
Fc residuales bloqueados con anticuerpo de control negativo Herceptin. La superficie revestida de antigeno se saturd
con una concentracion de anticuerpo anti-MET de 80 ug/ml, seguido por la evaluacion de combinaciones de anticuerpos
anti-MET por parejas en experimentos de unién competitiva. La superficie del sensor se regener6 por incubacién con 10
mM de glicina-HCI, pH 1.5 y se reutilizé para un nuevo ciclo de competencia.

Resultados
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El patron de competencia de los 13 anticuerpos MET probados se presenta en la figura 1. Se encontr6 que los
anticuerpos MET se agrupan en 12 clases de epitopos distintas. Se encontré que el anticuerpo Hu9006 se une a un
epitopo distinto que se traslap6 con C8-H241. Sin embargo, el epitopo fue diferente en comparaciéon con C8-H241, ya
que C8-H241 también fue bloqueado por Hu9338 y 36C4, mientras que Hu9006 no lo fue. Por consiguiente, Hu9006 y
C8-H241 fueron asignados a diferentes clases de epitopo. El epitopo de Hu9338 superpuesto con 36C4 y ambos
anticuerpos mostraron patrones de competencia idénticos con otros anticuerpos en el panel probado, y éstos, por
consiguiente, fueron asignados a la misma clase de epitopo.

Los anticuerpos 224G11, 28-MET, 5D5, 9206 y 13-MET mostraron en algunos casos inhibicion unidireccional. Este
fendmeno observado podria ser causado por efectos alostéricos y se observd en los experimentos de competencia
repetidas.

Ejemplo 6: Analisis de anticuerpos MET para actividad de blogueo de ligando HGF

Este ejemplo ilustra cémo se analizd el panel de anticuerpos anti-MET de HGF para actividad de bloqueo de ligando
mediante la modalidad de un ensayo de competencia usando el andlisis de interferometria de bio-capa.

Métodos

La investigacién de la actividad de blogueo de ligando HGF se realizé por andlisis de interferometria de bio-capa (BLI)
usando un instrumento Octet QK384 (Fortebio, E.U.A.). Proteina de fusién Fc de MET humano comercialmente
disponible (R&D Systems) fue capturada en los chips de sensores de Fc anti-humano (Fortebio, E.U.A.) y los sitios anti-
Fc residuales bloqueados con anticuerpo de control negativo Herceptin. A continuacion, la superficie revestida de
antigeno se saturé con una concentracion de anticuerpo anti-MET de 80 pg/ml (533 nM), excepto para el fragmento 5D5
Fab, que se diluyé a 26.7 pg/ml (533 nM). Después de la saturacion de MET con la actividad de bloqueo de anticuerpos
de ligando HGF se evalu6 mediante incubacion con ligando HGF humano (R&D Systems) probado en 20 pg/ml (222
nm). Herceptin IgG1 se usé como anticuerpo de control negativo.

Resultados

El resultado del andlisis de la competencia se presenta en la siguiente tabla 5. Se encontré que los anticuerpos Hu9006
y Hu9338 inhibieron la union al ligando HGF en aproximadamente 80%, mientras se encontr6 que 5D5 Fab bloqued
completamente la uniéon a HGF (100%). Cuando se mezclaron concentraciones equimolares de Hu9006 y Hu9338 (80
pg/ml de concentracion total, 533 nM), la unién a ligando HGF fue inhibida por aproximadamente 90%. Por consiguiente,
la actividad de bloqueo de ligando HGF mas eficaz se obtuvo mezclando anticuerpos Hu9006 y Hu9338 1:1. Se encontrd
que los anticuerpos C8-H241 y 36C4 inhibieron la union a ligando HGF por aproximadamente 80 y 75%, respectivamente,
mientras que los anticuerpos 13-MET y 28-MET bloquearon la unién a HGF por aproximadamente 80 y 50%,
respectivamente. El anticuerpo agonista 5882 y el anticuerpo control negativo Herceptin no bloquearon la uniéon a HGF (3-
7% de inhibicién de unién a HGF).

Tabla 5. Inhibicion de unidn a HGF después de la saturacion de anticuerpos MET

Anticuerpo % de inhibicion de unién a HGF
Hu9006 78
Hu9338 81
5882 3
Hu9006 + Hu9338 89
C8-H241 81
36C4 74
224G11 20
223C4 69
13-MET 81
28-MET 50
HB-12093 9
5D5 Fab 100
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12398 84
9206 62
Herceptin 6

Ejemplo 7: Mapeo de epitopos de anticuerpos anti-MET

Este ejemplo ilustra como los epitopos de unién de los anticuerpos MET de la invencion se mapearon a la hoja2 o 3 en
el dominio SEMA-a, mediante el andlisis de unién a constructos de MET quiméricos expresados en las células. El
ejemplo también ilustra cémo los epitopos de los anticuerpos de la invencién son distintos en comparaciéon con los
analogos de anticuerpos de referencia probados.

Métodos

El receptor de MET humano consta de un dominio extracelular de 907 aminodcidos (residuos 25-932). El dominio
extracelular puede ser subdividido en el dominio SEMA (residuos 27-515), un dominio Plexin Semaforina Integrin rico en
cisteina (dominio PSI, residuos 520-561) y cuatro dominios tipo inmunoglobulina definidos por las siguientes secuencias
de aminodcidos. IPT1: AA 563-655. IPT2: AA 657-739. IPT3: AA 742-836. IPT4: AA 837-932. Las definiciones de
dominio se describen en Gherardi et al, Proc Natl Acad Sci USA 100(21):12039-44 (2003) y entrada Uniprot P08581. El
dominio SEMA consta de siete laminas beta (hojas) que se pliegan en una estructura de hélice de siete hojas (Stamos J.
et al, EMBO J. 23:2325-2335 (2004)). Un sitio de escisién de furina esta presente en la posicion 307-308, dividiendo el
dominio SEMA en cadenas a y . El dominio SEMA-a es codificado por los residuos de aminodcidos 27-307 que
componen las laminas 1-4 y el dominio SEMA-f es codificado por los residuos de aminoacidos 308-515 que componen
las laminas 5-7. El dominio SEMA-a contiene un sitio de unién para la cadena 8 del ligando HGF, mientras que el sitio
de unién a MET de la cadena- a de HGF sigue siendo dificil de alcanzar (Merchant et al., Proc Natl Acad Sci USA
110(32):E2987-96 (2013)). Un solo reporte afirma que los dominios IPT3 e IPT4 de MET ECD también median la unién
a HGF de alta afinidad (Basilico et al., J Biol Chem 283 (30):21267-21277 (2008)).

La secuencia de ARNm de la isoforma 1 de MET humano ha sido descargada de NCBI (ACCESO NM_000245.2; la
secuencia de aminoacidos esta representada en SEQ ID NO: 1). MET humano también existe en una isoforma diferente
(isoforma 2) en la que 19 aminoacidos (STWWKEPLNIVSFLFCFAS (SEQ ID NO: 2)) reemplazan a S755 en el dominio
IPT 3. La secuencia de aminoacidos de la isoforma 2 se muestra como SEQ ID NO: 2. Las secuencias de proteina MET
de pollo y de murino de longitud completa incluyendo secuencias de péptido lider se descargaron de NCBI (ACCESO
NP_990543 (SEQ ID NO: 3) y NP_032617 (SEQ ID NO: 4), respectivamente). Variantes de intercambio de dominio
humano/de pollo quimérico del dominio extracelular (ECD), en donde cada dominio o subdominio fue reemplazado
secuencialmente por secuencia de ADN de pollo, se sintetizaron por genes junto con genes de ECD de MET
completamente humano, de murino o de pollo. Constructos quiméricos en donde cada uno de las siete hojas en el
dominio SEMA se intercambiaron secuencialmente de la secuencia humana a la de ratén también se sintetizaron.

Las constructos usados para determinar la especificidad de unién de hoja fueron los siguientes (los nimeros se refieren
a la secuencia intercambiada con la secuencia de ratén): Hoja de raton 1: AA 25-83. Hoja de ratdon 1-2: AA 25-162. Hoja
de ratén 1-3: AA 25-233. Hoja de ratén 1-4: AA 25-295. Hoja de ratdn 1-5: AA 25-430. Hoja de ratdn 1-6: AA 25-479.
Hoja de raton 1-7: AA 25-513. También se hicieron constructos inversos. PSI-IPT4 de ratén: (AA 515-932). Hoja de
ratén 7-IPT4: (AA 480-932). Hoja de ratdn 6-IPT4: (AA 431-932). Hoja de ratdon 5b-IPT4: (AA 382-932). Hoja de ratén
5a-IPT4: (AA 293-932). Hoja de ratén 4-IPT4: (AA 234-932). Hoja de raton 3-IPT4: (AA 163-932). Hoja de raton 2-IPT4:
(AA 84-932). Las hojas 1-4 se encuentran en el subdominio SEMA-a y las hojas 5-7 en el subdominio SEMA-B.

Recientemente otros constructos quiméricos en donde las secuencias de llama se intercambiaron con secuencias
humanas en el dominio SEMA de MET se han descrito (Basilico C. et al J. Clin Invest 124:3172-3186 (2014)). Estos
constructos se sintetizaron también, pero con la modificacién de que la secuencia de raton se inserté en lugar de la
secuencia de llama, ya que la secuencia de MET de llama no estaba publicamente disponible. Las definiciones de
secuencia para las proteinas quiméricas adicionales fueron las siguientes (los nimeros AA se refieren a secuencia
intercambiada a la secuencia de raton): LS1: AA25-122, LS2: AA25-224, LS3: AA25-312, LS4: AA25-371, LS5: AA25-
473. LS1-3 residen en el subdominio SEMA-a y LS4-6 en el subdominio SEMA-B. Por ultimo, los constructos en donde
15 AA de la secuencia de ECD de MET humano en el subdominio SEMA-a fueron intercambiados en forma secuencial a
la secuencia de raton se sintetizaron para el mapeo mas detallado de epitopos lineales. Para el constructo 109-120 s6lo
11 aminoécidos se intercambiaron con la secuencia del ratén. Cada constructo fue disefiado para superponerse con 2
aminoacidos, y en total 22 constructos con hasta 15 sustituciones de AA se hicieron cubriendo la secuencia del
subdominio SEMA-a de MET humano después de la hoja 1 (AA 89-313).

Todos los constructos quiméricos o de tipo silvestre sintetizados descritos anteriormente se subclonaron en vectores de
expresion que contenian una etiqueta de péptido SV5, un enlazador de glicina serina y la secuencia de codificacion para
un anclaje de glicosilfosfatidilinositol (GPI) que result6 en la fusion C-terminal de este casete para el gen de interés
(Bouquin T. et al., J. Biotechnol. 125:516-528 (2006). Los constructos de expresion generados se usaron para
transfeccion FreeStyle™ transitoria de células HEK293 y las proteinas de fusion producidas fueron dirigidas a la
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membrana celular a través del anclaje GPI. Los anticuerpos MET se analizaron para la union a las células transfectadas
mediante citometria de flujo usando un iQue® Screener (corporacion IntelliCyt). Los anticuerpos se probaron en un
experimento de titulacion de 8 puntos usando diluciones de 3 veces a partir de 50 yg/ml y deteccién con un colorante
anti-lgG-humana (H+L) Alexa Fluor® 647. Los niveles de expresion de los constructos de MET fueron monitorizados por
anti-SV5 mAb MCA1360B biotinilada y deteccion con estreptavidina APC Cy7. Los valores de corte se definen como la
fluorescencia la sefal promedio de todos los anticuerpos probados a 50 ug/ml para el constructo MET de pollo o ratdn
de control negativo + cuatro desviaciones estandar para discriminar la unién de fondo de la union especifica para el
intercambio de dominios o constructos de intercambio de hojas. La unién de anticuerpos a constructos, en donde los
aminoacidos individuales o 15 aminoacidos se intercambiaron con la secuencia de ratén se normalizaron a unién 5D5
probada a 3 ug/ml, ya que las mutaciones se localizaron en el subdominio SEMA-a y se mostr6 que no influyeron en la
unién de 5D5 dirigida contra el subdominio SEMA-.

Resultados

El nivel de expresién de superficie de los constructos ECD de MET humano, de pollo o de ratén de tipo silvestre y
quimérico se evalud con tincion SV5. Todos los constructos evaluados expresaron bien y pudieron ser tefidos con el
anticuerpo SV5, excepto el constructo que contenia el subdominio SEMA-B de pollo. Se evaluaron los titulos de cada
anticuerpo MET que se unia a los constructos (no se muestran datos). Un resumen del anticuerpo que se une a los
diferentes constructos quiméricos probados se presenta en la figura 2. Un resumen de anticuerpo diferencial que se une
a constructos ECD de MET humano en donde 15 segmentos AA en el subdominio SEMA-a se intercambiaron
secuencialmente a ratén se presenta en la tabla 6, y un resumen del anticuerpo diferencial que se une a constructos
ECD de MET humano en donde los residuos expuestos en la superficie en el subdominio SEMAa se mutaron a la
secuencia de raton se presenta en la tabla 7. Por dltimo, un resumen de todos los hallazgos de epitopo se muestra en la
tabla 8.

Se encontré que todos los anticuerpos probados, excepto 5D5 y 224G11 se unieron al subdominio a la SEMA-a.

El mapeo de epitopos fino usando los constructos quiméricos que introduce mutaciones en el dominio SEMA-a ilustra
que Hu9338 se une a un epitopo lineal situado en la hoja 2, como se ilustra por una pérdida significativa de union (36%
de unién en comparacion con 5D5), cuando el segmento de secuencia AA 99-113 se intercambié a raton (Tabla 6). El
epitopo para Hu9338 fue distinto y no se encontrd en los otros anticuerpos en el panel de MET probado. Se encontré
que Hu9006 se une a un epitopo presente en un fragmento de la hoja 3 (AA 163 a 224). Ninguno de los constructos de
MET mutados mediante mutacion puntual de aminoacido individual o constructos de MET con secuencia de MET de
ratén insertada de 15 AA mostré union significativamente diferente de hu9006 en comparacién con ECD de MET
totalmente humana. Por consiguiente, el epitopo de hu9006 fue distinto en comparacién con los otros miembros del
panel de anticuerpos anti-MET. El hallazgo de que Hu9338 y Hu9006 se unieron a epitopos situados en la hoja 2 y 3
respectivamente fue coherente con que estos anticuerpos no son competitivos y que pertenecen a diferentes clases de
epitopo.

También se encontré que el anticuerpo agonista 5882 se unen a la hoja 3 (AA 163-224), pero con residuos de contacto
en las posiciones F206, D208, H209 y P210 como se revela en por lo menos un 50% o menos en comparacién con la
unién de 5D5, cuando se intercambian estas posiciones a la secuencia de ratén. Es importante destacar que estas
mutaciones estrechamente ubicadas no afectaron significativamente la union de los otros anticuerpos en el panel, lo que
ilustra que la fuerte actividad agonista de 5882 se relaciona con la unién de la regién definida por estas 4 sustituciones.

Se encontré que el anticuerpo C8-H241 se une a epitopos situados en la hoja 2 y 3. Aunque los constructos de
intercambio de hojas mostraron que este anticuerpo se une a un epitopo importante en la hoja 3 (AA 163-224), podria
obtenerse un mayor refinamiento de epitopo por la reduccion observada de la unién a constructos donde 15 AA en la
hoja 2 (AA 119-133) o 24 AA en la hoja 3 (AA 209-233) se intercambiaron a la secuencia de raton (68-30%,
respectivamente, en comparacion con la uniéon a 5D5). Por dltimo, un residuo de contacto identificado en la hoja 3
(K223), que dio como resultado sélo 19% de unién en comparacion con 5D5 indicé que el epitopo del nucleo del
anticuerpo C8-H241 se encuentra en la hoja 3. Los resultados concordaron bien con los datos publicados previamente
(Liu L. et al, Clin Cancer Res 20:6059-6070 (2014)) que muestra que los epitopos lineales de C8-H241 segin lo
determinado por espectroscopia de masas de intercambio HD estaban presentes en las posiciones 123-128, 144-156,
192-195 y 220-227.

Por ultimo, los inventores de la presente han sido capaces de mapear el epitopo de 36C4 de forma mas precisa.
Mientras Basilico et al. (Basilico C. et al., J. Clin Invest 124:3172-3186 (2014)) describieron que el epitopo de 36C4
estaba presente en la lamina 2 y 3 (AA 98 a 199), se demostr6 que la especificidad se puede dividir en un epitopo lineal
en la posicién 129-143 en la hoja 2 (58% de unidn en comparacién con 5D5) y un residuo de contacto en la posicion
H209 en la hoja 3 (43% de unién en comparacion con 5D5). El residuo de contacto en la posiciéon H209 también fue
compartido con el anticuerpo agonistico 5882, pero puesto que 5882 se unié también a otros tres residuos de contacto
cercanamente ubicados, la unién y por lo tanto las propiedades agonistas son claramente diferentes.

La estructura cristalina de unién de 5D5 al dominio SEMA ha sido publicada anteriormente (Merchant M. et al., Proc Natl
Acad Sci USA 110:E2987-E2996 (2013)), y el estudio mostré6 que 5D5 reconocié principalmente la hoja 5y 6 en el
subdominio SEMA B. Los residuos de aminoacidos clave en las posiciones Q328, R331, L337 y N338 estuvieron
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presentes en la hoja 5, y cuando mutaron a residuos de ratdn éstos redujeron significativamente la afinidad de unién.
Este resultado concuerda con el andlisis de unién de los inventores que mostr6 claramente que 5D5 reconocid un
epitopo crucial en la hoja 5 (AA 313-371).

Los inventores también encontraron que el anticuerpo 224G11 reconocié el dominio ITP1 de acuerdo con la informacion
5 provista por Basilico y sus colegas (Basilico C. et al., J. Clin Invest 124:3172-3186 (2014).

Tabla 6. Union del anticuerpo a constructos ECD de MET humano expresados en células HEK293, donde 15
segmentos AA en el dominio SEMA-a se intercambian en forma secuencial a raton

Constructo Hu9338 Hu9006 C8-H241 36C4 5D5 Cetuximab
MET 99-113 36 112 113 94 100 2
MET 119-133 131 88 68 107 100 2
MET 129-143 124 97 77 58 100 2
MET 209-223 133 114 57 96 100 2
MET 219-233 130 141 30 109 100 2
MET humano 144 137 135 162 100 1

La union de anticuerpo se expresa como el porcentaje de union a 5D5. Las celdas grises indican menos de 70% de
unién del anticuerpo en comparacion con 5D5.

10 Tabla 7. Unién del anticuerpo a constructos ECD de MET humano expresados en células HEK293, donde los
residuos expuestos en la superficie en el dominio SEMA-a dominio se intercambiaron a raton
Constructo Hu9338 Hu9006 5882 C8-H241 36C4 5D5
F206P 127 96 31 103 104 100
D208G 75 69 39 95 71 100
H209Y 94 90 49 84 43 100
P210S 100 79 18 105 89 100
K223Q 198 112 96 19 127 100
MET humano 149 134 96 77 115 100

La union de anticuerpo se expresa como el porcentaje de union a 5D5. Las celdas grises indican menos de 50% de
unién del anticuerpo en comparacion con 5D5.

