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DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
CONVERSION, DIVISION Y FUSION DE SOLICITUDES
1. Identificacion del Tramite E ‘ |
D Conversién ‘_ . DlVlsuSn T I D Fusién

. Patente de Invencion S

[:] Patente de Modelo de Utl|ldad

[_] Registro de Disefio Industrial 7 o
I:] Esquema de Trazado de Circuitos Integrados =~ . =« -

2,  Datos del solicitante SR R T B
-, Persona Natural“.- om0 T Persona,JuridicaX]

__PIERRE FABRE MEDICAMENT . R .

Nombre o denominacién / Nombre o razén social

Nombre representante legal

Tipo de empresa Mncro D Pequena E] Medlana |:| = Otra[X]

Documento de identificacién: . C.C. [:]CE ] NIT I:I Otro “ Namero

Direccién y domicilio del titutar Ciudad

Nacionalidad/Pais de constitucién _—
Francia 45, place Abel Gance F+92100 Boulogne Billancour]
Direccidn electrénica " .| No, Fax Lo Numero telefénico

& Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las comunicaciones
sean enviadas a través de la direccion de correo electrénico

3. Datos del apoderado
CADENA SARMIENTO JUAN PABLO : fonde - 80.410.337 57492
Apellidos y Nombre Documento de identificacién Tarjeta profesional
Direccién y domicilio : Ciudad
Calle 70 A #4—41 Bogota, D.C.
Direccién electrénica No. Fax Nuamero telefdnico
742-2200 744-2200
En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial, sirvase
indicar el nimero de su radicacién o protocolo de poder general




4. Datos del tramite

s

CONVERSION _ w DIVISION FUSION
Expediente: Expediente: 11 073.992 Expediente:
De: De: De:
A A A
2 »;; \\{: - ? ‘“T’" «;»
5. Anexos
Comprobante de pago No. 15~ 20262 Fecha: _21.05.2013
1>~ 2926
12— 4841
6. Anexos
Comprobante de pago de la tasa para la presentacién de la correccién y/o modificacion.
Poder, si fuere el caso con el que se acredita la representacién.
D Numero de documento que ordena la comisién o fusién o divisién.
D Documento que contiene la conversion, divisién o fusién de Ia solicitud.
E] Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético.
7.Firma B V2
Nombre y apellidos R . = Firr'ﬁ iy 7, T ,
JUAN PABLO CADENA SARMIENTO b SOy ////%
C.C 80.410.337 R __“7| Tarjeta Prefesional 57492 .
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/-

(¥ RECIBO DE CAJA No. 13 - 0048417
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Mayo 20 de 2013 - 15:54:11

RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A. NI 860.047.372

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO

CUENTA No. PAGO FECHA PAGQO VR.PAGQ
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 426513275 20/05/2013 11.170.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCFEPTO Ve UNDITARIQ Ve CONCEPTQO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 12%7| &QNATDAC&Q%IR;I\JENTE UNITARIA 30.000.00 30.000.00

$30.000.00

SON: “TREINTA PESOS MONEDA CORRIENTE***

_R*gﬁs*;_)ons hle:

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

AL

No. 11-0738

- 2013-05-24 16:35:26  Dep. 2020 DIR NUEVASCR
.};?ac.h?‘.' 2(F)°1ATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 851 DIVISIONAL Folios: 177

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIOS

SR

Fecha: 2013-05-24 16:35:26
Tra 11 P o8 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Eve: 378 F,
Act. 411 PRESENTACION Follios: 1;\7SENACIOI\1ALI

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Woeb: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
ayo 20 do 2013 - 15:54:14




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/-

124%4 1
4

( RECIBO DE CAJA

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 13 - 0027269

Bogota D.C., Marzo 19 de 2013 - 07:46:09

RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S A.

NI 860.047.372

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGQ BANCO CUENTA No PAGO

EECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 426513474

18/03/2013 24.248.200.00

*** Conceptos Pagados ***

4’

CANT. RENTISTICO CONCEPTO VrUNDITARIO Ve CONCEPTO
22 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA 30.000.00 660.000.00
ADICIONAL ALAS 10 INIC $660.000.00

SON: **SEISCIENTOS SESENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Resyonsable:

*****

Recibo de Caja Aplicéo%Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

BRI B

Fecha: 2013-05-24 16
Tra. 11 PATENTEIYI

Act. 851 DIVISIONAL

35:26 _Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Eve: 378 FASENACIONAL|
Folios: 177

L NEm—

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO8

A IR A RENANMENEE0

No.