Tabla 8. Resumen de los epitopos de unidn identificados para anticuerpos MET probados usando constructos

15 de MET mutados expresados en la superficie celular
Hoja zr:i?nrgfirc‘:t: Residuos Clase Bloqueo
Anticuerpo | Dominio SEMA Residuos Epitopo lineal de gle de HGF
contacto | epitopo
(AA)
Hu9338 SEMA-3a 2 AA 84-122 BL 2 AA 99-113 N.D. Clase 8 Si

BL2 AA 119-133
C8-H241 SEMA-4 2-3 AA 163-224 BL 3 K223 | Clase7 Si
BL 3 AA 209-233

36C4 SEMA-4 2-3 AA 84 - 224 BL 2: 129-143 BL 3 H209 | Clase 8 Si

Hu9006 SEMA-3 3 AA 163-224 N.D. N.D. Clase 6 Si

5882 SEMA-4 3 AA 163-224 N.D. BLDSZSEOG, Clase 9 No
H209,
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P210
5D5 SEMA-& 5 AA 313-371 N.D. N.D. Clase 4 Si
224G11 IPT1 N.A. AA 562-652 N.D. N.D. Clase 1 Si

Abreviaturas: AA: secuencia de aminoacidos. N.A.: No aplicable. N.D.: No determinado. B.L.: Hoja.

Ejemplo 8: Mediciones de afinidad para anticuerpos anti-MET quiméricos y humanizados

Este ejemplo demuestra que las variantes humanizadas de los anticuerpos anti-MET 9006 y 9338 tienen afinidades
comparables a sus contrapartes quiméricas, lo que indica que los anticuerpos humanizados tienen la actividad funcional
completa de los anticuerpos quiméricos. Ademas, los anticuerpos anti-MET humanizados muestran unién comparable a
ECD de MET tanto de humanos como de cynomolgus.

Métodos

El analisis cinético de union de las variantes 9006 y 9338 humanizadas y quiméricas purificadas se realiz6 en un
biosensor de interferometria de bio-capa Octet QK384 (BLI) (Fortebio, E.U.A.) o un biosensor de resonancia de plasmén
de superficie XPR-36 (SPR) (Bio-Rad, E.U.A.).

Antigenos de ECD de MET humanos o de cynomolgus con etiqueta His fueron adquiridos de Sinobiological, China. La
cinética de union se midi6 bajo condiciones de antigeno monovalente mediante la inmovilizacién de anticuerpos anti-
MET y al mantener el antigeno MET monovalente en solucién como se ha descrito anteriormente (Canziani et al, Anal.
Biochem. 325(2):301-307 (2004). La densidad de anticuerpo anti-MET mas baja posible se aplicoé para evitar la unién no
especifica y limitacion de transporte de masa. Para medir la cinética de anticuerpos en el sistema Octet, los anticuerpos
a una concentracion de 1.5 pg/ml fueron capturados en los sensores de Fc anti-humano (Fortebio, E.U.A.), y se
probaron para la unién a antigeno ECD de MET humano (100 nM) dos veces diluido en serie siete veces. Las
mediciones se llevaron a cabo con una velocidad de rotacién la placa de 1000 rpm y los sensores se regeneraron y se
reutilizaron por breves alternancias de 5 segundos entre la exposicién a 10 mM de glicina:regulador de pH de HCI (pH
1.5) o regulador de pH PBS que contenia 1% de BSA y 0.001% de Tween 20 tres veces. Para los experimentos de
resonancia de plasmén de superficie realizados en el instrumento Bio-Rad XPR-36, los anticuerpos anti-MET se
ajustaron a una concentraciéon de 0.25-0.5 ug/ml y se capturaron sobre las superficies de IgG Fc anti-humano generadas
por la inmovilizacién de un anticuerpo Fc anti-humano monoclonal (Biacore, Dinamarca). Los anticuerpos anti-MET se
probaron para la unién a ECD de MET humano o de cynomolgus en un intervalo de concentracién 2 veces de 25 nM a
1.56 nM seguido por la regeneracion de las superficies con regulador de pH de regeneracién MgCl, 3 M (Biacore,
Dinamarca). Las respuestas de unién registradas se ajustaron a un simple modelo Langmuir 1:1 para el célculo de la
velocidad de asociacion (Kasoc. 0 ka), velocidad de disociacion (kgis. 0 kq) y afinidad (KD) usando doble referencia.

Resultados

Las mediciones cinéticas usando el biosensor Octet mostraron que la variante humanizada de 9006 con 3 mutaciones
de retroceso (Hu9006) y la variante humanizada de 9338 (Hu9338) sin mutaciones de retroceso tienen afinidad
ligeramente mejorada para el antigeno MET humano en comparaciéon con los anticuerpos progenitores quiméricos
(Tabla 9).

Tabla 9. Cinética de unidon de anticuerpos MET quiméricos y humanizados a ECD de MET humano como se
miden mediante interferometria de bio-capa (BLI)

Anticuerpo Ef\:n[é_?e (MIST‘:-H) Er:(%rnde ;( ;I?I) Errorde kais. | Ko (M)
9006 humano 5.4E+04 *+ | 4.4E+02 1.2E-04 | + 2.2E-06 2.2E-09
hu9006 humano 6.2E+04 * | 6.8E+02 7.6E-05 | % 3.1E-06 1.2E-09
9338 humano 1.9E+05 + | 2.7E+03 1.1E-04 | + 4.0E-06 6.0E-10
hu9338 humano 1.0E+05 +| 2.0E+03 | 2.7E-05 |+ 3.6E-06 2.6E-10

Las mediciones cinéticas usando el instrumento Bio-Rad XPR36 SPR mostraron que Hu9006 y Hu9338 reconocen ECD
de MET tanto humano como de cynomolgus con afinidades en el intervalo de pM (Tabla 10).

Tabla 10. Cinética de union de anticuerpos MET humanizados a ECD de MET humano o de cynomolgus como se
mide por resonancia de plasmon de superficie (SPR)
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amicvoro | EGRe | e T Enorde [k T [TERrde [
hu9006 humano 1.9E+05 + | 1.2E+03 | 1.1E-05 + 2.3E-07 | 5.5E-11
hu9006 cynomolgus 1.8E+05 + 1.5E+03 | 1.6E-05 * 2.9E-07 8.6E-11
hu9338 humano 4.7E+05 + | 1.9E+02 | 6.3E-06 + 3.7E-07 | 1.4E-11
hu9338 cynomolgus 7.4E+05 + | 2.2E+03 | 5.4E-05 + 3.6E-07 | 7.4E-11

Ejemplo 9: Degradacion de MET con anticuerpos anti-MET

Este ejemplo demuestra que los anticuerpos anti-MET 9006 y 9338 inducen la degradacion de MET, solos y en
combinacién. La combinacién de los dos anticuerpos induce la degradacion mas eficaz del receptor MET que cualquier
anticuerpo solo.

Métodos

Para investigar el nivel de degradacién del receptor MET inducida por anticuerpos anti-MET individuales 9006 y 9338, la
mezcla de 9006 y 9338, y el analogo de C8-H241 (véase la tabla 4), se realizé el andlisis Western Blot o analisis
Western simple en lisados de células enteras de células SNU5, EBC1 y MKN45 tratadas con anticuerpo durante 24 o0 48
horas. En resumen, las células fueron cultivadas en matraces de cultivo T-75, y cuando hubo 50% de confluencia se
elimin6 el medio de cultivo, las células se lavaron y se trataron con una concentracién de anticuerpo total de 20 pg/ml de
cualquiera de C8-H241, 9006, 9338, 9338+9006, o un anticuerpo control negativo (IgG1 humana frente a un objetivo no
mamifero) durante 24 o 48 horas en una incubadora humidificada a 37°C. Lisados de células enteras se prepararon
usando regulador de pH RIPA estandar. La concentracion total de proteina se determin6 usando un ensayo de BCA y 1-
10 pg de proteina analizada por el inmunoensayo automatizado de Western simple en un instrumento Sally
(ProteinSimple) o por andlisis Western Blot usando anticuerpos de deteccidn primaria contra MET. Un anticuerpo contra
actina 3 se usé como control de carga para el andlisis Western Blot.

Resultados

Los resultados de la investigacion Western Blot (Figura 3) muestran que el tratamiento con los anticuerpos individuales
(especialmente 9006) induce una cierta degradacién de MET en todas las lineas celulares probadas. Sin embargo, la
mezcla de anticuerpos anti-MET 9338 + 9006 induce la degradacion potenciada del receptor de MET en comparacion
con los anticuerpos individuales (9006 o 9338) en todas las lineas celulares probadas. El nivel de receptor de MET
celular después de 24 horas o tratamiento con 9006+9338 o C8-H241 se compard mediante analisis Western simple en
las tres lineas celulares SNU5, EBC y MKN45. Los resultados mostrados en la figura 4 demuestran la degradacién
potenciada de MET después del tratamiento con 9006+9338 en las tres lineas celulares.

Ejemplo 10: Inhibicion de la fosforilacion de MET y seializacidn en direccion 3’ con anticuerpos anti-MET

Este ejemplo demuestra que los anticuerpos anti-MET 9006 y 9338 tienen efectos diferenciales y dependientes de la
linea celular sobre la fosforilacion de MET y sefializaciéon en direccién 3’ (seglin lo determinan los niveles de pERK2 y
pAKT). La mezcla de anticuerpo anti-MET 9006+9338 induce la inhibicion eficaz de la fosforilacion de MET y
sefalizacion en direccion 3'.

Métodos

Para investigar el nivel de inhibicion de la fosforilacion de MET y la sefalizacion en direccién 3’ inducida por anticuerpos
anti-MET 9006 y 9338 y la mezcla de anticuerpos anti-MET 9006+9338, el andlisis Western simple se realizd en lisados
de células enteras de MKN45 y células EBC-1 tratadas con anticuerpo durante 24 horas. Las células se cultivaron en
placas de 6 pozos. Cuando hubo 50% de confluencia, se retiré el medio de cultivo, y las células se lavaron en 1xPBS y
se trataron con una concentracién de anticuerpos total de 20 pg/ml (9006, 9338, 9006+9338, o el anticuerpo de control
negativo Synagis®) durante 24 horas en una incubadora humidificada a 37°C. Lisados de células enteras se prepararon
usando regulador de pH RIPA estandar. La concentracién total de proteina se determind usando un ensayo de BCA, y
aproximadamente 1 mg/ml de proteina se analiz6 por andlisis Western simple usando un instrumento Sally (sistema de
inmunoensayo basado en tamafo automatico, ProteinSimple) y mediante el uso de anticuerpos primarios contra MET
fosforilada (Tyr1234/1235 y Tyr1349), ERK2 fosforilada (pERK2) y AKT fosforilada (pAKT). Un anticuerpo contra actina
B se us6 como control de carga (no se muestran datos).

Resultados

Los resultados del andlisis Western simple de los niveles de fosforilacién de MET (Figura 5) y ERK2 y AKT (Figura 6)
muestran que el tratamiento con 9006 o 9338 por si solos induce efectos diferenciales y dependientes de linea celular
sobre la fosforilacion en las lineas celulares probadas. La mezcla de anticuerpo anti-MET 9006+9338, sin embargo,
induce la inhibicion eficicaz de la fosforilacién de MET y la sefalizacion en direccion 3’ en comparacion con el
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tratamiento con anticuerpo monoclonal anti-MET 9006 o 9338 tanto en células MKN45 como en EBC-1.

Ejemplo 11: Efecto antiproliferativo de anticuerpos anti-MET quiméricos en células endoteliales primarias

Las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) son células endoteliales primarias adecuadas para la
evaluacion de efectos biolégicos en un modelo vascular sensible. Se muestra que los anticuerpos anti-MET 9006 y 9338
y la mezcla de anticuerpos 9006+9338 son capaces de inhibir el crecimiento de HUVECs, tanto en ausencia como en
presencia del ligando HGF de MET.

Materiales y métodos

Se descongelaron células de fibroblastos dérmicos y se sembraron en medio de siembra en placas de 96 pozos.
Después de la sedimentacion de los fibroblastos a temperatura ambiente, se descongelé un vial de HUVECs marcadas
con GFP. Las HUVEGCs, resuspendidas en un medio de siembra, se afadieron en la parte superior de la suspensién de
fibroblastos y se incubaron durante la noche en un instrumento Incucyte (Essen Bioscience) a 37°C y 5% de COa.
Después de la incubacién durante la noche, el medio de las células co-cultivadas fue retirado y reemplazado por medio
de crecimiento durante 24 horas adicionales. El dia siguiente, el medio de ensayo se prepard, y diferentes mezclas de
ligando/anticuerpo se combinaron y se mezclaron en el medio de ensayo. El medio de crecimiento fue retirado y
reemplazado por el medio de ensayo que contenia la diferente combinacién de anticuerpos/ ligandos. El medio se
intercambié con medio de ensayo fresco que contenia mezclas de anticuerpos/ligando cada dos a tres dias. Imagenes
de GFP-HUVEC se registraron cada cuatro horas. Varios parametros de las células, incluyendo el nimero de células,
longitud de la red celular, y el nimero de puntos de ramificacién de la red se analizaron usando software Incucyte.

Resultados

Las figuras 7 a 11 muestran la eficacia de los anticuerpos 9006 y 9338 para inhibir especificamente la proliferacion de
células endoteliales primarias, a diferencia de un control anticuerpo no relacionado que no muestra ningin efecto
inhibidor. La mezcla anticuerpo 9006+9338 demuestra inhibicién superior de la proliferacion de HUVEC, particularmente
cuando HGF esta presente en el medio.

Ejemplo 12: Comparacion in vitro de anticuerpos anti-MET quiméricos y humanizados

Este ejemplo describe la comparacion in vitro de 9006 quimérico, 9338 quimérico y 9338+9006 quimérico con las
variantes humanizadas, es decir 9006 humanizado (Hu9006), 9338 humanizado (Hu9338) y 9338+9006 humanizado
(Hu9338+Hu9006). Los anticuerpos monoclonales y la mezcla se evaluaron para su capacidad de inhibir el crecimiento
de varias lineas celulares de cancer: Okajima, EBC1, MKN45, HCC827R1_cet#3, HCC827R1_cet#1 y Katoll.

Métodos

El 9006, 9338, 9338+9006 (mezcla 1:1 de los dos componentes), Hu9006, Hu9338 y Hu9338+Hu9006 (mezcla 1:1 de
los dos componentes) junto con el anticuerpo de control negativo (Synagis®) se diluyeron a una concentraciéon de
anticuerpo total final de 100 pyg/ml en medio RPMI 1640 Glutamax complementado con 2% de FBS y 1% de P/S,
produciendo una concentracion final de 25 pyg/ml en los pozos que contenian la concentracién de anticuerpo mas alta.
Después se realiz6 una dilucién en serie doble de los anticuerpos, dando hasta 17 concentraciones diferentes. Nimeros
correspondientes de las células (Okajima: 1000 células/pozo, EBC1: 750 células/pozo, MKN45: 500 células/pozo,
HCC827R1_cet#3: 500 células/pozo, HCC827R1_cet#1: 500 células/pozo; Katoll: 750 células/pozo) se afiadieron a los
pozos experimentales en una placa de 384 pozos, y se incubaron con anticuerpos durante 4 dias en una incubadora
humidificada a 37°C. Reactivo WST-1 se afadié posteriormente a las placas y se incubé durante una hora a 37°C. La
absorbancia se midié a 450 nm y 620 nm (longitud de onda de referencia) usando un lector de ELISA. La absorbancia a
620 nm se rest6 de la absorbancia a 450 nM, y la cantidad de células metabdlicamente activas (MAC) se calcul6 como
un porcentaje del control no tratado como se describe en el Ejemplo 2.

Resultados

Las figuras 12 y 13 ilustran los resultados de viabilidad de las titulaciones de anticuerpos 9006 y 9338 quiméricos y
humanizados y la mezcla de anticuerpos 9006+9338 quiméricos y humanizados en las lineas celulares
HCC827R1_cet#3 (12a), HCC827R1_cet#1 (12B), MKN45 (12C), EBC-1 (13A), Katoll (13B) y Okajima (13C). Es
evidente a partir de las graficas que Hu9006, Hu9338, y Hu9338 + Hu9006 tienen un efecto anti-proliferativo comparable
con el de sus contrapartes quiméricas.

Ejemplo 13: Comparacion in vitro de 9338 + 9006 vy 13-MET+28-MET humanizados

Este ejemplo describe las pruebas in vitro de 9338 + 9006 (Hu9338+Hu9006), 13-MET, 28-MET y 13-MET+28-MET
humanizados (véase la tabla 4). Los anticuerpos monoclonales y las mezclas se evaluaron por su capacidad para inhibir
el crecimiento de cuatro lineas celulares de cancer: EBC1, MKN45, SNU5 y Katoll.

Métodos

Los anticuerpos Hu9338+Hu9006 (mezcla 1:1 de los dos componentes), 13-MET, 28-MET y 13-MET+28-MET (mezcla
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1:1 de los dos componentes) junto con el anticuerpo de control negativo (Synagis®) se probaron para el efecto anti-
metabdlico en EBC1 (500 células/pozo), MKN45 (750 células/pozo), SNU5 (750 células/pozo) y Katoll (750
células/pozo) como se describié anteriormente.

Resultados

Los resultados de viabilidad de las titulaciones de los anticuerpos Hu9338+Hu9006, 13-MET, 28-MET y 13-MET+28-
MET en las lineas celulares EBC1, MKN45, SNU5 y Katoll y se muestran en la figura 14. Es evidente que los
anticuerpos anti-MET tienen diferentes niveles de eficacia y potencia dependiendo de la linea de células probada. Sin
embargo, la combinaciéon de Hu9338 y Hu9006 demuestra la inhibicién superior de la actividad metabdlica, en
comparacioén con 13-MET, 28-MET y 13-MET+28-MET en todas las lineas celulares probadas.

Ejemplo 14: Eficacia in vivo de la mezcla de anticuerpos 9006+9338 quiméricos en modelo de xenoinjerto de
tumor EBC-1 humano

Este ejemplo demuestra la eficacia in vivo de la mezcla de anticuerpos 9006+9338 en xenoinjertos de la linea celular de
cancer de pulmén de células no pequefias EBC-1 amplificada con MET humano.

Métodos

5 x 10° células EBC-1 se inocularon por via subcutanea en los flancos de ratones desnudos atimicos hembra de 8 a 9
semanas de edad. Los tumores se midieron tres veces por semana mediante un calibrador en dos dimensiones y el
volumen del tumor en mm? se calcul6 segun la formula: (anchura)2 x longitud x 0.5. En un tamafo promedio del tumor
de 120 mm3, los ratones fueron distribuidos aleatoriamente y se inicié el tratamiento. Los ratones se trataron tres veces
por semana durante un total de diez tratamientos por inyeccion intraperitoneal de regulador de pH de vehiculo (citrato de
sodio 10 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 6.0), anticuerpo monoclonal 9006, anticuerpo monoclonal 9338, o una
mezcla 1:1 de anticuerpos monoclonales 9006+9338, seguido de un periodo de observacion. Todos los tratamientos
con anticuerpos se administraron a una concentracién de anticuerpo total de 50 mg/kg. Por lo tanto, los animales
tratados con 9006 y 9338 fueron dosificados con 50 mg/kg de 9006 o 9338, respectivamente, mientras que los animales
tratados con 9006+9338 fueron dosificados con una mezcla que contenia 25 mg/kg de cada anticuerpo.

Resultados

El dia 10 después de la inoculacién, con un tamafio promedio del tumor de 120 mm3, los ratones fueron distribuidos
aleatoriamente en cuatro grupos de ocho animales y se inici6 el tratamiento. Como se muestra en la figura 15, el
tratamiento con anticuerpo monoclonal 9338 no afecté el crecimiento del tumor en los animales en comparacion con el
control del vehiculo. Por el contrario, el tratamiento con 9006 dio lugar a retraso del crecimiento del tumor, mientras que
el tratamiento con 9006+9338 indujo la estabilizacién del crecimiento durante el tratamiento y fue superior a todos los
otros tratamientos en este modelo. Los estudios de los grupos tratados con vehiculo o con 9006 o 9338 por si solos se
cerraron durante el periodo de tratamiento debido a la excrecencia tumoral o ulceraciones relacionadas con tumor,
mientras que los animales en el grupo de 9006+9338 completaron el tratamiento y la observacién de dos a tres
semanas después del final del tratamiento.

Ejemplo 15: Eficacia in vivo de dosis crecientes de la mezcla de anticuerpos 9006+9338 quimérico en modelo de
xenoinjerto de tumor EBC-1 humano

Este ejemplo demuestra la eficacia in vivo de dosis crecientes de la mezcla de anticuerpos 9006+9338 en xenoinjertos
de la linea celular de cancer de pulmén de células no pequefias EBC-1 amplificada con MET humano.

Métodos

5 x 10° células EBC-1 se inocularon por via subcuténea en los flancos de ratones desnudos atimicos hembra de 8 a 9
semanas de edad. Los tumores se midieron tres veces por semana mediante un calibrador en dos dimensiones y el
volumen del tumor en mm? se calcul6 segun la formula: (anchura)2 x longitud x 0.5. En un tamafo promedio del tumor
de 150 mm3, los ratones fueron distribuidos aleatoriamente y se inicié el tratamiento. Los ratones se trataron tres veces
por semana durante un total de diez tratamientos por inyeccion intraperitoneal de regulador de pH de vehiculo (citrato de
sodio 10 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 6.0), o una mezcla 1:1 de anticuerpos monoclonales 9006+9338, seguido de
un periodo de observacion. La mezcla 1:1 de 9006+9338 se administrd a una concentracion de anticuerpo total de 50,
25, 5 0 1 mg/kg por dosis inyectada.

Resultados

El dia 11 después de la inoculacién, con un tamafio promedio del tumor de 120 mm3, los ratones fueron distribuidos
aleatoriamente en cinco grupos de diez animales y se inici6 el tratamiento. Como se muestra en la figura 16, el
crecimiento del tumor no se vio afectado en los animales tratados con la concentracion mas baja de 9006+9338 (1
mg/kg) en comparacion con los animales tratados de control del vehiculo. El tratamiento con 5 mg/kg de 9006+9338 dio
lugar al retraso del crecimiento tumoral en puntos de tiempo posteriores, mientras que el tratamiento con 25 o 50 mg/kg
de 9006+9338 indujeron niveles comparables de inhibicién del tumor potente con estabilizacién de crecimiento.
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Ejemplo 16: Eficacia in vivo de la mezcla de anticuerpos 9006+9338 quiméricos en un modelo de xenoinjerto de
tumor MKM-45 humano

En este ejemplo se demuestra la eficacia in vivo de la mezcla de anticuerpos 9006+9338 en xenoinjertos de la linea
celular de cancer gastrico MKN-45 amplificada con MET humano.

Métodos

5 x 10° células MKN-45 se inocularon por via subcutanea en los flancos de ratones desnudos atimicos hembra de 8 a 9
semanas de edad. Los tumores se midieron tres veces por semana mediante un calibrador en dos dimensiones y el
volumen del tumor en mm? se calcul6 segun la formula: (anchura)2 x longitud x 0.5. En un tamafo promedio del tumor
de 80 mm3, los ratones fueron distribuidos aleatoriamente y se inicié el tratamiento. Los ratones se trataron tres veces
por semana durante un total de diez tratamientos por inyeccion intraperitoneal de regulador de pH de vehiculo (citrato de
sodio 10 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 6.0), anticuerpo monoclonal 9006, anticuerpo monoclonal 9338, o una
mezcla 1:1 de anticuerpos monoclonales 9006+9338, seguido de un periodo de observacion. Todos los tratamientos
con anticuerpos se administraron a una concentracién de anticuerpo total de 50 mg/kg. Por lo tanto, los animales
tratados con 9006 y 9338 fueron dosificados con 50 mg/kg de 9006 o 9338, respectivamente, mientras que los animales
tratados con 9006+9338 fueron dosificados con una mezcla que contenia 25 mg/kg de cada anticuerpo.

Resultados

El dia 10 después de la inoculacién, con un tamafo promedio del tumor de 80 mm3, los ratones fueron distribuidos
aleatoriamente en cuatro grupos de ocho animales y se inici6 el tratamiento. Como se muestra en la figura 17, el
crecimiento del tumor fue ligeramente inhibido en los animales tratados con el anticuerpo monoclonal 9006 o 9338 por si
solo en comparacion con los animales tratados de control de vehiculo. Por el contrario, el tratamiento con 9006+9338
indujo la estabilizacion del crecimiento durante el tratamiento y fue superior a todos los otros tratamientos en este
modelo. Los estudios de los grupos tratados con vehiculo o 9006 por si solo se cerraron durante el periodo de
tratamiento debido a la excrecencia del tumor o ulceraciones relacionadas con el tumor, mientras que los animales en
los grupos 9338 y 9006+9338 completaron el tratamiento. El grupo 9006+9338 se observé durante 2 semanas después
del final del tratamiento, y la estabilizacién del crecimiento se mantuvo durante la mayor parte de este periodo.

Ejemplo 17: Eficacia in vivo de la mezcla de anticuerpos 9006+9338 quiméricos en un modelo de xenoinjerto de
tumor SNU5 humano

Este ejemplo demuestra la eficacia in vivo de la mezcla de anticuerpos 9006+9338 en xenoinjertos de linea celular de
cancer gastrico SNU5 amplificada con MET humano.

Métodos

1 x 10’ células SNU5 se inocularon por via subcutanea en los flancos de ratones desnudos atimicos hembra de 8 a 9
semanas de edad. Los tumores se midieron tres veces por semana mediante un calibrador en dos dimensiones y el
volumen del tumor en mm? se calcul6 segun la formula: (anchura)2 x longitud x 0.5. En un tamafo promedio del tumor
de 165 mm3, los ratones fueron distribuidos aleatoriamente y se inicié el tratamiento. Los ratones se trataron tres veces
por semana durante un total de diez tratamientos por inyeccion intraperitoneal de regulador de pH de vehiculo (citrato de
sodio 10 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 6.0), anticuerpo monoclonal 9006, anticuerpo monoclonal 9338, o una
mezcla 1:1 de anticuerpos monoclonales 9006+9338, seguido de un periodo de observacion. Todos los tratamientos
con anticuerpos se administraron a una concentracién de anticuerpo total de 50 mg/kg. Por lo tanto, los animales
tratados con 9006 y 9338 fueron dosificados con 50 mg/kg de 9006 o 9338, respectivamente, mientras que los animales
tratados con 9006+9338 fueron dosificados con una mezcla que contenia 25 mg/kg de cada anticuerpo.

Resultados

El dia 15 después de la inoculacién, con un tamafio promedio del tumor de 165 mm3, los ratones fueron distribuidos
aleatoriamente en cuatro grupos de ocho animales y se inicid el tratamiento. Como se muestra en la figura 18, se
observo regresion del tumor en los animales tratados con el anticuerpo monoclonal 9006 o 9338 o con la mezcla de
anticuerpos 9006+9338 en comparacion con los animales tratados de control de vehiculo. El tratamiento con 9006 o
9006+9338 fue superior al tratamiento con 9338, y la regresién del tumor se mantuvo durante mas de 50 dias después
del final del tratamiento en los grupos tratados con 9006 y 9006+9338.

Ejemplo 18: Eficacia in vivo de la mezcla de anticuerpos 9006+9338 quiméricos en un modelo de xenoinjerto
derivado de paciente con carcinoma hepatocelular humano

Este ejemplo demuestra la eficacia in vivo de la mezcla de anticuerpos 9006+9338 en un modelo de xenoinjerto
derivado de paciente (LI1037) de carcinoma hepatocelular humano (HCC).

Métodos

La fuente de tumor para el modelo LI1037 se deriva de un tumor de paciente con cancer de higado que luego se
mantuvo por via subcutanea en ratones desnudos. Los tumores se trituraron en fragmentos de 3 mm?®, y un fragmento

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2748 295 T3

se implant6 por via subcutanea en un flanco delantero en cada ratén. Los animales fueron distribuidos aleatoriamente
en grupos de tratamiento cuando el tumor alcanz6 220 mm? de volumen medio. Los ratones se trataron tres veces por
semana durante un total de diez tratamientos por inyeccion intraperitoneal de regulador de pH de vehiculo (citrato de
sodio 10 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 6.0) o una mezcla 1:1 de anticuerpos monoclonales 9006+9338, seguido de
un periodo de observacion. Todos los tratamientos con anticuerpos se administraron a una concentraciéon de anticuerpo
total de 50 mg/kg. Por lo tanto, los animales tratados con 9006+9338 se dosificaron con una mezcla que contenia 25
mg/kg de cada anticuerpo.

Resultados

El dia 21 después de la inoculacién, con un tamafio promedio del tumor de 220 mm3, los ratones fueron distribuidos
aleatoriamente en dos grupos de cuatro animales y se inici6 el tratamiento. Como se muestra en la figura 19, se observo
inhibicién del crecimiento tumoral en animales tratados con la mezcla de anticuerpos 9006+9338 en comparacién con
los animales tratados con control de vehiculo.

Ejemplo 19: Comparacion in vivo de mezclas de anticuerpos guiméricos y humanizados en un modelo de
xenoinjerto de tumor EBC-1 humano

En este ejemplo, la eficacia in vivo de las mezclas de anticuerpos 9006+9338 quiméricos y Hu9006+Hu9338
humanizados se comparan en xenoinjertos de la linea celular de cancer de pulmén de células no pequenas EBC-1
amplificada con MET humano.

Métodos

5x10°® células EBC-1 se inocularon por via subcuténea en el flanco de ratones desnudos atimicos hembra de 8 a 9
semanas de edad. Los tumores se midieron tres veces por semana mediante un calibrador en dos dimensiones y el
volumen del tumor en mm® se calculo segun la férmula: (anchura)2 x longitud x 0.5. El dia 20 después de la inoculacion
de las células a un tamano promedlo del tumor de ~130 mm?, los ratones fueron distribuidos aleatoriamente en tres
grupos de 10 animales y se inici6 el tratamiento. Los ratones se trataron tres veces por semana con un total de diez
inyecciones intraperitoneales de regulador de pH de vehiculo, una mezcla 1:1 de 9006+9338 quimérico o 9006+9338
humanizado (Hu9006+Hu9338) seguido de un periodo de observacion. Todos los tratamientos con anticuerpos fueron
dosificados a una concentracion de anticuerpo total de 50 mg/kg. Por lo tanto, los animales tratados con 9006+9338 y
Hu9006+Hu9338 fueron dosificados con una mezcla que contenia 25 mg/kg de cada anticuerpo.

Resultados

Como se muestra en la figura 20, se observé regresion del tumor en los animales tratados tanto con 9006+9338 como
con Hu9006+Hu9338 en comparacion con los animales tratados de control de vehiculo. El efecto inhibidor de tumor de
Hu9006+Hu9338 y 9006+9338 parecié muy similar.

Ejemplo 20: Comparacion in vivo de mezclas de anticuerpos quiméricos y humanizados en un modelo de
xenoinjerto de tumor OE33 humeno

En este ejemplo, las eficacias in vivo de las mezclas de anticuerpos 9006+9338 quiméricos y Hu9006+Hu9338
humanizados se comparan en xenoinjertos de la linea celular de cancer esofagogastrico OE33 amplificada con MET
humano.

Métodos

Los tumores OE33 se trasplantaron en serie a partir de tumores previamente establemdos Los tumores se habian
hecho pasar ocho veces en el tiempo del estudio. Fragmentos de tumor que median ~1 mm?® se trasplantaron por via
subcutanea en el flanco de ratones desnudos atimicos hembra de 8 a 9 semanas de edad. Los tumores se midieron tres
veces por semana mediante un calibrador en dos dimensiones y el volumen del tumor en mm?® se calculd segun la
formula: (anchura)2 x longitud x 0.5. El dia 30 después de la inoculaciéon de tumor a un tamafno promedio del tumor de
200 mm®, los ratones fueron distribuidos aleatoriamente en tres grupos de siete animales y se inici6 el tratamiento. Los
ratones se trataron tres veces por semana con un total de diez tratamientos por inyeccion intraperitoneal de regulador
de pH de vehiculo, una mezcla 1:1 de 9006+9338 quimérico o 9006+9338 humanizado (Hu9006+Hu9338) seguido de
un periodo de observacion. Todos los tratamientos con anticuerpos fueron dosificados a una concentracion de
anticuerpo total de 30 mg/kg. Por lo tanto, los animales tratados con 9006+9338 y Hu9006+Hu9338 fueron dosificados
con una mezcla que contenia 15 mg/kg de cada anticuerpo.

Resultados

Como se muestra en la figura 21, se observo regresion tumoral en los animales tratados tanto con 9006+9338 como con
Hu9006+Hu9338 en comparacién con los animales tratados de control de vehiculo y las curvas de crecimiento son muy
similares.

Ejemplo 21: Comparacion in vivo del anticuerpo monoclonal C8-H241 y la mezcla de anticuerpos
Hu9006+Hu9338 en modelos de xenoinjertos de tumor humano
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En este ejemplo, las eficacias in vivo de la mazcla de anticuerpos Hu9006+Hu9338 y el anticuerpo monoclonal
comparador C8-H241 (véase la tabla 4) se comparan en xenoinjertos de linea celular de cancer de pulmén de células no
pequefas EBC-1 amplificada con MET humano y la linea celular de cancer gastrico Hs746T amplificada con MET
humano, que también porta una delecién del exdén 14 de MET.

Métodos

5x10° células EBC-1 o 3.7x10° células Hs746T se inocularon por via subcutanea en el flanco de ratones atimicos
hembra. Los tumores se midieron tres veces por semana mediante un calibrador en dos dimensiones y el volumen del
tumor en mm?® se, calculd segun la formula: (anchura) x longitud x 0.5. A un tamano tumoral promedio de 140 mm? para
EBC-1y 120 mm? para Hs746T los ratones fueron distribuidos aleatoriamente y se inici6 el tratamiento.

Protocolo de tratamiento para EBC-1: Los ratones se trataron tres veces por semana con un total de diez inyecciones
intraperitoneales de regulador de pH de vehiculo, anticuerpo monoclonal C8-H241, o una mezcla 1:1 de anticuerpos
monoclonales Hu9006+Hu9338 seguido de un periodo de observacion. Después de 21 dias de observacion, los ratones
restantes en el grupo C8-H241 fueron tratados nuevamente con Hu9006+Hu9338 tres veces por semana hasta la
terminacion del estudio en el dia 139 después de la inoculacién de las células tumorales.

Protocolo de tratamiento para Hs746T: Los ratones se trataron tres veces por semana con un total de diez inyecciones
intraperitoneales de regulador de pH de vehiculo, el anticuerpo monoclonal C8-H241, anticuerpo monoclonal Hu9006,
anticuerpo monoclonal Hu9338 o una mezcla 1:1 de anticuerpos monoclonales Hu9006+Hu9338. Después de un
periodo de observacion de una semana todos los ratones restantes en los grupos Hu9006, Hu9338 y C8-H241 fueron
tratados con una dosis Unica de Hu9006+Hu9338 y se observaron durante 9 dias.

Todos los tratamientos con anticuerpos se dosificaron a una concentracién de anticuerpo total 50 mg/kg. Por lo tanto,
los animales tratados con C8-H241, Hu9006 y Hu9338 fueron dosificados con 50 mg/kg de anticuerpo, mientras que los
animales tratados con Hu9006+Hu9338 fueron dosificados con una mezcla que contenia 25 mg/kg de cada anticuerpo.

Resultados

EBC-1: En el dia 15 después de la inoculaciéon a un tamafio promedio del tumor de 140 mm? los ratones fueron
distribuidos aleatoriamente en tres grupos de diez animales y se inici6 el tratamiento. Como se muestra en la figura 22,
se observd una respuesta limitada en ratones tratados con C8-H241 en comparacion con los animales tratados de
control de vehiculo. Por el contrario, el tratamiento con Hu9006+Hu9338 indujo regresién tumoral. 21 dias después de la
dltima dosis, a un volumen de tumor promedio de 500 mm?, los ratones restantes en el grupo tratado con C8-H241
fueron tratados nuevamente con Hu9006+Hu9338. La flgura 22 también muestra que los ratones respondieron con
regresion del tumor en el tratamiento secundario.

Hs746T: El dia 35 después de la inoculacion con un tamafio promedio del tumor de 120 mm?® los ratones fueron
distribuidos aleatoriamente en cinco grupos de ocho animales y se inici6 el tratamiento. Como se muestra en la figura
23, se observ6 una respuesta inhibitoria inicial limitada en ratones tratados con C8-H241, Hu9006 o Hu9338 en
comparacién con los animales tratados de control de vehiculo, pero aproximadamente a medio camino a través del
periodo de tratamiento, los tumores comenzaron a crecer de nuevo. Por el contrario, el tratamiento con Hu9006+Hu9338
indujo la regresion del tumor y la erradicacion completa del tumor en todos los ocho ratones tratados. Nueve dias
después de la ultima dosis, los ratones restantes en los grupos tratados con C8-H241, Hu9006 y Hu9338 fueron
tratados nuevamente con una dosis Unica de Hu9006+Hu9338. La figura 23 también muestra que los ratones
respondieron con la regresion del tumor en el tratamiento secundario.

Ejemplo 22: Comparacion in vivo del anticuerpo monoclonal C8-H241 y la mezcla de anticuerpos
Hu9006+Hu9338 en cuatro modelos de xenoinjerto derivado del paciente humano

En este ejemplo, la eficacia in vivo de la mezcla de anticuerpos Hu9006+HuU9338 y el anticuerpo monoclonal
comparador C8-H241 (véase la tabla 4) se compararon en cuatro modelos de xenoinjerto derivado del paciente con
cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) amplificado con MET humano.

Métodos

Cada raton se inoculdé por via subcutanea en el flanco con fragmentos de tejido de NSCLC primario de modelo
LXFA0526, LU0858, LU1901 o LU2503 (2-3 mm de diametro) para el desarrollo del tumor. Los tumores se midieron dos
veces a la semana mediante un calibrador en dos dimensiones y el volumen del tumor en mm?® se calculé segin la
formula: (anchura) x longitud x 0.5.