- -00000-0000

Fecha: 2013-05-24 16:35:26  Dep. 2020 DIR NUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIYI)

Eve: 378 FASENACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios: 177

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

+ Marzo 18 dc 2013 - 07:46:24
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO K\\
NIT : 800.176.089-2
- -
ﬂi _ RECIBO DE CAJA No. 13 - 0020262
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Febrero 28 de 2013 - 08:38:12
RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A. Ni 860.047.372
*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGQ BANCO CUENTA No. PAGO FECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 426513441 27/02/2013 35.651.000.00
*** Conceptos Pagados ***

CANT._ RENTISTICO CONCEPTO VEUNDITARIO  Vr.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 2%%5&1\\/%%}8%% CS(())'\%jr : ggREDE PATENTE 450.000.00 450.000.00

$450.000.00

4

/
SON: **CUATROCIEN'Z(S/CINCUENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

' Responsable:
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

LA TS RN

No. 11-073892- -00007-0000

Fecha: 2013-05-24 16:35:26  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONAL!
Act. 851 DIVISIONAL Folios: 177

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO6

A

Act. 411 PRESENTACION Folios: 177

o ESENTACON T

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.slc.gov.co e-mai: Info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
. Febrero 28 de 2013 - 08:38:24
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LN : ‘ : .+ " Brigard & Castro
- . ) BOGOTA - COLOMBIA
‘ PODER POWER'OF ATTORNEY
Bl SUSCHO. .1 et vritieirensrner b srssmsssensassnsss e roresesanee
The Undersigned....Jean-Plerre GOUZINIER...........cc.cccorervcrrninennns
En calidad de. .
Adting as  Chief Operating OFicer............cccorveriiviineeninneen,
De. -

Sociedad constituida de acuerdo con las leyes de.

con domicifio en.

Oficinas principales en

Nombro{amos) a:JUAN PABLO CADENA SARMIENTO vylo
CARLOS H. PALACIO EASTMAN y/o MARTIN EDUARDO
TORRES CARDOZO., de Bogota, Colombia, apoderados
verdaderos y legales con poder especial, amplio y suficiente, para
recabar de las oficinas y autoridades colombianas administrativas,
judiciales 'y de policia, en cualquier instancia o recurso, la obtencion
de paténtes de invencion, registros de marcas, disefios industriales,
modelos de utilidad, dep6sitos de nombres comerciales y enséfias,
registros de derechos de autor y contratos sobre los mismos,
. -obtencién de certificados de obtentor de varledades vegetales, asi
‘como sus prorrogas, renovaclones, anotaciones de traspaso,
cambios de nombre yfo domicilio; elaborar, tramitar y registrar
‘pntratos de. licencia y licenclas de cualesquiera clases; intervenir
™~¢omo demandante o como demandado en cualquler Instancia -y
recurso ante cualquier juez, corporacién, fuhcionaro pubfico o
autdridad en acclones judiciales, administrativas y de policia tales

como: oposiciones al registro de marcas; acciones de caducidad, .

cancelacion y nulidad; acciones relvindicatorias, acclonss derivadas
de 1a obtencién o explotacion de licencias; acciones de competencla
desleal; demandas penales; acclones de indemnizacién de perjuiclas,
reclamos y observaciones a solictudes de patentes, disefios
industriales, modelos de utilidad, en el elercicio de medidas
cautelares y en otras acciones o medidas similares.

A este efecto, lo(s) faculto(amos) para elevar solicitudes, formular
descripciones, enmiendas, protestas, declaraciones, oposiciones,
cancelaciones, nulidades, apelaciones y reclamos; pagar impuestos,
cuotas y gravémenes prescritos por fa ley; renuriciar o desistir.a

derechos concedidos o en curso de concesidn; recibir toda clase de -
documeritos y valores, dando el descargo respectivo, y, en general, .

para dar ante dichas autoridades todos los pasos necesarios al

efecto indicado y tomar todas las medidas que creyeren conducentes

al rasguardo de mis ({nuestros intereses), con todas las demas
_ acultades legales necesarias.