Cuando el tamafo promedio del tumor alcanzé 100 a 200 mm3, los ratones fueron distribuidos aleatoriamente en tres
grupos (n = 5-8 ratones por grupo) y se inici6 el tratamiento. Los ratones se trataron tres veces por semana para un total
de diez inyecciones intraperitoneales con anticuerpo monoclonal C8-H241, mezcla de anticuerpos Hu9006+Hu9338
(anticuerpos monoclonales individuales mezclados en la misma relacion) o control de regulador de pH de vehiculo
seguido por un periodo de observacién de hasta tres semanas.
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Todos los tratamientos con anticuerpos se dosificaron a una concentracion de anticuerpo total de 50 mg/kg. Por lo tanto,
los animales tratados C8-H241 fueron dosificados con 50 mg/kg de anticuerpo, mientras que los animales tratados con
Hu9006+Hu9338 fueron dosificados con una mezcla que contenia 25 mg/kg de cada anticuerpo.

Resultados

Como se muestra en la figura 24, se observaron diferentes respuestas en los cuatro modelos bajo tratamiento con C8-
H241. Por el contrario, el tratamiento con Hu9006+Hu9338 indujo regresion tumoral en los 4 modelos con una eficacia
superior y/o tiempo retardado para la progresion en comparacion con C8-H241. Anteriormente se reporté que C8-H241
fue altamente eficaz en un modelo de xenoinjerto NSCLC (LXFA-1647) amplificado con MET primario, amplificado con
MET diferente, (Liu et al Clin Cancer Res. 20:6059-6070 (2014)).

Ejemplo 23: Comparacion in vivo de composiciones de relaciéon equilibrada y sesqgada de la mezcla de
anticuerpos Hu9006+Hu9338 en un modelo de xenoinjerto de tumor humano

En este ejemplo, la eficacia in vivo de las mezclas que consistian de diferentes relaciones de los dos anticuerpos
Hu9006 y Hu9338 se comparé en xenoinjertos de la linea celular de cancer de pulmén de células no pequefias EBC-1
amplificada con MET humano.

Métodos

5x10°8 células EBC-1 se inocularon por via subcuténea en el flanco de ratones desnudos atimicos hembra de 8 a 9
semanas de edad. Los tumores se midieron tres veces por semana mediante un calibrador en dos dimensiones y el
volumen del tumor en mm? se calculé segun la formula: (anchura)2 x longitud x 0.5. El dia 13 después de la inoculacion
a un tamano promedio del tumor de 150 mm?, los ratones fueron distribuidos aleatoriamente en tres grupos de diez
animales y se inicié el tratamiento. Los ratones se trataron tres veces por semana con un total de diez inyecciones
intraperitoneales de regulador de pH de vehiculo, mezclas de relacién de anticuerpo sesgada de 1:1, 2:1 o 1:2 de
anticuerpos monoclonales Hu9006+Hu9338 seguido por un periodo de observacién. Los tratamientos de anticuerpos
fueron dosificados a ya sea 50 mg/kg o, para las mezclas de relacién de anticuerpo sesgadas, la concentracion de
anticuerpo total de 10 mg/kg como sigue: relacion 1:1 de animales dosificados se dosificaron con una mezcla que
contenia 25 mg/kg de cada anticuerpo. Relacion 1:2 de animales dosificados se dosificaron con una mezcla que
contenia 3 mg/kg de Hu9006 y 7 mg/kg de Hu9338 para una dosificacion total de 10 mg/kg o con una mezcla que
contenia 17 mg/kg de Hu9006 y 33 mg/kg de Hu9338 para una dosificacion total de 50 mg/kg. Andlogamente, relacion
2:1 de animales dosificados se dosificaron con una mezcla que contenia 7 mg/kg de Hu9006 y 3 mg/kg de Hu9338 para
una dosificacion total de 10 mg/kg o con una mezcla que contenia 33 mg/kg de Hu9006 y 17 mg/kg de Hu9338 para una
dosificacion total de 50 mg/kg.

Resultados

Como se muestra en la figura 25, el tratamiento con Hu9006+Hu9338 a ambas relaciones equilibrados y sesgadas y a
ambas dosis indujeron regresion del tumor. El nivel de regresion del tumor pareci6 similar para todos los tratamientos
con anticuerpos probados indicando que Hu9006+Hu9338 produce una inhibicién del crecimiento del tumor sélida y
consistente en ambas composiciones de anticuerpos simples equilibradas y sesgadas.

Tabla 11: Diagrama de SEQ ID NO

SEQ ID NO Secuencia

1 Secuencia de aminoécidos de isoforma 1 de MET humano

Secuencia de aminoécidos de isoforma 2 de MET humano

secuencia de aminoacidos de MET de pollo

secuencia de aminoacidos de MET de murino

secuencia de acido nucleico de dominio variable de cadena pesada de 9006 quimérico

secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena pesada de 9006 quimérico

secuencia de acido nucleico de dominio variable de cadena ligera de 9006 quimérico

secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena ligera de 9006 quimérico

©| 0 N o o &~ W N

secuencia de acido nucleico de dominio variable de cadena pesada de 9338 quimérico

—_
o

secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena pesada de 9338 quimérico
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11 secuencia de acido nucleico de dominio variable de cadena ligera de 9338 quimérico
12 secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena ligera de 9338 quimérico

13 secuencia de acido nucleico de dominio variable de cadena pesada de 9006 quimérico
14 secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena pesada de 9006 humanizado
15 secuencia de acido nucleico de dominio variable de cadena ligera de 9006 humanizado
16 secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena ligera de 9006 humanizado
17 secuencia de acido nucleico de dominio variable de cadena pesada de 9338 humanizado
18 secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena pesada de 9338 humanizado
19 secuencia de acido nucleico de dominio variable de cadena ligera de 9338 humanizado
20 secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena ligera de 9338 humanizado
21 secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena pesada de 9006

22 secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena pesada de 9006

23 secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena pesada de 9006

24 secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena ligera de 9006

25 secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena ligera de 9006

26 secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena ligera de 9006

27 secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena pesada de 9338

28 secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena pesada de 9338

29 secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena pesada de 9338

30 secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena ligera de 9338

31 secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena ligera de 9338

32 secuencia de aminoacidos de CDRS3 de cadena ligera de 9338

33 secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 9006 humanizado

34 secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 9006 humanizado

35 secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 9338 humanizado

36 secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 9338 humanizado

Listado de Secuencias

SEQ ID NO: 1 (secuencia de aminoacidos de isoforma 1 de MET humano):

MKAPAVLAPGILVLLFTLVQRSNGECKEALAKSEMNVNMKYQLPNFTAETPIQNVILHEHHIFLGATNYIYVLNEEDLQKVA
EYKTGPVLEHPDCFPCQDCSSKANLSGGVWKDNINMALVVDTYYDDQLISCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQSEVHCI
FSPQIEEPSQCPDCVVSALGAKVLSSVKDRFINFFVGNTINSSYFPDHPLHSISVRRLKETKDGFMFLTDQSYIDVLPEFRD
SYPIKYVHAFESNNFIYFLTVQRETLDAQTFHTRIIRFCSINSGLHSYMEMPLECILTEKRKKRSTKKEVFENILQAAYVSKPG
AQLARQIGASLNDDILFGVFAQSKPDSAEPMDRSAMCAFPIKYVNDFFNKIVNKNNVRCLQHFYGPNHEHCFNRTLLRNS
SGCEARRDEYRTEFTTALQRVDLFMGQFSEVLLTSISTFIKGDLTIANLGTSEGRFMQVVVSRSGPSTPHVNFLLDSHPVS
PEVIVEHTLNQNGYTLVITGKKITKIPLNGLGCRHFQSCSQCLSAPPFVQCGWCHDKCVRSEECLSGTWTQQICLPAIYKV
FPNSAPLEGGTRLTICGWDFGFRRNNKFDLKKTRVLLGNESCTLTLSESTMNTLKCTVGPAMNKHFNMSIISNGHGTTQ
YSTFSYVDPVITSISPKYGPMAGGTLLTLTGNYLNSGNSRHISIGGKTCTLKSVSNSILECYTPAQTISTEFAVKLKIDLANRE
TSIFSYREDPIVYEIHPTKSFISGGSTITGVGKNLNSVSVPRMVINVHEAGRNFTVACQHRSNSEIICCTTPSLQQLNLQLPL
KTKAFFMLDGILSKYFDLIYVHNPVFKPFEKPVMISMGNENVLEIKGNDIDPEAVKGEVLKVGNKSCENIHLHSEAVLCTVP
NDLLKLNSELNIEWKQAISSTVLGKVIVQPDQNFTGLIAGVVSISTALLLLLGFFLWLKKRKQIKDLGSELVRYDARVHTPHL
DRLVSARSVSPTTEMVSNESVDYRATFPEDQFPNSSQNGSCRQVQYPLTDMSPILTSGDSDISSPLLONTVHIDLSALNP
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ELVQAVQHVVIGPSSLIVHFNEVIGRGHFGCVYHGTLLDNDGKKIHCAVKSLNRITDIGEVSQFLTEGIIMKDFSHPNVLSLL
GICLRSEGSPLVVLPYMKHGDLRNFIRNETHNPTVKDLIGFGLQVAKGMKYLASKKFVHRDLAARNCMLDEKFTVKVADF
GLARDMYDKEYYSVHNKTGAKLPVKWMALESLQTQKFTTKSDVWSFGVLLWELMTRGAPPYPDVNTFDITVYLLQGRRL
LQPEYCPDPLYEVMLKCWHPKAEMRPSFSELVSRISAIFSTFIGEHYVHVNATYVNVKCVAPYPSLLSSEDNADDEVDTR
PASFWETS

SEQ ID NO: (2 secuencia de aminoacidos de isoforma 2 de MET humano):

MKAPAVLAPGILVLLFTLVQRSNGECKEALAKSEMNVNMKYQLPNFTAETPIQNVILHEHHIFLGATNYIYVLNEEDLQKVA
EYKTGPVLEHPDCFPCQDCSSKANLSGGVWKDNINMALVVDTYYDDQLISCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQSEVHCI
FSPQIEEPSQCPDCVVSALGAKVLSSVKDRFINFFVGNTINSSYFPDHPLHSISVRRLKETKDGFMFLTDQSYIDVLPEFRD
SYPIKYVHAFESNNFIYFLTVQRETLDAQTFHTRIIRFCSINSGLHSYMEMPLECILTEKRKKRSTKKEVFENILQAAYVSKPG
AQLARQIGASLNDDILFGVFAQSKPDSAEPMDRSAMCAFPIKYVNDFFNKIVNKNNVRCLQHFYGPNHEHCFNRTLLRNS
SGCEARRDEYRTEFTTALQRVDLFMGQFSEVLLTSISTFIKGDLTIANLGTSEGRFMQVVVSRSGPSTPHVNFLLDSHPVS
PEVIVEHTLNQNGYTLVITGKKITKIPLNGLGCRHFQSCSQCLSAPPFVQCGWCHDKCVRSEECLSGTWTQQICLPAIYKV
FPNSAPLEGGTRLTICGWDFGFRRNNKFDLKKTRVLLGNESCTLTLSESTMNTLKCTVGPAMNKHFNMSIISNGHGTTQ
YSTFSYVDPVITSISPKYGPMAGGTLLTLTGNYLNSGNSRHISIGGKTCTLKSVSNSILECYTPAQTISTEFAVKLKIDLANRE
TSIFSYREDPIVYEIHPTKSFISTWWKEPLNIVSFLFCFASGGSTITGVGKNLNSVSVPRMVINVHEAGRNFTVACQHRSNS
EIICCTTPSLQQLNLQLPLKTKAFFMLDGILSKYFDLIYVHNPVFKPFEKPVMISMGNENVLEIKGNDIDPEAVKGEVLKVGN
KSCENIHLHSEAVLCTVPNDLLKLNSELNIEWKQAISSTVLGKVIVQPDQNFTGLIAGVVSISTALLLLLGFFLWLKKRKQIKD
LGSELVRYDARVHTPHLDRLVSARSVSPTTEMVSNESVDYRATFPEDQFPNSSQNGSCRQVQYPLTDMSPILTSGDSDI
SSPLLONTVHIDLSALNPELVQAVQHVVIGPSSLIVHFNEVIGRGHFGCVYHGTLLDNDGKKIHCAVKSLNRITDIGEVSQFL
TEGIMKDFSHPNVLSLLGICLRSEGSPLVVLPYMKHGDLRNFIRNETHNPTVKDLIGFGLQVAKGMKYLASKKFVHRDLAA
RNCMLDEKFTVKVADFGLARDMYDKEYYSVHNKTGAKLPVKWMALESLQTQKFTTKSDVWSFGVLLWELMTRGAPPYP
DVNTFDITVYLLQGRRLLQPEYCPDPLYEVMLKCWHPKAEMRPSFSELVSRISAIFSTFIGEHYVHVNATYVNVKCVAPYP
SLLSSEDNADDEVDTRPASFWETS

SEQ ID NO: 3 (secuencia de aminoacidos de MET de pollo):

MKPVTAYPSGIILFLFALLQRSHGQCKEAAKKSEMNLNVKYDLPNFITETPIQNVVLYKHHVYIGAVNKIYVLNETLQNISVY
KTGPILESPGCAPCEDCKDKANLSNSVWKDNVNMALLLETYYDDQLISCGSVSGGVCHRHIIPPDNPADIESEVHCMYSP
QVDGEADNCPDCVVSTLGTKVLVTEKDRFVNFFVGNTMTSAFQPPHVLHSISVRRLKETQDGFEFLTDQSYIDILPQFRD
SYPIKYVHAFEHDHFVYFLTVQRESLDSQTFHTRIIRFCTLDSEMRSYMEMPLECIFTEKRRKRSIRKEVFNILQAAYVSKP
GAALAHEMGLGLIDDILYGVFAQTNQIPQEPTNRSAVCAVSVRTINEFFNKIVDKQNMKCLQHFYGKDSKYCLNRAFSRNA
SYCRAQDDEYRLEVTTPLQRVDLFMGQFNNILLTSISVFTKGNLTIANLGTSEGRFMQIVVSRSEPTAPHVSFQLDSHAVS
PQVVVEQSAAADGYTLVVTGKKITKVPLNGPGCHHFQSCSQCLLAPAFMRCGWCGQQCLRAPECNGGTWTQETCLPR
VYEILPSSAPLEGGTKLTLCGWDFGFSKNNRFELRNTVVHIGGQICALEAKSSNKNKLECTAPAAKNASFNISSSVSVGHG
KTLENTFSYVNPIITSISPTYGPKSGGTLLTIAGKYLNSGKSRRIFVGEKPCSLKSTSESSVECYTPAQRIPQEYRVRVGIDG
AIRDAKGYFTYREDPVVLKIHPAKSFLSGGSTITAQGINLNSVCFPRMVITVPKLGMNFSVACSHRSSSEIICCTTPSLKAFN
LQPPFVTKVFFIFDGVSSLYFDFDYVNNPVFKHFEKPVLISRSNPNVLEIKGNHIDSEAVKGEVLKVGNKSCENLLLQSETIL
CTVPSDLLKSNSELNIEWKQEVLSTVIGKVLIRQDQNFTGLIAGVVSTSVLIYIFLVFFLWRRKKKQIKDLGSDLVRYDGRVH
TPHLDRLVSARSVSPTTEMVSSESVDYRSTFLEDQFPSMSQNGSCRPAQYPHSDLSPILSSGDSDLASPLLQTNVHIDISA
LNPDLVKEVQHVVIGADSLMVHFSEVIGRGHFGCVSHGTLLDNDGRKIHCAVKSLNRITDLEEVAQFLKEGIIMKDFTHPN
VLSLLGICLPNEGSPLVVLPYMKHGDLRNFIRNETHNPTVKDLIGFGLQVAKGMKYLASKKFVHRDLAARNCMLDEKFTVK
VADFGLARDVYDKEYYSVHNKTGAKLPVKWMALESLQTQKFTTKSDVWSFGVLLWELMTRGAPPYPDVNSFDITVYLLQ
GRRLLQPEYCPDPLYEVMLKCWHPKPEMRPAFSELVSKISTIFSTFIGEHYVHVNATYVNVKCVAPYPSLLSSQDNTDMD
VDT

SEQ ID NO: 4 (secuencia de aminoacidos de MET de murino):

MKAPTVLAPGILVLLLSLVQRSHGECKEALVKSEMNVNMKYQLPNFTAETPIQNVVLHGHHIYLGATNYIYVLNDKDLQKV
SEFKTGPVLEHPDCLPCRDCSSKANSSGGVWKDNINMALLVDTYYDDQLISCGSVNRGTCQRHVLPPDNSADIQSEVHC
MFSPEEESGQCPDCVVSALGAKVLLSEKDRFINFFVGNTINSSYPPGYSLHSISVRRLKETQDGFKFLTDQSYIDVLPEFQ
DSYPIKYIHAFESNHFIYFLTVQKETLDAQTFHTRIIRFCSVDSGLHSYMEMPLECILTEKRRKRSTREEVFNILQAAYVSKP
GANLAKQIGASPSDDILFGVFAQSKPDSAEPVNRSAVCAFPIKYVNDFFNKIVNKNNVRCLQHFYGPNHEHCFNRTLLRN
SSGCEARSDEYRTEFTTALQRVDLFMGRLNQVLLTSISTFIKGDLTIANLGTSEGRFMQVVLSRTAHLTPHVNFLLDSHPV
SPEVIVEHPSNQNGYTLVVTGKKITKIPLNGLGCGHFQSCSQCLSAPYFIQCGWCHNQCVRFDECPSGTWTQEICLPAVY
KVFPTSAPLEGGTVLTICGWDFGFRKNNKFDLRKTKVLLGNESCTLTLSESTTNTLKCTVGPAMSEHFNVSVIISNSRETT
QYSAFSYVDPVITSISPRYGPQAGGTLLTLTGKYLNSGNSRHISIGGKTCTLKSVSDSILECYTPAQTTSDEFPVKLKIDLAN
RETSSFSYREDPVVYEIHPTKSFISGGSTITGIGKTLNSVSLPKLVIDVHEVGVNYTVACQHRSNSEICCTTPSLKQLGLQL
PLKTKAFFLLDGILSKHFDLTYVHNPVFEPFEKPVMISIGNENVVEIKGNNIDPEAVKGEVLKVGNQSCESLHWHSGAVLCT
VPSDLLKLNSELNIEWKQAVSSTVLGKVIVQPDQNFAGLIGAVSISVVVLLLSGLFLWMRKRKHKDLGSELVRYDARVHTP
HLDRLVSARSVSPTTEMVSNESVDYRATFPEDQFPNSSQNGACRQVQYPLTDLSPILTSGDSDISSPLLQNTVHIDLSALN
PELVQAVQHVVIGPSSLIVHFNEVIGRGHFGCVYHGTLLDNDGKKIHCAVKSLNRITDIEEVSQFLTEGIMKDFSHPNVLSL
LGICLRSEGSPLVVLPYMKHGDLRNFIRNETHNPTVKDLIGFGLQVAKGMKYLASKKFVHRDLAARNCMLDEKFTVKVAD
FGLARDMYDKEYYSVHNKTGAKLPVKWMALESLQTQKFTTKSDVWSFGVLLWELMTRGAPPYPDVNTFDITIYLLQGRR
LLQPEYCPDALYEVMLKCWHPKAEMRPSFSELVSRISSIFSTFIGEHYVHVNATYVNVKCVAPYPSLLPSQDNIDGEGNT
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SEQ ID NO: 5 (secuencia de &cido nucleico de dominio variable de cadena pesada de 9006 quimérico):

CAGATCCATTTGGGGCAGTCTGGACCTGAGCTGAAGAAGCCTGGAGAGACAGTCAAGATCTCCTGCAAGGCTTCTG
GGTATACCTTCACAAACTTTAGAATGAACTGGGTGAAGCAGGCTCCAGGAAAGGGTTTAAAGTGGATGGGCTGGAT
AAACACCTACACTGGAGAGCCAACATATGTTGATGACTTGAAGGGACGGTTTGCCTTCTCTTTGGAAACCTCTGCCA
GCACTGCCTATTTGCAGATCAACAACCTCAAAAATGAGGACATGGCTACATATTTCTGTGCAAGGAAAGGGATTGCG
AGGGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCGAGT

SEQ ID NO: 6 (secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena pesada de 9006 quimérico):

QIHLGQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTNFRMNWVKQAPGKGLKWMGWINTYTGEPTYVDDLKGRFAFSLETSASTA
YLQINNLKNEDMATYFCARKGIARAMDYWGQGTSVTVSS

SEQ ID NO: 7 (secuencia de &cido nucleico de dominio variable de cadena ligera de 9006 quimérico):

AACATTGTGATGACACAGTCTCCATCCTCCCTGAGTGTGTCAGCAGGAGAGATGGTCACTATGAGTTGTAAGTCCAG
TCAGAGTCTGTTAGACAGTGGAAATCAAAAGAACTACTTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGGCAGCCTCCTCAA
CTTTTGATCTTCGGGGCATCCACTAGGGAATCTGGGGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGAACCGATT
TCACTCTTACCGTCAGCAGTGTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGTCAGAATGATCATAGTTATCCGTAC
ACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAA

SEQ ID NO: 8 (secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena ligera de 9006 quimérico):

NIVMTQSPSSLSVSAGEMVTMSCKSSQSLLDSGNQKNYLAWYQQKPGQPPQLLIFGASTRESGVPDRFTGSGSGTDFT
LTVSSVQAEDLAVYYCQNDHSYPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO: 9 (secuencia de &cido nucleico de dominio variable de cadena pesada de 9338 quimérico):

CAGGTCCAACTGCAACAGCCTGGGGCTGAACTGGCAAAACCTGGGGCCTCAGTGAGGATGTCCTGCAAGGCTTCT
GGCTACACCTTTACTAGTTACTGGATGCACTGGGTAAAACAGAGGCCTGGACAGGGTCTGGAATGGATTGGATACA
TTAATCCTAGCAGTGGTCATATTGAGAACAATCAGAAGTTCAAGGACAAGGCCACATTGACTGCAGACAAATCCTCC
AGCACAGCCTACATGCAACTGAGCAGCCTGACATTTGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGAGGACGGTTTG
CTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCGAGT

SEQ ID NO: 10 (secuencia de aminodcidos de dominio variable de cadena pesada de 9338 quimérico):

QVQLQQPGAELAKPGASVRMSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSSGHIENNQKFKDKATLTADKSSST
AYMQLSSLTFEDSAVYYCARGRFAYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 11 (secuencia de acido nucleico de dominio variable de cadena ligera de 9338 quimérico):

GATATTGTGATGACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCTGGGGAGAAGGTCACCTTGACCTGCAGTGCCA
GCTCAAGTGTAAGTTCCGGCTACTTGTACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGATCCTCCCCCAAACTCTGGATTTATAGC
ACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAGTCAA
CAGCATGGAGGCTGAAGATGCTGCCTCTTATTTCTGCCATCAGTGGAGTAGTTACCCATTCACGTTCGGCTCGGGG
ACCAAGCTGGAGCTGAAA

SEQ ID NO: 12 (secuencia de aminodcidos de dominio variable de cadena ligera de 9338 quimérico):

DIVMTQSPAIMSASPGEKVTLTCSASSSVSSGYLYWYQQKPGSSPKLWIYSTSNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTVNSM
EAEDAASYFCHQWSSYPFTFGSGTKLELK

SEQ ID NO: 13 (secuencia de acido nucleico de dominio variable de cadena pesada de 9006 quimérico):

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGATCCGAGCTGAAGAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGGTGTCCTGCAAGGCTTCC
GGCTACACCTTTACCAACTTCCGGATGAACTGGGTCAAGCAGGCCCCAGGCCAGGGCCTGAAATGGATGGGCTGG
ATCAACACCTACACCGGCGAGCCCACCTACGTGGACGACCTGAAGGGCAGATTCGTGTTCTCCCTGGACACCTCCG
TGTCCACCGCCTACCTGCAGATCTCCAGCCTGAAGGCCGAGGATACCGCCGTGTACTACTGCGCCCGGAAGGGAA
TCGCCAGAGCCATGGATTATTGGGGCCAGGGCACCACCGTGACAGTCTCGAGT

SEQ ID NO: 14 (secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena pesada de 9006 humanizado):

QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNFRMNWVKQAPGQGLKWMGWINTYTGEPTYVDDLKGRFVFSLDTSVS
TAYLQISSLKAEDTAVYYCARKGIARAMDYWGQGTTVTVSS

SEQ ID NO: 15 (secuencia de acido nucleico de dominio variable de cadena ligera de 9006 humanizado):

GACATCGTGATGACCCAGTCCCCCGACTCTCTGGCCGTGTCTCTGGGCGAGAGAGCCACCATCAACTGCAAGTCCT
CCCAGTCCCTGCTGGACTCCGGCAACCAGAAGAACTACCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGCCTCCCA
AGCTGCTGATCTTTGGCGCCTCCACCCGGGAATCTGGCGTGCCCGATAGATTCTCCGGCTCCGGCTCTGGCACCG
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ACTTTACCCTGACCATCAGCTCCCTGCAGGCCGAGGATGTGGCCGTGTACTACTGCCAGAACGACCACTCCTACCC
CTACACCTTCGGCCAGGGCACCAAGCTGGAAATCAAG

SEQ ID NO: 16 (secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena ligera de 9006 humanizado):

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSLLDSGNQKNYLAWYQQKPGQPPKLLIFGASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLT
ISSLQAEDVAVYYCQNDHSYPYTFGQGTKLEIK

SEQ ID NO: 17 (secuencia de acido nucleico de dominio variable de cadena pesada de 9338 humanizado):

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCTGAAGTGAAGAAACCCGGCTCCTCCGTGAAGGTGTCCTGCAAGGCCTCC
GGCTACACCTTTACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAGGGCCTGGAATGGATGGGCTAC
ATCAACCCCTCCAGCGGCCACATCGAGAACAACCAGAAATTCAAGGACCGCGTGACCATCACCGCCGACAAGTCCA
CCTCCACCGCCTACATGGAACTGTCCTCCCTGCGGAGCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGTGCCAGAGGCAGAT
TCGCCTACTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACAGTCTCGAGT

SEQ ID NO: 18 (secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena pesada de 9338 humanizado):

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQAPGQGLEWMGYINPSSGHIENNQKFKDRVTITADKSTST
AYMELSSLRSEDTAVYYCARGRFAYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 19 (secuencia de acido nucleico de dominio variable de cadena ligera de 9338 humanizado):

GAGATCGTGCTGACCCAGTCTCCTGCCACCCTGTCTCTGAGCCCTGGCGAGAGAGCTACCCTGTCCTGCTCCGCCT
CCTCCTCTGTGTCCTCCGGCTACCTGTACTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGGCCCCTCGGCTGCTGATCTACTC
TACCTCCAACCTGGCCTCCGGCATCCCTGCCAGATTCTCCGGCTCTGGCTCTGGCACCGACTTTACCCTGACCATC
TCCAGCCTGGAACCCGAGGACTTCGCCGTGTACTACTGCCACCAGTGGTCCAGCTACCCCTTCACCTTTGGCTCCG
GCACCAAGCTGGAAATCAAG

SEQ ID NO: 20 (secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena ligera de 9338 humanizado):

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSSGYLYWYQQKPGQAPRLLIYSTSNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPE
DFAVYYCHQWSSYPFTFGSGTKLEIK

SEQ ID NO: 21 (secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena pesada de 9006):
GYTFTNFR

SEQ ID NO: 22 (secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena pesada de 9006):
INTYTGEP

SEQ ID NO: 23 (secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena pesada de 9006):
ARKGIARAMDY

SEQ ID NO: 24 (secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena ligera de 9006):
QSLLDSGNQKNY

SEQ ID NO: 25 (secuencia de aminodcidos de CDR2 de cadena ligera de 9006):
GAS

SEQ ID NO: 26 (secuencia de aminodcidos de CDR3 de cadena ligera de 9006):
QNDHSYPYT

SEQ ID NO: 27 (secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena pesada de 9338):
GYTFTSYW

SEQ ID NO: 28 (secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena pesada de 9338):
INPSSGHI

SEQ ID NO: 29 (secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena pesada de 9338):
ARGRFAY

SEQ ID NO: 30 (secuencia de aminodcidos de CDR1 de cadena ligera de 9338):
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SSVSSGY

SEQ ID NO: 31 (secuencia de aminodcidos de CDR2 de cadena ligera de 9338):
STS

SEQ ID NO: 32 (secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena ligera de 9338):
HQWSSYPFT

SEQ ID NO: 33 (secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 9006 humanizado):

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSLLDSGNQKNYLAWYQQKPGQPPKLLIFGASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLT
ISSLQAEDVAVYYCQNDHSYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNAL
QSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 34 (secuencia de aminodacidos de cadena pesada de 9006 humanizado):

QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNFRMNWVKQAPGQGLKWMGWINTYTGEPTYVDDLKGRFVFSLDTSVS
TAYLQISSLKAEDTAVYYCARKGIARAMDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

SEQ ID NO: 35 (secuencia de aminodcidos de cadena ligera de 9338 humanizado):

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSSGYLYWYQQKPGQAPRLLIYSTSNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPE
DFAVYYCHQWSSYPFTFGSGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 36 (secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 9338 humanizado):

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQAPGQGLEWMGYINPSSGHIENNQKFKDRVTITADKSTST
AYMELSSLRSEDTAVYYCARGRFAYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> SYMPHOGEN A/S
<120> ANTICUERPOS ANTI-MET Y COMPOSICIONES
<130> 110285-0051-WO1
<140>
<141>
<150> 62/051,190
<151> 16/09/2014
<160> 39
<170> Patentln version 3.5
<210> 1
<211> 1390
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Lys Ala Pro Ala Val Leu Ala Pro Gly Ile Leu Val Leu Leu Phe
1 5 10 15

Thr Leu Val Gln Arg Ser Asn Gly Glu Cys Lys Glu Ala Leu Ala Lys
20 25 30

Ser Glu Met Asn Val Asn Met Lys Tyr Gln Leu Pro Asn Phe Thr Ala
35 40 45

Glu Thr Pro Ile Gln Asn Val Ile Leu His Glu His His Ile Phe Leu
50 55 60

Gly Ala Thr Asn Tyr Ile Tyr Val Leu Asn Glu Glu Asp Leu Gln Lys
65 70 75 80

Val Ala Glu Tyr Lys Thr Gly Pro Val Leu Glu His Pro Asp Cys Phe
85 90 95

Pro Cys Gln Asp Cys Ser Ser Lys Ala Asn Leu Ser Gly Gly Val Trp
100 105 110

Lys Asp Asn Ile Asn Met Ala Leu Val Val Asp Thr Tyr Tyr Asp Asp
115 120 125

Gln Leu Ile Ser Cys Gly Ser Val Asn Arg Gly Thr Cys Gln Arg His
130 135 140

Val Phe Pro His Asn His Thr Ala Asp Ile Gln Ser Glu Val His Cys
145 150 155 160
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Ile

val

Ile

His

Gly

225

Phe

Asn

Thr

His

Lys

305

Tyr

Leu

Ser

Tyr

Cys

385

Thr

Phe

Ser

Asn

Pro

210

Phe

Arg

Phe

Phe

Ser

290

Lys

Val

Asn

Ala

vVal

370

Leu

Leu

Ser

Ala

Phe

195

Leu

Met

Asp

Ile

His

275

Tyr

Arg

Ser

Asp

Glu

355

Asn

Gln

Leu

Pro

Leu

180

Phe

His

Phe

Ser

Tyr

260

Thr

Met

Ser

Lys

Asp

340

Pro

Asp

His

Arg

Gln

165

Gly

Val

Ser

Leu

Tyr

245

Phe

Arg

Glu

Thr

Pro

325

Ile

Met

Phe

Phe

Asn
405

Ile

Ala

Gly

Ile

Thr

230

Pro

Leu

Ile

Met

Lys

310

Gly

Leu

Asp

Phe

Tyr

390

Ser

Glu

Lys

Asn

Ser

215

Asp

Ile

Thr

Ile

Pro

295

Lys

Ala

Phe

Arg

Asn

375

Gly

Ser

Glu

Vval

Thr

200

val

Gln

Lys

val

Arg

280

Leu

Glu

Gln

Gly

Ser

360

Lys

Pro

Gly

Pro

Leu

185

Ile

Arg

Ser

Tyr

Gln

265

Phe

Glu

Val

Leu

Val

345

Ala

Ile

Asn

Cys
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Ser

170

Ser

Asn

Arg

Tyr

Val

250

Arg

Cys

Cys

Phe

Ala

330

Phe

Met

Val

His

Glu
410

Gln

Ser

Ser

Leu

Ile

235

His

Glu

Ser

Ile

Asn

315

Arg

Ala

Cys

Asn

Glu

395

Ala

Cys

Val

Ser

Lys

220

Asp

Ala

Thr

Ile

Leu

300

Ile

Gln

Gln

Ala

Lys

380

His

Arg

Pro

Lys

Tyr

205

Glu

Val

Phe

Leu

Asn

285

Thr

Leu

Ile

Ser

Phe

365

Asn

Cys

Arg

65

Asp

Asp

190

Phe

Thr

Leu

Glu

Asp

270

Ser

Glu

Gln

Gly

Lys

350

Pro

Asn

Phe

Asp

Cys

175

Arg

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Ala

Gly

Lys

Ala

Ala

335

Pro

Ile

Vval

Asn

Glu
415

Val

Phe

Asp

Asp

Glu

240

Asn

Gln

Leu

Arg

Ala

320

Ser

Asp

Lys

Arg

Arg

400

Tyr



Arg

Gln

Asp

val

465

Leu

Asn

Ile

Cys

Cys

545

Cys

Gly

Asn

Ser

Thr

625

Ser

Pro

Thr

Phe

Leu

450

val

Asp

Gln

Pro

Leu

530

val

Leu

Gly

Asn

Cys

610

Val

Asn

Val

Glu

Ser

435

Thr

val

Ser

Asn

Leu

515

Ser

Arg

Pro

Thr

Lys

595

Thr

Gly

Gly

Ile

Phe

420

Glu

Ile

Ser

His

Gly

500

Asn

Ala

Ser

Ala

Arg

580

Phe

Leu

Pro

His

Thr

Thr

Vval

Ala

Arg

Pro

485

Tyr

Gly

Pro

Glu

Ile

565

Leu

Asp

Thr

Ala

Gly

645

Ser

Thr

Leu

Asn

Ser

470

val

Thr

Leu

Pro

Glu

550

Tyr

Thr

Leu

Leu

Met

630

Thr

Ile

Ala

Leu

Leu

455

Gly

Ser

Leu

Gly

Phe

535

Cys

Lys

Ile

Lys

Ser

615

Asn

Thr

Ser

Leu

Thr

440

Gly

Pro

Pro

val

Cys

520

Val

Leu

Val

Cys

Lys

600

Glu

Lys

Gln

Pro

Gln

425

Ser

Thr

Ser

Glu

Ile

505

Arg

Gln

Ser

Phe

Gly

585

Thr

Ser

His

Tyr

Lys
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Arg

Ile

Ser

Thr

val

490

Thr

His

Cys

Gly

Pro

570

Trp

Arg

Thr

Phe

Ser

650

Tyr

Val

Ser

Glu

Pro

475

Ile

Gly

Phe

Gly

Thr

555

Asn

Asp

Val

Met

Asn

635

Thr

Gly

Asp

Thr

Gly

460

His

val

Lys

Gln

Trp

540

Trp

Ser

Phe

Leu

Asn

620

Met

Phe

Pro

Leu

Phe

445

Arg

val

Glu

Lys

Ser

525

Cys

Thr

Ala

Gly

Leu

605

Thr

Ser

Ser

Met

66

Phe

430

Ile

Phe

Asn

His

Ile

510

Cys

His

Gln

Pro

Phe

590

Gly

Leu

Ile

Tyr

Ala

Met

Lys

Met

Phe

Thr

495

Thr

Ser

Asp

Gln

Leu

575

Arg

Asn

Lys

Ile

val

655

Gly

Gly

Gly

Gln

Leu

480

Leu

Lys

Gln

Lys

Ile

560

Glu

Arg

Glu

Cys

Ile

640

Asp

Gly
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660 665 670

Thr Leu Leu Thr Leu Thr Gly Asn Tyr Leu Asn Ser Gly Asn Ser Arg
675 680 685

His Ile Ser Ile Gly Gly Lys Thr Cys Thr Leu Lys Ser Val Ser Asn
690 695 700

Ser Ile Leu Glu Cys Tyr Thr Pro Ala Gln Thr Ile Ser Thr Glu Phe
705 710 715 720

Ala Val Lys Leu Lys Ile Asp Leu Ala Asn Arg Glu Thr Ser Ile Phe
725 730 735

Ser Tyr Arg Glu Asp Pro Ile Val Tyr Glu Ile His Pro Thr Lys Ser
740 745 750

Phe Ile Ser Gly Gly Ser Thr Ile Thr Gly Val Gly Lys Asn Leu Asn
755 760 765

Ser Val Ser Val Pro Arg Met Val Ile Asn Val His Glu Ala Gly Arg
770 775 780

Asn Phe Thr Val Ala Cys Gln His Arg Ser Asn Ser Glu Ile Ile Cys
785 790 795 800

Cys Thr Thr Pro Ser Leu Gln Gln Leu Asn Leu Gln Leu Pro Leu Lys
805 810 815

Thr Lys Ala Phe Phe Met Leu Asp Gly Ile Leu Ser Lys Tyr Phe Asp
820 825 830

Leu Ile Tyr Val His Asn Pro Val Phe Lys Pro Phe Glu Lys Pro Val
835 840 845

Met Ile Ser Met Gly Asn Glu Asn Val Leu Glu Ile Lys Gly Asn Asp
850 855 860

Ile Asp Pro Glu Ala Val Lys Gly Glu Val Leu Lys Val Gly Asn Lys
865 870 875 880

Ser Cys Glu Asn Ile His Leu His Ser Glu Ala Val Leu Cys Thr Val
885 890 895

Pro Asn Asp Leu Leu Lys Leu Asn Ser Glu Leu Asn Ile Glu Trp Lys
900 905 910
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Gln Ala Ile Ser Ser Thr Val Leu Gly Lys Val Ile Val Gln Pro Asp
915 920 925