Este poder comprende la facultad de ratificar o confirmiar en ml
(nuestro) nombre lo actuado asf como la facultad de desistir,
transigir, comprometer, y la de sustituirio en todo o en parte y revocar

sustituciones. Asimismo nombro(amos) a: JUAN PABLO. CADENA

SARMIENTO y/o CARLOS H. PALACIO EASTMAN y/o MARTIN
EDUARDO TORRES CARDOZO., domiciliado(s) en la Carrera 7
No. 16-58 Piso 9, mis (nuestros) apoderados en Colombia, con
facultades para--recibir notificaciones y designar apoderados
Jjudiciales o extrajudiciales,

Otorgado y firmado en
Hoy. Lo LRI de...200.......
Firma.....ooovveieniiiiecennnn.

PIERRE FABRE MEDICAMENT
Nombre. ..., Société Anenyme: -+
CAIGO...vvvvvver oo 1.7..&V.?29.6..’9@..M99h..r.1...&1.!96,9&1&@5...

45, place Abe] Gonce - 92100 BOULOGNE

Of ‘PIERRE FABRE MEDICAMENT............. N

Company Incorporated as per the laws of France.........z..eeieuieuiin

domiclied In 45, Place ADEl GaNCe................cccecrcvmmiresicsersinvaversonins

Withi: prlndpal officesIn. Castngs.............ccoevvervvvennrinmenniinnanns

SRTXCLFLN

Hereby appomts JUAN PABLO CADENA SARMIENTO and/or
CARLOS H. PALACIO EASTMAN and/or MARTIN EDUARDO
TORRES CARDOZO, of Bogota, Colombia, my {our) trug and
lawful attorneys with $pecial, ample and sufficient power to dbtain.
from the Colombian administrative, judicial and police offices. 2w
authorities, In any instance, privileges of patents of Inventign,
registration of frademarks, industrial designs and. utllity models;
registration of-commercial names and emblems, registration of .
‘copyright and contracts related. thereto, certificates of obtainers of
vegetables vafieties, as well 25 extensions, renewals and recordal’
of assignments and ¢hanges of name and domicile related to the
above; to prepare, prosecute and register licenses: of any kind; to
act as plaintiff or defendant in any instance or recourse, and
before any judge, corporation, public official or authority In judicial,
administrative and police actions, such as: oppositions to the
registration of trademarks; caducity, cancellation and nullity
actions; claim actions derived from the obtaining or exploltation of
licenses, action of unfair competition; criminal proceedings, adtions
for payment of damages: claims or obsefvations on patent
appllcat:ons, modals, -iInduistrial designs and utiiity models: in‘the

-exarcise of praevantive measures: and in othér actions or similar

proceedings.

To that effect they hereby empowered to file applications, formulate

descriptions, ‘amendments, protests, declarations, oppositions,

cancellations, nullitigs, appeals and claims; to pay taxes, quotas and
assessments préscribed by law, renounce or waive the rights
granted or in e process of granting; to receive ail kinds of
documents: and - valuables, glving the respective release of
teceipt, ®nd,: in general, to take before' sald authorities. the
necessary steps to such effect, and any measures that they may
desm pertinent te the safeguard of my (our) Interest(s) with all the
other necessary legal powers,

This power Includes the faculty to' ratify or conflrm desist, settle
and compromise on my (our) beHalf, and to substitute this-power in
whols or'In part and to revoke substitutions. At the same timé |
(We) hereby appoinfs JUAN. PABLO CADENA SARMIENTO.
and/or CARLOS -H. PALACIO. EASTMAN and/or MARTIN
EDUARDO-TORRES CARDOZO, domiclied In Carrera 7.No. 16-,
58,.Piso: 9, my {our) attorney(s) In fact, with powers to receive
notifications and fo designate judicial.and extrajudicial attomeys.