Gln Asn Phe Thr Gly Leu Ile Ala Gly Val Val Ser Ile Ser Thr Ala
930 935 940

Leu Leu Leu Leu Leu Gly Phe Phe Leu Trp Leu Lys Lys Arg Lys Gln
945 950 955 960

Ile Lys Asp Leu Gly Ser Glu Leu Val Arg Tyr Asp Ala Arg Val His
965 870 975

Thr Pro His Leu Asp Arg Leu Val Ser Ala Arg Ser Val Ser Pro Thr
980 985 930

Thr Glu Met Val Ser Asn Glu Ser Val Asp Tyr Arg Ala Thr Phe Pro
995 1000 1005

Glu Asp Gln Phe Pro Asn Ser Ser Gln Asn Gly Ser Cys Arg Gln
1010 1015 1020

Val Gln Tyr Pro Leu Thr Asp Met Ser Pro Ile Leu Thr Ser Gly
1025 1030 1035

Asp Ser Asp Ile Ser Ser Pro Leu Leu Gln Asn Thr Val His Ile
1040 1045 1050

Asp Leu Ser Ala Leu Asn Pro Glu Leu Val Gln Ala Val Gln His
1055 1060 1065

Val Val 1Ile Gly Pro Ser Ser Leu Ile Val His Phe Asn Glu Val
1070 1075 1080

Ile Gly Arg Gly His Phe Gly Cys Val Tyr His Gly Thr Leu Leu
1085 1090 1095

Asp Asn Asp Gly Lys Lys Ile His Cys Ala Val Lys Ser Leu Asn
1100 1105 1110

Arg Ile Thr Asp Ile Gly Glu Val Ser Gln Phe Leu Thr Glu Gly
1115 1120 1125

Ile Ile Met Lys Asp Phe Ser His Pro Asn Val Leu Ser Leu Leu
1130 1135 1140

Gly Ile Cys Leu Arg Ser Glu Gly Ser Pro Leu Val Val Leu Pro
1145 1150 1155
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Tyr

His

Ala

Asp

Lys

Tyr

Trp

Ser

Arg

Val

Pro

Ala

Ala

Ala

Leu

Ala

Met
1160

Asn
1175

Lys
1190

Leu
1205

val
1220

Tyr
1235

Met
1250

Asp
1265

Gly
1280

Tyr
1295

Asp
1310

Glu
1325

Ile
1340

Thr
1355

Ser
1370

Ser
1385

<210> 2

Lys

Pro

Gly

Ala

Ala

Ser

Ala

Val

Ala

Leu

Pro

Met

Phe

Tyr

Ser

Phe

<211> 1408

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

His

Thr

Met

Ala

Asp

val

Leu

Trp

Pro

Leu

Leu

Arg

Ser

val

Glu

Trp

Gly

vVal

Lys

Arg

Phe

His

Glu

Ser

Pro

Gln

Tyr

Pro

Thr

Asn

Asp

Glu

Asp

Lys

Tyr

Asn

Gly

Asn

Ser

Phe

Tyr

Gly

Glu

Ser

Phe

val

Asn

Thr

Leu
1165

Asp
1180

Leu
1195

Cys
1210

Leu
1225

Lys
1240

Leu
1255

Gly
1270

Pro
1285

Arg
1300

Val
1315

Phe
1330

Ile
1345

Lys
1360

Ala
1375

Ser
1390

Arg

Leu

Ala

Met

Ala

Thr

Gln

val

Asp

Arg

Met

Ser

Gly

Cys

Asp

Asn

Ile

Ser

Leu

Arg

Gly

Thr

Leu

Val

Leu

Leu

Glu

Glu

Val

Asp
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Phe

Gly

Lys

Asp

Asp

Ala

Gln

Leu

Asn

Leu

Lys

Leu

His

Ala

Glu

Ile

Phe

Lys

Glu

Met

Lys

Lys

Trp

Thr

Gln

Cys

Val

Tyr

Pro

Val

Arg
1170

Gly
1185

Phe
1200

Lys
1215

Tyr
1230

Leu
1245

Phe
1260

Glu
1275

Phe
1290

Pro
1305

Trp
1320

Ser
1335

val
1350

Tyr
1365

Asp
1380

69

Asn

Leu

val

Phe

Asp

Pro

Thr

Leu

Asp

Glu

His

Arg

His

Pro

Thr

Glu

Gln

His

Thr

Lys

Val

Thr

Met

Ile

Tyr

Pro

Ile

val

Ser

Arg

Thr

Val

Arg

val

Glu

Lys

Lys

Thr

Thr

Cys

Lys

Ser

Asn

Leu

Pro



Met

Thr

Ser

Glu

Gly

65

val

Pro

Lys

Gln

Val

145

Ile

Val

Ile

His

Lys

Leu

Glu

Thr

50

Ala

Ala

Cys

Asp

Leu

130

Phe

Phe

Ser

Asn

Pro
210

Ala

val

Met

35

Pro

Thr

Glu

Gln

Asn

115

Ile

Pro

Ser

Ala

Phe

195

Leu

Pro

Gln

20

Asn

Ile

Asn

Tyr

Asp

100

Ile

Ser

His

Pro

Leu

180

Phe

His

Ala

Arg

Val

Gln

Tyr

Lys

85

Cys

Asn

Cys

Asn

Gln

165

Gly

val

Ser

val

Ser

Asn

Asn

Ile

70

Thr

Ser

Met

Gly

His

150

Ile

Ala

Gly

Ile

Leu

Asn

Met

Val

55

Tyr

Gly

Ser

Ala

Ser

135

Thr

Glu

Lys

Asn

Ser
215

Ala

Gly

Lys

40

Ile

val

Pro

Lys

Leu

120

val

Ala

Glu

Val

Thr

200

val

Pro

Glu

25

Tyr

Leu

Leu

Val

Ala

105

Val

Asn

Asp

Pro

Leu

185

Ile

Arg
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Gly

10

Cys

Gln

His

Asn

Leu

90

Asn

val

Arg

Ile

Ser

170

Ser

Asn

Arg

Ile

Lys

Leu

Glu

Glu

75

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

155

Gln

Ser

Ser

Leu

Leu

Glu

Pro

His

60

Glu

His

Ser

Thr

Thr

140

Ser

Cys

Val

Ser

Lys
220

70

val

Ala

Asn

45

His

Asp

Pro

Gly

Tyr

125

Cys

Glu

Pro

Lys

Tyr

205

Glu

Leu

Leu

30

Phe

Ile

Leu

Asp

Gly

110

Tyr

Gln

Val

Asp

Asp

190

Phe

Thr

Leu

15

Ala

Thr

Phe

Gln

Cys

95

Val

Asp

Arg

His

Cys

175

Arg

Pro

Lys

Phe

Lys

Ala

Leu

Lys

80

Phe

Trp

Asp

His

Cys

160

vVal

Phe

Asp

Asp



Gly

225

Phe

Asn

Thr

His

Lys

305

Tyr

Leu

Ser

Tyr

Cys

385

Thr

Arg

Gln

Asp

Val
465

Phe

Arg

Phe

Phe

Ser

290

Lys

Val

Asn

Ala

val

370

Leu

Leu

Thr

Phe

Leu

450

val

Met

Asp

Ile

His

275

Tyr

Arg

Ser

Asp

Glu

355

Asn

Gln

Leu

Glu

Ser

435

Thr

vVal

Phe

Ser

Tyr

260

Thr

Met

Ser

Lys

Asp

340

Pro

Asp

His

Arg

Phe

420

Glu

Ile

Ser

Leu

Tyr

245

Phe

Arg

Glu

Thr

Pro

325

Ile

Met

Phe

Phe

Asn

405

Thr

val

Ala

Arg

Thr

230

Pro

Leu

Ile

Met

Lys

310

Gly

Leu

Asp

Phe

Tyr

390

Ser

Thr

Leu

Asn

Ser
470

Asp

Ile

Thr

Ile

Pro

295

Lys

Ala

Phe

Arg

Asn

375

Gly

Ser

Ala

Leu

Leu

455

Gly

Gln

Lys

val

Arg

280

Leu

Glu

Gln

Gly

Ser

360

Lys

Pro

Gly

Leu

Thr

440

Gly

Pro

Ser

Tyr

Gln

265

Phe

Glu

Val

Leu

Val

345

Ala

Ile

Asn

Cys

Gln

425

Ser

Thr

Ser
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Tyr

Val

250

Arg

Cys

Cys

Phe

Ala

330

Phe

Met

val

His

Glu

410

Arg

Ile

Ser

Thr

Ile

235

His

Glu

Ser

Ile

Asn

315

Arg

Ala

Cys

Asn

Glu

395

Ala

Val

Ser

Glu

Pro
475

Asp

Ala

Thr

Ile

Leu

300

Ile

Gln

Gln

Ala

Lys

380

His

Arg

Asp

Thr

Gly

460

His

vVal

Phe

Leu

Asn

285

Thr

Leu

Ile

Ser

Phe

365

Asn

Cys

Arg

Leu

Phe

445

Arg

Val

71

Leu

Glu

Asp

270

Ser

Glu

Gln

Gly

Lys

350

Pro

Asn

Phe

Asp

Phe

430

Ile

Phe

Asn

Pro

Ser

255

Ala

Gly

Lys

Ala

Ala

335

Pro

Ile

vVal

Asn

Glu

415

Met

Lys

Met

Phe

Glu

240

Asn

Gln

Leu

Arg

Ala

320

Ser

Asp

Lys

Arg

Arg

400

Tyr

Gly

Gly

Gln

Leu
480



Leu

Asn

Ile

Cys

Cys

545

Cys

Gly

Asn

Ser

Thr

625

Ser

Pro

Thr

His

Ser

705

Ala

Asp

Gln

Pro

Leu

530

vVal

Leu

Gly

Asn

Cys

610

Val

Asn

Val

Leu

Ile

690

Ile

Val

Ser

Asn

Leu

515

Ser

Arg

Pro

Thr

Lys

595

Thr

Gly

Gly

Ile

Leu

675

Ser

Leu

Lys

His

Gly

500

Asn

Ala

Ser

Ala

Arg

580

Phe

Leu

Pro

His

Thr

660

Thr

Ile

Glu

Leu

Pro

485

Tyr

Gly

Pro

Glu

Ile

565

Leu

Asp

Thr

Ala

Gly

645

Ser

Leu

Gly

Cys

Lys

Val

Thr

Leu

Pro

Glu

550

Tyr

Thr

Leu

Leu

Met

630

Thr

Ile

Thr

Gly

Tyr

710

Ile

Ser

Leu

Gly

Phe

535

Cys

Lys

Ile

Lys

Ser

615

Asn

Thr

Ser

Gly

Lys

695

Thr

Asp

Pro

val

Cys

520

val

Leu

val

Cys

Lys

600

Glu

Lys

Gln

Pro

Asn

680

Thr

Pro

Leu

Glu

Ile

505

Arg

Gln

Ser

Phe

Gly

585

Thr

Ser

His

Tyr

Lys

665

Tyr

Cys

Ala

Ala
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Val

490

Thr

His

Cys

Gly

Pro

570

Trp

Arg

Thr

Phe

Ser

650

Tyr

Leu

Thr

Gln

Asn

Ile

Gly

Phe

Gly

Thr

555

Asn

Asp

Val

Met

Asn

635

Thr

Gly

Asn

Leu

Thr

715

Arg

Val

Lys

Gln

Trp

540

Trp

Ser

Phe

Leu

Asn

620

Met

Phe

Pro

Ser

Lys

700

Ile

Glu

Glu

Lys

Ser

525

Cys

Thr

Ala

Gly

Leu

605

Thr

Ser

Ser

Met

Gly

685

Ser

Ser

Thr

72

His

Ile

510

Cys

His

Gln

Pro

Phe

590

Gly

Leu

Ile

Tyr

Ala

670

Asn

Val

Thr

Ser

Thr

495

Thr

Ser

Asp

Gln

Leu

575

Arg

Asn

Lys

Ile

Val

655

Gly

Ser

Ser

Glu

Ile

Leu

Lys

Gln

Lys

Ile

560

Glu

Arg

Glu

Cys

Ile

640

Asp

Gly

Arg

Asn

Phe

720

Phe
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725 730 735

Ser Tyr Arg Glu Asp Pro Ile Val Tyr Glu Ile His Pro Thr Lys Ser
740 745 750

Phe Ile Ser Thr Trp Trp Lys Glu Pro Leu Asn Ile Val Ser Phe Leu
755 760 765

Phe Cys Phe Ala Ser Gly Gly Ser Thr Ile Thr Gly Val Gly Lys Asn
770 775 780

Leu Asn Ser Val Ser Val Pro Arg Met Val Ile Asn Val His Glu Ala
785 790 795 800

Gly Arg Asn Phe Thr Val Ala Cys Gln His Arg Ser Asn Ser Glu Ile
805 810 815

Ile Cys Cys Thr Thr Pro Ser Leu Gln Gln Leu Asn Leu Gln Leu Pro
820 825 830

Leu Lys Thr Lys Ala Phe Phe Met Leu Asp Gly Ile Leu Ser Lys Tyr
835 840 845

Phe Asp Leu Ile Tyr Val His Asn Pro Val Phe Lys Pro Phe Glu Lys
850 855 860

Pro Val Met Ile Ser Met Gly Asn Glu Asn Val Leu Glu Ile Lys Gly
865 870 875 880

Asn Asp Ile Asp Pro Glu Ala Val Lys Gly Glu Val Leu Lys Val Gly
885 890 895

Asn Lys Ser Cys Glu Asn Ile His Leu His Ser Glu Ala Val Leu Cys
900 905 910

Thr Val Pro Asn Asp Leu Leu Lys Leu Asn Ser Glu Leu Asn Ile Glu
915 920 925

Trp Lys Gln Ala Ile Ser Ser Thr Val Leu Gly Lys Val Ile Val Gln
930 935 940

Pro Asp Gln Asn Phe Thr Gly Leu Ile Ala Gly Val Val Ser Ile Ser
945 950 955 960

Thr Ala Leu Leu Leu Leu Leu Gly Phe Phe Leu Trp Leu Lys Lys Arg
965 970 975
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Lys Gln Ile Lys Asp Leu Gly Ser Glu Leu Val Arg Tyr Asp Ala Arg
980 985 990

Val His Thr Pro His Leu Asp Arg Leu Val Ser Ala Arg Ser Val Ser
995 1000 1005

Pro Thr Thr Glu Met Val Ser Asn Glu Ser Val Asp Tyr Arg Ala
1010 1015 1020

Thr Phe Pro Glu Asp Gln Phe Pro Asn Ser Ser Gln Asn Gly Ser
1025 1030 1035

Cys Arg Gln Val Gln Tyr Pro Leu Thr Asp Met Ser Pro Ile Leu
1040 1045 1050

Thr Ser Gly Asp Ser Asp Ile Ser Ser Pro Leu Leu Gln Asn Thr
1055 1060 1065

Val His Ile Asp Leu Ser Ala Leu Asn Pro Glu Leu Val Gln Ala
1070 1075 1080

Val Gln His Val Val Ile Gly Pro Ser Ser Leu Ile Val His Phe
1085 1090 1095

Asn Glu Val Ile Gly Arg Gly His Phe Gly Cys Val Tyr His Gly
1100 1105 1110

Thr Leu Leu Asp Asn Asp Gly Lys Lys Ile His Cys Ala Val Lys
1115 1120 1125

Ser Leu Asn Arg Ile Thr Asp Ile Gly Glu Val Ser Gln Phe Leu
1130 1135 1140

Thr Glu Gly Ile Ile Met Lys Asp Phe Ser His Pro Asn Val Leu
1145 1150 1155

Ser Leu Leu Gly Ile Cys Leu Arg Ser Glu Gly Ser Pro Leu Val
1160 1165 1170

Val Leu Pro Tyr Met Lys His Gly Asp Leu Arg Asn Phe Ile Arg
1175 1180 1185

Asn Glu Thr His Asn Pro Thr Val Lys Asp Leu Ile Gly Phe Gly
1190 1195 1200

Leu Gln Val Ala Lys Gly Met Lys Tyr Leu Ala Ser Lys Lys Phe
1205 1210 1215
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Val His Arg Asp Leu Ala Ala Arg Asn Cys Met Leu Asp Glu Lys
1220 1225 1230

Phe Thr Val Lys Val Ala Asp Phe Gly Leu Ala Arg Asp Met Tyr
1235 1240 1245

Asp Lys Glu Tyr Tyr Ser Val His Asn Lys Thr Gly Ala Lys Leu
1250 1255 1260

Pro Val Lys Trp Met Ala Leu Glu Ser Leu Gln Thr Gln Lys Phe
1265 1270 1275

Thr Thr Lys Ser Asp Val Trp Ser Phe Gly Val Leu Leu Trp Glu
1280 1285 1290

Leu Met Thr Arg Gly Ala Pro Pro Tyr Pro Asp Val Asn Thr Phe
1295 1300 1305

Asp Ile Thr Val Tyr Leu Leu Gln Gly Arg Arg Leu Leu Gln Pro
1310 1315 1320

Glu Tyr Cys Pro Asp Pro Leu Tyr Glu Val Met Leu Lys Cys Trp
1325 1330 1335

His Pro Lys Ala Glu Met Arg Pro Ser Phe Ser Glu Leu Val Ser
1340 1345 1350

Arg Ile Ser Ala Ile Phe Ser Thr Phe Ile Gly Glu His Tyr Val
1355 1360 1365

His Val Asn Ala Thr Tyr Val Asn Val Lys Cys Val Ala Pro Tyr
1370 1375 1380

Pro Ser Leu Leu Ser Ser Glu Asp Asn Ala Asp Asp Glu Val Asp
1385 1390 1395

Thr Arg Pro Ala Ser Phe Trp Glu Thr Ser
1400 1405

<210>3

<211> 1382

<212> PRT

<213> Gallus gallus

<400> 3

Met Lys Pro Val Thr Ala Tyr Pro Ser Gly Ile Ile Leu Phe Leu Phe
1 5 10 15
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Ala

Ser

Glu

Gly

65

Ser

Cys

Asp

Leu

Ile

145

Tyr

Val

Val

His

Gly

225

Phe

His

Leu

Glu

Thr

50

Ala

val

Glu

Asn

Ile

130

Pro

Ser

Ser

Asn

Val

210

Phe

Arg

Phe

Leu

Met

35

Pro

val

Tyr

Asp

Val

115

Ser

Pro

Pro

Thr

Phe

195

Leu

Glu

Asp

val

Gln

20

Asn

Ile

Asn

Lys

Cys

100

Asn

Cys

Asp

Gln

Leu

180

Phe

His

Phe

Ser

Tyr
260

Arg

Leu

Gln

Lys

Thr

85

Lys

Met

Gly

Asn

Val

165

Gly

val

Ser

Leu

Tyr

245

Phe

Ser

Asn

Asn

Ile

70

Gly

Asp

Ala

Ser

Pro

150

Asp

Thr

Gly

Ile

Thr

230

Pro

Leu

His

val

Val

55

Tyr

Pro

Lys

Leu

Val

135

Ala

Gly

Lys

Asn

Ser

215

Asp

Ile

Thr

Gly

Lys

40

val

val

Ile

Ala

Leu

120

Ser

Asp
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Ile

Pro

His

Lys

845

Gly

84

Lys

Ile

vVal

Gly

670

Ser

Ser

Glu

Ser

Lys

750

Leu

Gly

Ile

Leu

Phe

830

Pro

Asn

Cys

Ile

Asp

655

Gly

Arg

Asp

Phe

Phe

735

Ser

Asn

Val

Cys

Lys

815

Asp

val

Asn

Thr

Ser

640

Pro

Thr

His

Ser

Pro

720

Ser

Phe

Ser

Asn

Cys

800

Thr

Leu

Met

Ile



ES 2748 295 T3

850 855 860

Asp Pro Glu Ala Val Lys Gly Glu Val Leu Lys Val Gly Asn Gln Ser
865 870 875 880

Cys Glu Ser Leu His Trp His Ser Gly Ala Val Leu Cys Thr Val Pro
885 890 895

Ser Asp Leu Leu Lys Leu Asn Ser Glu Leu Asn Ile Glu Trp Lys Gln
900 905 910

Ala Val Ser Ser Thr Val Leu Gly Lys Val Ile Val Gln Pro Asp Gln
915 920 925

Asn Phe Ala Gly Leu Ile Ile Gly Ala Val Ser Ile Ser Val Val Val
930 935 940

Leu Leu Leu Ser Gly Leu Phe Leu Trp Met Arg Lys Arg Lys His Lys
945 950 955 960

Asp Leu Gly Ser Glu Leu Val Arg Tyr Asp Ala Arg Val His Thr Pro
965 970 975

His Leu Asp Arg Leu Val Ser Ala Arg Ser Val Ser Pro Thr Thr Glu
980 985 990

Met Val Ser Asn Glu Ser Val Asp Tyr Arg Ala Thr Phe Pro Glu Asp
995 1000 1005

Gln Phe Pro Asn Ser Ser Gln Asn Gly Ala Cys Arg Gln Val Gln
1010 1015 1020

Tyr Pro Leu Thr Asp Leu Ser Pro Ile Leu Thr Ser Gly Asp Ser
1025 1030 1035

Asp Ile Ser Ser Pro Leu Leu Gln Asn Thr Val His Ile Asp Leu
1040 1045 1050

Ser Ala Leu Asn Pro Glu Leu Val Gln Ala Val Gln His Val Val
1055 1060 1065

Ile Gly Pro Ser Ser Leu Ile Val His Phe Asn Glu Val Ile Gly
1070 1075 1080

Arg Gly His Phe Gly Cys Val Tyr His Gly Thr Leu Leu Asp Asn
1085 1090 1095

85



ES 2748 295 T3

Asp Gly Lys Lys Ile His Cys Ala Val Lys Ser Leu Asn Arg Ile
1100 1105 1110

Thr Asp TIle Glu Glu Val Ser Gln Phe Leu Thr Glu Gly Ile Ile
1115 1120 1125

Met Lys Asp Phe Ser His Pro Asn Val Leu Ser Leu Leu Gly Ile
1130 1135 1140

Cys Leu Arg Ser Glu Gly Ser Pro Leu Val Val Leu Pro Tyr Met
1145 1150 1155

Lys His Gly Asp Leu Arg Asn Phe Ile Arg Asn Glu Thr His Asn
1160 1165 1170

Pro Thr Val Lys Asp Leu Ile Gly Phe Gly Leu Gln Val Ala Lys
1175 1180 1185

Gly Met Lys Tyr Leu Ala Ser Lys Lys Phe Val His Arg Asp Leu
1190 1195 1200

Ala Ala Arg Asn Cys Met Leu Asp Glu Lys Phe Thr Val Lys Val
1205 1210 1215

Ala Asp Phe Gly Leu Ala Arg Asp Met Tyr Asp Lys Glu Tyr Tyr
1220 1225 1230

Ser Val His Asn Lys Thr Gly Ala Lys Leu Pro Val Lys Trp Met
1235 1240 1245

Ala Leu Glu Ser Leu Gln Thr Gln Lys Phe Thr Thr Lys Ser Asp
1250 1255 1260

Val Trp Ser Phe Gly Val Leu Leu Trp Glu Leu Met Thr Arg Gly
1265 1270 1275

Ala Pro Pro Tyr Pro Asp Val Asn Thr Phe Asp Ile Thr Ile Tyr
1280 1285 1290

Leu Leu Gln Gly Arg Arg Leu Leu Gln Pro Glu Tyr Cys Pro Asp
1295 1300 1305

Ala Leu Tyr Glu Val Met Leu Lys Cys Trp His Pro Lys Ala Glu
1310 1315 1320

Met Arg Pro Ser Phe Ser Glu Leu Val Ser Arg Ile Ser Ser Ile
1325 1330 1335

Phe Ser Thr Phe Ile Gly Glu His Tyr Val His Val Asn Ala Thr
1340 1345 1350

Tyr Val Asn Val Lys Cys Val Ala Pro Tyr Pro Ser Leu Leu Pro
1355 1360 1365

Ser Gln Asp Asn Ile Asp Gly Glu Gly Asn Thr
1370 1375

86



10

15

<210>5
<211> 354
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

ES 2748 295 T3

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 5

cagatccatt
tcctgcaagg
ccaggaaagg
gttgatgact
ttgcagatca
attgcgaggg
<210>6
<211> 118
<212> PRT

tggggcagte
cttctgggta
gtttaaagtg
tgaagggacg
acaacctcaa

ctatggacta

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

tggacctgag
taccttcaca
gatgggctgg
gtttgcectte

aaatgaggac

ctggggtcaa

ctgaagaagc
aactttagaa
ataaacacct
tctttggaaa
atggctacat

ggaacctcag

ctggagagac
tgaactgggt
acactggaga
cctctgecag
atttctgtge

tcaccgtctce

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 6

Gln Ile His Leu Gly Gln

1

Thr Val Lys Ile Ser Cys

Arg Met Asn Trp Val Lys

35

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr

50

5

20

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala
40

Thr Gly
55

Glu Leu
10

Pro

Ser
25

Gly Tyr
Pro

Gly Lys

Glu Pro Thr

agtcaagatc
gaagcaggct
gccaacatat
cactgcctat
aaggaaaggg

gagt

Lys Lys Pro Gly Glu

15

Thr Phe Thr Asn Phe

30

Gly Leu Lys Trp Met

45

Tyr Val Asp Asp Leu

60

87

60

120

180

240

300

354



10

15

ES 2748 295 T3

Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Ile Asn Asn Leu Lys Asn Glu Asp Met Ala Thr Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Arg Lys Gly Ile Ala Arg Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Ser Val Thr Val Ser Ser
115

<210>7
<211> 339
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400>7

aacattgtga
atgagttgta
tggtaccagce
gaatctgggg
gtcagcagtg

ccgtacacgt

tgacacagtc
agtccagtca
agaaaccagg
tccectgatceg
tgcaggctga

tecggaggggg

tccatcctee
gagtctgtta
gcagcctcect
cttcacaggc
agacctggca

gaccaagctg

ctgagtgtgt
gacagtggaa
caacttttga
agtggatctg
gtttattact

gaaataaaa

cagcaggaga
atcaaaagaa
tcttegggge
gaaccgattt

gtcagaatga

gatggtcact
ctacttggce
atccactagg
cactcttacc

tcatagttat

<210>8

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 8

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

Glu Met Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

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

88

60

120

180

240

300

339



10

15

ES 2748 295 T3

Pro Pro Gln Leu Leu Ile Phe Gly Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

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

Val Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Asp His Ser Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110

Lys

<210>9

<211> 342

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400>9

caggtccaac
tcctgecaagg
cctggacagg
aatcagaagt
atgcaactga
tttgcttact
<210> 10
<211>114
<212> PRT

tgcaacagcce
cttctggecta
gtctggaatg
tcaaggacaa
gcagcctgac

ggggccaagg

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

tggggctgaa

cacctttact
gattggatac
ggccacattg
atttgaggac

gactctggtce

ctggcaaaac
agttactgga
attaatccta
actgcagaca
tctgcagtcet

actgtctcga

ctggggcctce
tgcactgggt
gcagtggtca
aatcctccag
attactgtgc

gt

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 10

agtgaggatg
aaaacagagg
tattgagaac

cacagcctac

aagaggacgg

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

1

5

10

15

Ser Val Arg Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr

20

25

30

89

60

120

180

240

300

342



10

15

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Met

Tyr

50

Asp

Gln

Arg

His

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Trp

Asn

Ala

Ser

Arg
100

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Ala

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Tyr

ES 2748 295 T3

Arg Pro Gly
40

Gly His Ile

Ala Asp Lys

Phe Glu Asp
90

Trp Gly Gln
105

Gln

Glu

Ser

75

Ser

Gly

Ser Ser

<210> 11
<211> 324
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

Leu Glu

45

Gly

Asn Asn Gln

Ser Ser Thr

Ala Val Tyr

Thr Vval

110

Leu

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

Thr val

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 11
gatattgtga
ttgacctgca
ccaggatcct
gctcgettca
gctgaagatg
tcggggacca
<210> 12
<211> 108
<212> PRT

tgacccagtc
gtgccagete
cccccaaact
gtggcagtgg
ctgcctetta

agctggagcet

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

tccagcaatc
aagtgtaagt
ctggatttat
gtctgggacc
tttctgceccat

gaaa

atgtctgcat
tcecggetact
agcacatcca

tcttactcte

cagtggagta

ctcctgggga
tgtactggta
acctggcttce
tcacagtcaa

gttacccatt

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 12

gaaggtcacc
ccagcagaag
tggagtccct
cagcatggag

cacgttcgge

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

1

5

10

90

15

60

120

180

240

300

324



10

15

Glu Lys

Tyr
35

Ile
50

Gly
65

Ala

Phe

<210> 13
<211> 354
<212> ADN

val

Leu Tyr

Tyr Ser

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

Thr
20

Leu

Trp Tyr

Thr Ser

Ser Gly

Ala Ala

85

Gly
100

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

Thr

Gln

Asn

Thr

70

Ser

Gly

Cys Ser

Gln Lys

40

Leu Ala

55

Ser Tyr

Phe

Tyr

Thr Lys

ES 2748 295 T3

Ala Ser

25

Ser

Pro Gly Ser

Ser Gly Val

Thr
75

Ser Leu

His Gln

90

Cys

Leu Glu Leu

105

Ser Val

30

Pro
45

Ser Lys

Pro Ala

60

Val Asn

Ser

Trp

Lys

Ser

Arg

Ser

Ser

Ser Gly

Leu Trp

Phe Ser

Met Glu

80

Tyr Pro

95

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 13
caggtgcagce
tcctgcaagg
ccaggccagg
gtggacgacc
ctgcagatct
atcgccagag
<210> 14
<211>118
<212> PRT

tggtgcagtce
cttccggeta
gcectgaaatg
tgaagggcag
ccagcctgaa

ccatggatta

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

tggatccgag
cacctttacc
gatgggctgg
attcgtgttc
ggccgaggat

ttggggccag

ctgaagaaac
aacttccgga
atcaacacct
tcecctggaca
accgecegtgt

ggcaccaccg

ctggcgectce
tgaactgggt
acaccggcga
ccteegtgte
actactgcge

tgacagtctc

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 14

cgtgaaggtg
caagcaggcc
gcccacctac
caccgcctac
ccggaaggga

gagt

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

1

5

10

91

15

60

120

180

240

300

354



10

15

Ser Val

Arg Met

35

Gly Trp

50

Lys
65

Gly
Leu Gln
Ala

Arg

Thr Vval

Lys

Asn

Ile

Arg

Ile

Lys

Thr

Val
20

Ser

Trp Val

Asn Thr

Phe Val

70

Ser
85

Ser

Gly Ile Al

100

Val Ser

115

<210> 15
<211> 339
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

Cys

Lys

Tyr

Phe

Leu

Lys Ala

Gln Ala

40

Thr
55

Gly
Ser Leu
Ala

Lys

a Arg Ala

Ser

ES 2748 295 T3

Ser
25

Gly Tyr

Pro Gly Gln

Glu Pro Thr

Thr Ser

75

Asp

Glu Asp Thr

90

Met
105

Asp Tyr

Thr Phe

30

Leu
45

Gly Lys

Tyr Val

60

Val Ser

Ala Vval

Trp Gly

110

Thr

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asn Phe

Trp Met

Asp Leu

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Thr

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 15
gacatcgtga
atcaactgca
tggtatcagce
gaatctggcecg
atcagctccce
ccctacacct
<210> 16
<211> 113
<212> PRT

tgacccagtc
agtcctccca
agaagcccgg
tgcccgatag
tgcaggccga

tcggeccaggg

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

cccegactet
gtccctgetg
ccagcctcecece
attctcegge
ggatgtggcc

caccaagctg

ctggcegtgt
gactccggca
aagctgctga
tceggetetg
gtgtactact

gaaatcaag

ctctgggcga
accagaagaa
tctttggege
gcaccgactt

gccagaacga

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 16

92

gagagccacc
ctacctggee
ctccaccegg
taccctgacc

ccactcctac

60

120

180

240

300

339



10

15

Asp Ile

Glu Arg

Gly Asn

35

Pro
50

Pro

Pro
65

Asp

Ile Ser

Asp His
Lys
<210> 17
<211> 342
<212> ADN

val

Ala

Gln

Lys

Arg

Ser

Ser

Met Thr

Thr Ile

20

Lys Asn

Leu Leu
Phe

Ser

Gln
85

Leu

Tyr Pro

100

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Tyr

Ser Pro

Cys

Lys

Ala
40

Leu

Phe
55

Gly
Ser Gly
Glu

Asp

Thr Phe

Asp

Ala

Val

ES 2748 295 T3

Ser Leu

10

Ser Ser Gln

25

Trp Tyr Gln

Thr

Ser

Thr
75

Ser Gly

Ala
90

Val

Gly Gln

105

Gly

Ala Val Ser

Ser Leu Leu

Gln Lys Pro

45

Arg Glu Ser

60

Asp Phe Thr

Tyr Tyr Cys

Thr Leu

110

Lys

Leu
15

Gly
Asp Ser
Gly Gln
Val

Gly

Thr
80

Leu

Gln
95

Asn

Glu Ile

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 17
caggtgcagc
tcctgecaagg
cctggacagg
aaccagaaat
atggaactgt
ttcgectact
<210> 18
<211>114
<212> PRT

tggtgcagtc
ccteceggeta
gcctggaatg
tcaaggaccg

ccteecetgeg

ggggccaggg

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

tggcgctgaa
cacctttacc
gatgggctac
cgtgaccatc
gagcgaggac

caccctegtg

gtgaagaaac
agctactgga
atcaacccct
accgccgaca
accgcecgtgt

acagtctcga

ccggctecte
tgcactgggt
ccagcggcca
agtccacctc
actactgtgce

gt

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

93

cgtgaaggtg
gcgacaggcce
catcgagaac
caccgcctac

cagaggcaga

60

120

180

240

300

342



10

15

<400> 18

Gln Vval
1

Ser Val

Trp Met
35

Gly Tyr

50

Lys
65

Met Glu

Ala Arg

Ser Ser
<210> 19
<211> 324
<212> ADN

Gln

Lys

His

Ile

Asp Arg Val

Leu

Gly Arg

Leu Val

Val
20

Ser

Val

Trp

Pro

Asn

Thr

Ser
85

Ser

Phe
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

Gln

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu Arg

Ala

Ser Gly

Ala

Lys

Gln Ala

40

Ser

Gly

Thr Ala

Ser

Tyr Trp

ES 2748 295 T3

Ala Glu

10

Val

Ser
25

Gly Tyr

Pro Gly Gln

His Ile Glu

Ser
75

Asp Lys

Glu Asp Thr

90

Gly Gln

105

Gly

Lys Lys

Thr Phe

30

Leu
45

Gly
Asn Asn
Thr Ser
Ala

Val

Thr

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr Ala

Tyr

Leu Val
110

Gly Ser

15

Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Tyr
80

Tyr
95

Cys

Thr Vval

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 19
gagatcgtge

ctgtcectget
cccggecagg
gccagattct
cccgaggact
tccggecacca
<210> 20
<211>108
<212> PRT

tgacccagtce
ccgectecte
ccectegget
ccggetetgg
tcgecegtgta

agctggaaat

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

tcctgcecace
ctctgtgtce
gctgatctac
ctctggcacc
ctactgccac

caag

ctgtctctga
tcecggetace
tctacctceca
gactttaccc

cagtggtcca

gccctggega
tgtactggta
acctggectce
tgaccatctc

gctaccectt

94

gagagctacc
tcagcagaag
cggcatccecct
cagcctggaa

cacctttgge

60

120

180

240

300

324



10

15

20

ES 2748 295 T3

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 20

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu
1 5 10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val
20 25

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

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

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys His Gln Trp Ser
85 90

Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 21

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 21

Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Phe Arg
1 5

<210> 22

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 22

Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro
1 5

<210> 23

<211> 11

95

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Ser

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr
95

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

80

Pro



10

15

20

25

30

35

ES 2748 295 T3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Péptido sintético"
<400> 23

Ala Arg Lys Gly Ile Ala Arg Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 24

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético"
<400> 24

Gln Ser Leu Leu Asp Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr
1 5 10

<210> 25

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Péptido sintético"
<400> 25

Gly Ala Ser
1

<210> 26

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 26

Gln Asn Asp His Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 27

96



10

15

20

25

30

35

ES 2748 295 T3

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 27

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp
1 5

<210> 28

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 28

Ile Asn Pro Ser Ser Gly His Ile
1 5

<210> 29

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Péptido sintético"
<400> 29

Ala Arg Gly Arg Phe Ala Tyr
1 5

<210> 30

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Péptido sintético"
<400> 30

Ser Ser Val Ser Ser Gly Tyr
1 5

97



10

15

20

25

ES 2748 295 T3

<210> 31

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético"
<400> 31

Ser Thr Ser
1

<210> 32

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético"
<400> 32

His Gln Trp Ser Ser Tyr Pro Phe Thr
1 5

<210> 33

<211> 220

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 33
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Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser

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

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

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Phe Gly Ala Ser Thr Arg Glu Ser
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70 75

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90

Asp His Ser Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu
100 105 110

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro
115 120 125

Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu
130 135 140

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn
145 150 155

Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser
165 170

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala
180 185 190

Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly
195 200 205

Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215 220

<210> 34

<211> 447

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 34

99

Leu

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

175

Asp

Leu

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Asn

Ile

Asp

Asn

Leu

160

Asp

Tyr

Ser



Gln

Ser

Arg

Gly

Lys
65

Val

Val

Met

Trp

Gly

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Val

20

Trp

Asn

Phe

Val

Ser

val

Thr

vVal

Gln

Cys

Lys

Tyr

Phe
70

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ser

Ser

25

Pro

Glu

Asp

ES 2748 295 T3

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Leu

Tyr

Gln

Thr

Ser
75

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

val

100

Lys

Phe

Leu

45

val

Ser

Pro

Thr

Lys

Asp

Thr

Gly

15

Asn

Trp

Asp

Ala

Ala

Phe

Met

Leu

Tyr
80



Leu

Ala

Thr

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Gln

Arg

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

290

val

Cys

Ile

Lys

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Ser

Gly

100

val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Pro

Phe

val

260

Phe

Pro

Thr

Val

Ser

85

Ile

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser
325

Leu

Ala

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Lys

Arg

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Ala

Ala

Ser

120

Thr

Pro

val

Ser

Ile

200

Val

Ala

Pro

Vval

val

280

Gln

Gln

Ala

Glu

Met

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

ES 2748 295 T3

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro
330

Thr

Tyr

Gly

Gly

vVal

155

Phe

Val

Val

Lys

Leu

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315

Ala

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

vVal

Gly

Ser

125

Ala

Val

Ala

Val

His

205

Cys

Gly

Met

His

val

285

Tyr

Gly

Ile

101

Tyr

Gln

110

Val

Ala

Ser

Val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Vval

Glu

Lys
335

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr
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Ile