Granted and signed in Castres '

Signature

Name



...................................................................................

a quien conozco, y de quien me consta qus firmé el anterior
documento, debidamente juramentado declard y dijo que
EUElIA @Sttt seren s

Sociedad legalmente constituida para un perfodo de duracién
que aln no ha terminado; que el declarante esta autorizado
por dicha ¢compafila para conferir este. ‘poder; que el seflo
estampado por éi al pie de tal poder, en nombre y
representacién de la expresada compafiia, es el sello oficial
de ella; y que el objeto para el cual se confiere este
instrumento. est4 comprendido dentro. del objeto social de la
_sociedad.

€l suscrifo Notario hace constar que tuvo a la vista las
_ Tuebas de la existencia de la sociedad.

Estado de.........ccovivevcrevrrnine e sees
con fecha..........cocveiinicnnenee st R

y que quien confiere el presente poder es su representante.

- e T

Notario Publico (sello)

!3 g [PEE R N §

apiviogu - §

wosfint
; CERTIFICADO NOTARIAL
H PERSONA NATURAL gs\:&mz vt S

comparéc

a quien ;rées) £On0zeo. Y.

otorgan e] misma para los fines y propositos.que.en &l se. exbres%ﬂ

2' vhnragys il
4
a Notario Piblico (sello)

I

LEGALIZACION POR APOSTILLA ES REQUERIDA,

et g s ae S
,b gml A 1K nmw 2

6. Constaque. es(son) TH{aft ‘éél‘%é‘(é)a
frmante(s) det documegnte; quppweeede‘ynﬂierrg(qesrdeclara(ﬁ)‘ﬂqueV

:NOTARIAL CERTIFICATE {CORPORATION):

On this 3" ....day of November...........of 2005......

_personally appeared before me Jean-Pierre COUZINIER

to me: known, and known t0 me to be the petson who signed the
foregoing instrument who beinhg by me duly swom did depose and
say that he (she) is the Chief Operating Officer.

AR AT R L LR R R R AR T PP PP PRSI PP P

R R S S T

Which is legally constituted for a term riot yet expired, that
deponent is authorized by said Company to confer: this
Power of Attorney: that the seal affixed hereunto by the
deponent in the name and on behalf of said Corporation 1s
the corporate seal ithereof; and that the purpose for which
this-instrument is granted is included within the corporate
purpose of company.. .

The undersigned Notary Public attests that he has seen the
documents: that prove the existence of the company.

‘Stateiof France.,..

under date of. November 3", 2005...
and that he (she) who grants the present power of attorney
isits Represent i:

17 IALCERTIFICA
" NATURAL PERSON

is(are) known to me and who | attest executed the foregoing
eumerit and he (they) declared he (they) grant(s) the document
r the uses and purposes therein expressed.

Notary Public (Seal)

LEGALIZATION BY APOSTILLE IS REQUIRED.
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(Conveiion de La Haye du 5 octobre | 961)

1 - République Frangaive

4 - cntrevétn du soenti e A0 XL o

pesiony

3 -4 TOULOUSE 6 -J.cirensicresnen
7-- Par le procureyr géndral pros la cour d'appit

8- Som;n“—‘gi 2....

H
L
i
:

9 - Scesn




TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Poder otorgado por PIERRE
FABRE MEDICAMENT, domiciliada en 45, Place Abel Gance.

APOSTILLA
(Convenci6n de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Republica Francesa

Este documenito plblico
2. ha sido firmado por el Sr. Philipe DEYVEAUX

3. actuando en capacidad de Notario

4, lleva el sello de la oficina de CASTRES

Certificado
5. en TOLOUSE 6. el 14 de noviembre de 2005
7. por el Procurador general para la Corte de apelaciones
8. No. 7842
9. Sello 10. Firma

(Firma)