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Leu

Ser

Pro

Vval

370

Gly

Asp

Trp

His

<210> 35

<211> 215

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
435

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

Ala

340

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

420

His

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

ES 2748 295 T3

Gly Gln Pro Arg Glu
345

Glu Met Thr Lys Asn
360

Tyr Pro Ser Asp Ile
375

Asn Asn Tyr Lys Thr
390

Phe Leu Tyr Ser Lys
410

Asn Val Phe Ser Cys
425

Thr Gln Lys Ser Leu
440

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Gln

Val

val

380

Pro

Thr

val

Leu

Val

Ser

365

Glu

Pro

val

Met

Ser
445

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

His

430

Pro

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 35

Glu Ile Val Leu

1

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Ala

Tyr

35

Ser

Gly

Asp

Thr

20

Trp

Thr

Ser

Phe

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

Gln Ser Pro Ala Thr
10

Ser Cys Ser Ala Ser
25

Gln Gln Lys Pro Gly
40

Asn Leu Ala Ser Gly
55

Thr Asp Phe Thr Leu
70

Val Tyr Tyr Cys His
90

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Trp

102

Leu

Val

Pro

45

Ala

Ser

Ser

Ser

Ser

Arg

Arg

Ser

Ser

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr
95

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

80

Pro
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Phe Thr

Ala Pro

Gly Thr
130

Ala Lys
145

Gln Glu

Ser Ser

Tyr Ala

Ser Phe
210

<210> 36
<211> 443

Phe

Ser

115

Ala

vVal

Ser

Thr

Cys

195

Asn

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

Gly Ser
100

Val Phe

Ser Val

Gln Trp

Val Thr

165

Leu Thr
180

Glu Val

Arg Gly

Gly

Ile

val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Thr

Phe

Cys

135

val

Gln

Ser

His

Cys
215

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Leu

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

ES 2748 295 T3

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

Val

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 36

Gln Val
1

Ser Vval

Trp Met

Gly Tyr
50

Lys Asp
65

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu Val
5

Val Ser

20

Trp Val

Asn Pro

Val Thr

Gln

Cys

Arg

Ser

Ile
70

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Ile

Lys

Val

Tyr

Gln

Glu

Ser
75

Lys

Thr

Gly

Asn

60

Thr

103

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

vVal

Lys

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr
80



Met

Ala

Ser

Ser

Asp

145

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

val

305

Ser

Glu

Arg

Ser

Lys

130

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

210

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Leu

Gly

Ala

115

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

195

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Ser

Arg

100

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

180

Ile

Val

Ala

Pro

Val

260

val

Gln

Gln

Ala

Ser

85

Phe

Thr

Ser

Glu

His

165

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

245

val

Asp

Tyr

Asp

Leu
325

Leu

Ala

Lys

Gly

Pro

150

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Pro

Arg

Tyr

Gly

Gly

135

vVal

Phe

Val

Val

Lys

215

Leu

Thr

Val

vVal

Ser

295

Leu

Ala

Ser

Trp

Pro

120

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

200

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Pro

Glu

Gly

105

Ser

Ala

Val

Ala

Val

185

His

Cys

Gly

Met

His

265

Val

Tyr

Gly

Ile

ES 2748 295 T3

Asp

90

Gln

Val

Ala

Ser

Val

170

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu
330

Thr

Gly

Phe

Leu

Trp

155

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Ala

Thr

Pro

Gly

140

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

220

Ser

Arg

Pro

Ala

val

300

Tyr

Thr

Val

Leu

Leu

125

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

205

His

val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

104

Tyr

val

110

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

190

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

270

Thr

val

Cys

Ser

Tyr

95

Thr

Pro

val

Ala

Gly

175

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

255

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys
335

Cys

Val

Ser

Lys

Leu

160

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

240

Val

Phe

Pro

Thr

val

320

Ala
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15

20

Lys

Glu

Phe

Glu

385

Phe

Gly

Tyr

Gly

Glu

Tyr

370

Asn

Phe

Asn

Thr

<210> 37

<211>19

Gln

Met

355

Pro

Asn

Leu

val

Gln
435

<212> PRT

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

420

Lys

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

405

Ser

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

Glu

Asn

Ile

Thr

390

Lys

Cys

Leu

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Leu

Ser

Ser

Gln

Val

360

Val

Pro

Thr

Val

Leu
440

Val

345

Ser

Glu

Pro

val

Met

425

Ser

ES 2748 295 T3

Tyr

Leu

Trp

Vval

Asp

410

His

Pro

Thr

Thr

Glu

Leu

395

Lys

Glu

Gly

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Ala

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Arg

Leu

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 37

1

Phe Ala Ser

<210> 38

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

10

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 38

Pro

350

Val

Gly

Asp

Trp

His
430

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

415

Asn

15

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1

<210> 39

<211> 14

<212> PRT

5

10

105

15

Arg

Gly

Pro

Ser

400

Gln

His

Ser Thr Trp Trp Lys Glu Pro Leu Asn Ile Val Ser Phe Leu Phe Cys
5
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<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Péptido sintético"
<400> 39

Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp Ser Thr
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion de anticuerpos que comprende un primer anticuerpo anti-MET o una porcién de union a antigeno
del mismo y un segundo anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo, en donde:

a) la cadena pesada (H) CDR1-3 y la cadena ligera (L) CDR1-3 de dicho primer anticuerpo anti-MET comprenden las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24, 25 y 26, respectivamente; y

b) la cadena pesada (H) CDR1-3 y la cadena ligera (L) CDR1-3 de dicho segundo anticuerpo anti-MET comprenden las
secuencias de aminodacidos de la SEQ ID NOs: 27, 28, 29, 30, 31 y 32, respectivamente.

2. La composicién de anticuerpos de conformidad con la reivindicacién 1, en donde

a) el dominio variable de cadena pesada (VH) y el dominio variable de cadena ligera (VL) de dicho primer anticuerpo
anti-MET son por lo menos un 90% idénticos en secuencia respecto a las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs:
6 y 8, respectivamente, y el VH y el VL de dicho segundo anticuerpo anti-MET son por lo menos un 90% idénticos en
secuencia respecto a las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 10 y 12, respectivamente;

b) el VH y el VL de dicho primer anticuerpo anti-MET comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 6 y
8, respectivamente, y el VH y el VL de dicho segundo anticuerpo anti-MET comprenden las secuencias de aminoacidos
de SEQ ID NOs: 10 y 12, respectivamente;

c) el VH y el VL de dicho primer anticuerpo anti-MET son por lo menos un 90% idénticos en secuencia respecto a las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 14 y 16, respectivamente, y el VH y el VL de dicho segundo anticuerpo
anti-MET son por lo menos un 90% idénticos en secuencia respecto a las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs:
18 y 20, respectivamente; o

d) el VH y el VL de dicho primer anticuerpo anti-MET comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 14 y
16, respectivamente, y el VH y el VL de dicho segundo anticuerpo anti-MET comprenden las secuencias de aminoacidos
de SEQ ID NOs: 18 y 20, respectivamente.

3. La composicion de anticuerpos de conformidad con la reivindicacién 1, en donde

la cadena pesada (HC) y la cadena ligera (LC) de dicho primer anticuerpo anti-MET comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 34 y 33, respectivamente, y

la HC y la LC de dicho segundo anticuerpo anti-MET comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y
35, respectivamente.

4. La composicion de anticuerpos de conformidad con la reivindicacién 1 o 2, caracterizado porque esa compaosicion
tiene por lo menos una propiedad seleccionada del grupo constituido por:

a) induce la degradacion de MET;

b) inhibe el crecimiento in vitro de por lo menos una linea celular seleccionada de SNU5, EBC1, MKN45, Katoll, OE33 y
Okajima;

¢) inhibe la fosforilacion de MET;

d) inhibe MET sefalizacion en direccion 3’; e

e) inhibe la proliferaciéon de células endoteliales primarias en presencia o ausencia de HGF.

5. Un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo, en donde dicho anticuerpo:

a) tiene H-CDR1-3 y L-CDR1-3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24, 25 y
26, respectivamente;

b) tiene un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 y un VL que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 8;

c) tiene un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 y un VL que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 16; o

d) tiene una HC que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 34 y una LC que comprende la secuencia
de aminoédcidos de SEQ ID NO: 33.

6. Un anticuerpo anti-MET o una porcién de unién a antigeno del mismo, en donde dicho anticuerpo:
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a) tiene H-CDR1-3 y L-CDR1-3 que comprenden las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOs: 27, 28, 29, 30, 31y
32, respectivamente;

b) tiene un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 y un VL que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 12;

c) tiene un VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y un VL que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 20; o

d) tiene un HC que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y una LC que comprende la secuencia
de aminoécidos de SEQ ID NO: 35.

7. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada
0 una porcién de unién a antigeno del mismo, y una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena ligera o una
porcién de union a antigeno del mismo, del anticuerpo anti-MET de la reivindicacion 5 o 6.

8. Una célula hospedera que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada o una porcién de
unién a antigeno de la misma, y una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena ligera o una porcién de unién a
antigeno de la misma, del anticuerpo anti-MET de la reivindicacién 5 o 6.

9. Un método para producir el anticuerpo o porcién de union a antigeno de la reivindicacion 5 o 6, que comprende:
proporcionar una célula hospedera de conformidad con la reivindicacion 8,

cultivar dicha célula hospedera en condiciones adecuadas para la expresion del anticuerpo o porcién, y

aislar el anticuerpo o porcién resultante.

10. Un método para producir la composicion de anticuerpos de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende

proporcionar una primera célula hospedera capaz de expresar el primer anticuerpo anti-MET o porcion de union a
antigeno y una segunda célula hospedera capaz de expresar el segundo anticuerpo anti-MET o porciéon de unién a
antigeno,

cultivar dichas primera y segunda células hospederas en condiciones adecuadas para la expresion de los anticuerpos o
porciones, y

aislar los anticuerpos o porciones resultantes, opcionalmente en donde la primera y segunda células hospederas se
cultivan en un Unico biorreactor.

11. Una composicion farmacéutica que comprende la composicion de anticuerpos de cualquiera de las reivindicaciones
1-4 o el anticuerpo anti-MET o porcién de unién a antigeno de la reivindicacion 5 o 6, y un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

12. Una molécula de unién biespecifica que tiene las especificidades de union del primer y segundo anticuerpos anti-
MET o porciones de unién a antigeno de la composicién de anticuerpos de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en
donde la molécula de union biespecifica comprende un primer sitio de unién a antigeno que comprende las secuencias
de aminoé&cidos de H-CDR1-3 y L-CDR1-3 de SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24, 25 y 26, respectivamente, y un segundo sitio
de unién a antigeno que comprende las secuencias de amino4cidos de H-CDR1-3 y L-CDR1-3 de SEQ ID NOs: 27, 28,
29, 30, 31 y 32, respectivamente.

13. La composicion de anticuerpos de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, el anticuerpo anti-MET o porciéon de uniéon
a antigeno de la reivindicacién 5 o 6, la composicién farmacéutica de la reivindicacién 11, o la molécula de unién
biespecifica de la reivindicacién 12, para su uso en el tratamiento de un paciente humano con cancer.
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Perspectiva general de constructos

Resultados de unién

constructo de MET | [ SEMA QL [ SEMA B PSI-ITP4 | [ Anticuerpos |
w B
2 D 9o g E

84 163 234 308 431 480 S16 563 657 742 837 933 9% 2 2 2 5 3 5 8 £ &8

MET Humana [ Hoja2 [ Hoja3 Hoja 4 Hoja 5 Hoja 6 Hoja7 | psi- [ ipTe | ipt3 [ pTa | 1pTasvsGPl] [+ [+]+]+[+]+]+ |+
657 742 837 933 986

MET de pollo

516 563 657 742 837 033 986

MET de raton T Hoja 1 Hoja 2 Hoja 3 Hoa 4 Hoja 5 Hoja 6 Hoja7 | PSI- | IPTL] IPT3 | IPT3 | IPT4 [SV5-GPI]

Constructos quiméricos

AA 1 84 163 234 308 431 480

SEMA a.de pollo ; Hoja 6 Hoja 7 J Psl- | 1PT1 | 1PT3 J 1PT3 | !PTA |5v5 GPI
A 431 480 516 563 657 742

SEMA B de pollo SN ol [ Homz | Hoas [psi-[pra[1pT3 | IPT3| 1PT4 Isvs Gpll _
A1 25 84 163 516563 657 742 837 933

Dominio PSIde pollo SN Ho@1 | Hoa2z | Hoad | Hoad | Hoab5 | Hoa6 | Hoa7 [ipgry \pr1| 1PT3 | IPT3 | 1PT4 [5V5- Gpl\ \ AERERNRENE - |
AA 1 25 84 163 234 308 431 480 742 837 933

Dominio IPT1 de pollo N Hojal | Hoa2 | Hoa3 | Hoa4 | Hojab | Hoja6 | Hoa? 1PT3 [ IPT3 | 1PT4 [SV5-GPI pERnRn B |
A28 84 163 234 308 431 480 986

Dominio IPT2 de pollo @ Hojai | Hoja2 | Hoja3 | Hoa4 | Hoja5 | Hojab | Hoja7 j |pT3| \p‘r4 |5v5 Pl [+ +]+]+]+]+ ]+ .
M1 25 8 163 234 308 431 480 782 986

Dominio IPT3de pollo SN Hoja1 | Hoa2 | Hoa3 | Hoa4 | Hoja6 | Hoab | Hoa7 \ PSI- | \PT1| 1PT3 [ '_}I 1PT4 Isvs—epl\ G+~~~ -4
AA 1 25 84 163 234 308 431 480 516 657 742 837 933 986

Dominio IPT4de pollo S\ Hoia1 | Hoja2 | Hoa3 | Hom4 | Hoab | Hoa6 | Hoja7 | psi- | 1PT1 | |PT3 J IPT; | ﬂ'fl svs Gpl] [+ [+] BB - |
AM1_25 84 163 234 308 431 480 516 563 986

Hoja de ratén 1 EN m2583 | Hom2 | Hoa3 | Hoa4 | Hoja5 | Hoja6 | Hoa7 | Psi- | 1PTL | IPT3 { IPT3 | \PT4 |sv5 Gl [P +[+[+1+[+1+1-1
A1 25 84 163 234 308 431 480 516 837 986

Hoja de raton 1-2 N AA25-162 [ Hoja3 | Hoja4 | Hoja5 | Hoja6 | Hoja7 \ PSI- | IPTL | IPT3 \ IPT3 | IPT4 |sv) GPl\ BRTEENE - |
AA1 25 84 163 234 308 431 480

Hoja de ratén 1-3 N 25233 [ Hoja4 | Hoa5 | Hoja6 | Hoa7 ] PSI | wn |PT3 J IPT3 | wm ws Gl
M1 25 84 163 234 308 431 480 986

Hoja de raton 1-4 N AA 25205 [ Hoja5 | Hoja6 | Hoja7 \ PSI | \PTl | IPT3 \ IPT3 | \P‘M st Gl
M1 25 84 163 234 308 431 480 986

Hoja de ratén 1-5 N AA 25430 [ Blade6 | Hoa7 \ PSi- | 1PTL | 1PT3 \ 1PT3 | 1PT4 |sv5—5p|\
AA 1 25 84 163 234 308 431 480 516 563 657 742 837 933 986

Hoja de ratén 1-6 R AA25-479 [ Hoa7 J PSI- | 1pTL | 1pT3 [ 1PT3 [ 1PT4 [sv5-GPI]
AM1_25 84 163 234 308 431 480 563 986

Hoja de ratén 1-7 N AA25513 { PSI [ipTa | IPT3 TipT3 ] P74 [sv5- Gpl\
A1 25 84 163 234 308 431 480 516 563 657 742 837 033

PSHPTA de ratén & Hoja1 | Hoja2 | Hojad | Hojad | Hojas | Hoa6 | Hoa7 | AAS15.992 |5v) 5p|\ \ v e[+ [*r ]+
M1 25 84 163 234 308 431 480 516 563 657 742 837

Hojaderaton74PT4 X Hojal | Hom2 | Hoa3 | Hoad | Hoja5 | Hoa6 | Hoa? AR 480-992 |5V5 Gm\ \ e[+ [+ ]*
M1 25 84 163 234 308 431 480 516 563 657 742 837 033 986

Hojaderaton 64PT4 NN Hoal | Hoa2 | Hoa3 | Hoad | Hoas | AA431-992 [svser] [Fle]+]+]+]~
M1_25 84 163 234 308 431 480 516 563 657 742837 933 986

Hoja de ratén 5b S ot [ Homz | Hoas | Hoad [Hojms] AA382.992 [svsepr] [Fl+]+]+]*[*
AA1 25 84 163 234 308 431 480 516 563 657 742 837 933 986

Hoja de ratén 5a X Foat | Hoaz | Hoas | Hoad | AA 296-992 [svsepl] [+]+[+]+]*
M1 25 84 163 234 308 431 480 516 563 657 742 837 033 986

Hoja de ratén 4 S ol | Hoez [ Hops ]| AA234-092 [svsert] [w]+]+]+]*
M1 25 8 163 234 308 431 480 516 563 657 742 837933 986

Hoja de raton 3 S ot [ hHoaz | AA163-992 [svs-cpl]
M1 25 84 163 234 308 431 480 516 563 657 742 837 933 986

Hoja de ratén 2 N ot | AA 84992 [svs-api]
M1 25 84 163 234 308 431 480 516 563 657 742 837 033 986

Ls1 S w5122 [Hoa2] Hoa3 | Ho4 | Hoa5 | Hom6 | Hoa7 [ psi | IpTL] IPT3 ] IPT3 ] IPT4 [sv5 GPI] +[++[+Ino] - I
A1 25 84 163 234 308 431 480 516 563 657 742837933 986

Ls2 N AA25-224 [ Hoja4 [ Hoja5 | Hoa6 | Hoja7 | psl- | IPTL] IPT3 [ IPT3 [ IPT4 [SV5-GPI]
AA1 25 84 163 234 308 431 480 516 563 657 742 837 933 986

Ls3 N AA25-312 [ Hoja5 | Hoja6 | Hoja7 | psi- | IPTL] IPT3 | IPT3 [ IPT4 [sv5-GPI]
M1 25 84 163 234 308 431 480 516 563 657 742 837 033 986

Ls4 N AA25371 [ Hoja5/6 | Hoa7 | psi- | ipTa ] ipT3 | PT3 | 1PT4 [sv5-GPI]
AA1 25 84 163 234 308 431 480 516 563 657 742 837 933 986

LS5 N AA25-473 [ Hoia7 \ PSI [ wT1| IPT3 [ IPT3| wm |w5 Gm\ - MR -
AL 25 84 163 234 308 431 480 563

L1113 TN Foet | Homz | Hoas | Hoad | Hoa5 | Ho6 | Hoar \ PSI- | \PT1| 1PT3 \ AAT735-764 |sv5 GPl\ \ [+ [+ [+ [+ no]+
A1 25 84 163 234 308 431 480

1114 Sy ot [ Hoa2z | Hoa3 | Hoa4 | Hoja5 | Ho6 | Hoar | PSI- | wT1| 1PT3 | AA 775862 [SV5- Gpl\ \ e+ [+ [+[+]no]- I

FIGURA 2
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