S,



ANTICUERPO ANTI-cMET NOVEDOSO

La presente invencion se refiere a un anticuerpo divalente novedoso capaz
de unirse especificamente al receptor c-Met humano y/o capaz de inhibir
especificamente la actividad de tirosina quinasa de dicho receptor, asi como
también las secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos que codifican dicho
anticuerpo. Mas particularmente, el anticuerpo de acuerdo con la invencién es
capaz de inhibir la dimerizacién de c-Met. La invencion asimismo comprende el
uso de dicho anticuerpo como un medicamento para el tratamiento profilactico y/o
terapéutico de canceres o de cualquier patologia relacionada con la
sobreexpresion de dicho receptor asi como también en procesos o kits para el
diagnostico de enfermedades relacionadas con la sobreexpresidon de c-Met. La
invencién finalmente comprende productos y/o composiciones que comprenden
ese tipo de anticuerpo en combinacién con otros anticuerpos y/o compuestos
quimicos dirigidos contra otros factores de crecimiento involucrados en la
progresion de tumores o metastasis y/o compuestos y/o agentes anticancerigenos
0 agentes conjugados con toxinas y su utilizacion para la prevencion y/o el
tratamiento de ciertos canceres.

Los agentes dirigidos hacia la tirosina quinasa receptora (RTK, segdn sus
siglas en inglés) tales como los inhibidores de trastuzumab, cetuximab,
bevacizumab, imatinib y gefitinib han ilustrado el interés de emplear esta clase de
proteina para el tratamiento de canceres seleccionados.

c-Met, es el miembro prototipico de una subfamilia de RTKs la cual también
incluye RON y SEA. La familia de RTK de c-Met es estructuralmente diferente de
otras familias de RTK y es el Unico ‘receptor de alta afinidad conocido para el factor
del crecimiento de hapatocitos (HGF, segun sus siglas en inglés), también
denominado factor de dispersion (SF, scatter factor) [D.P. Bottaro et al., Science
1991, 251: 802-804; L. Naldini et al., Eur. Mol. Biol. Org. J. 1991, 10:2867-2878]. c-
Met y HGF son ampliamente expresados en una variedad de tejidos y su
expresion esta normalmente restringida a células de origen epitelial vy
mesenquimal respectivamente [M.F. Di Renzo et al., Oncogene 1991, 6:1997-
2003; E. Sonnenberg et al, J. Cell. Biol. 1993, 123:223-235]. Son ambos
requeridos para el desarrollo normal de los mamiferos y han demostrado ser
particularmente importantes en la migracion celular, diferenciacion morfogénica, y
organizacion de las estructuras tubulares tridimensionales asi como también el
crecimiento y la angiogénesis [F. Baldt et al., Nature 1995, 376:768-771: C.



Schmidt et al., Nature. 1995:373:699-702; Tsarfaty et al., Science 1994, 263:98-
101]. Si bien la regulaciéon controlada de c-Met y HGF ha demostrado ser
importante en el desarrollo de mamiferos, mantenimiento y reparacién de los
tejidos [Nagayama T., Nagayama M., Kohara S., Kamiguchi H., Shibuya M., Katoh
Y., ltoh J., Shinohara Y., Brain Res. 2004, 5;999(2):155-66; Tahara Y., Ido A,
Yamamoto S., Miyata Y., Uto H., Hori T., Hayashi K., Tsubouchi H., J Pharmacol
Exp Ther. 2003, 307(1):146-51], su desregulacion esta implicada en la progresion
de canceres.

La sefializacion aberrante impulsada por la activacion inapropiada de c-Met
es una de las alteraciones mas frecuentes observada en los canceres humanos y
juega un rol fundamental en la tumorigénesis y en la metastasis [Birchmeier et al.,
Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2003, 4:915-925; L. Trusolino y Comoglio P. M., Nat Rev.
Cancer. 2002, 2(4):289-300].

La activacion inapropiada de c-Met puede surgir mediante mecanismos
dependientes e independientes del ligando, los cuales incluyen la sobreexpresion
de c-Met, y/o la activaciéon paracrina o autocrina, o a través del aumento de la
mutacion funcional [J.G. Christensen, Burrows J. y Salgia R., Cancer Latters.
2005, 226:1-26]. Sin embargo, una oligomerizacién del receptor c-Met, en
presencia o en ausencia del ligando, es requerida para regular la afinidad de unién
y la cinética de unién de la quinasa hacia ATP y los sustratos peptidicos que
contienen tirosina [Hays JL, Watowich SJ, Biochemistry, 2004 17 de agosto,
43:10570-8]. c-Met activado recluta efectores de la sefalizacion a su sitio
“multidocking” ubicado en el dominio citoplasmatico, dando como resultado la
activacion de diversas rutas de sefalizacion claves, incluyendo Ras-MAPK, PI3K,
Src y Stat3 [Gao CF, Vande Woude GF, Cell Res. 2005, 15(1):49-51; Furge KA,
Zhang YW, Vande Woude GF, Oncogene. 2000, 19(49):5582-9]. Estas rutas son
esenciales para la proliferacion, invasion y angiogénesis de células tumorales y
para evadir la apoptosis [Furge KA, Zhang YW, Vande Woude GF, Oncogene,
2000, 19(49):5582-9; Gu H., Neel BG, Trends Cell Biol. Mar 2003, 13(3):122-30;
Fan S., Ma YX, Wang JA, Yuan RQ, Meng Q., Cao Y., Laterra JJ, Goldberg ID,
Rosen EM, Oncogene. 27 de abril 2000, 19(18):2212-23]. Por afiadidura, una
faceta unica de la sefializacion de c-Met relacionada con otro RTK es su
interaccion reportada con complejos de adhesion focal y comparieros de la union
no quinasa tales como las integrinas a6p4 [Trusolino L., Bertotti A., Comoglio PM,
Cell. 2001, 107:643-54], CD44v6 [Van der Voort R., Taher TE, Wielenga VJ,
Spaargaren M., Prevo R., Smit L., David G., Hartmann G., Gherardi E., Pals ST, J.



Biol. Chem. 1999, 274(10):6499-506], Plexina B1 o semaforinas [Giordano S.,
Corso S., Conrotto P., Artigiani S., Gilestro G., Barberis D., Tamagnone L.,
Comoglio PM, Nat Cell Biol. 2002, 4(9):720-4; Conrotto P., Valdembri D., Corso S.,
Serini G., Tamagnone L., Comoglio PM, Bussolino F., Giordano S., Blood. 2005,
105(11):4321-9; Conrotto P., Corso S., Gamberini S., Comoglio PM, Giordano S.,
Oncogene. 2004, 23:5131-7] los cuales pueden sumar adicionalmente a la
complejidad de regulacion de la funcién celular por este receptor. Finalmente,
datos recientes demuestran que c-Met podria estar involucrado en la resistencia
tumoral a gefitinib o erlotinib lo cual sugiere que la combinacion del
direccionamiento de compuestos hacia EGFR y c-Met podria ser de interés
significativo [Engelman JA et al., Science, 2007, 316:1039-43].

En los ultimos pocos afios, se han desarrollado muchas estrategias
diferentes para atenuar la sefializacién de c-Met en lineas celulares cancerigenas.
Estas estrategias incluyen i) neutralizar anticuerpos contra c-Met o HGF/SF [Cao
B., Su Y., Oskarsson M., Zhao P., Kort EJ, Fisher RJ, Wang LM, Vande Woude
GF, Proc Natl Acad Sci U S A. 2001, 98(13):7443-8; Martens T., Schmidt NO,
Eckerich C., Fillborandt R., Merchant M., Schwall R., Westphal M., Lamszus K., Clin
Cancer Res. 2006, 12(20):6144-52] o el uso de NK4 antagonista de HGF/SF para
evitar la union del ligando a c-Met [Kuba K., Matsumoto K., Date K., Shimura H.,
Tanaka M., Nakamura T., Cancer Res., 2000, 60:6737-43], ii) inhibidores del sitio
de union a ATP pequefio a c-Met que bloquean la actividad de quinasas
[Christensen JG, Schreck R., Burrows J., Kuruganti P., Chan E, Le P., Chen J.,
Wang X., Ruslim L., Blake R., Lipson KE, Ramphal J., Do S., Cui JJ, Cherrington
JM, Mendel DB, Cancer Res. 2003, 63:7345-55], iii) polipéptido de dominio SH2
modificado que interfiere con el acceso al sitio “multidocking” y RNAi o ribozima
que reducen la expresion del receptor o del ligando. La mayoria de estos métodos
exhiben una inhibicién selectiva de c-Met dando como resultado la inhibicion
tumoral y mostrando que c-Met podria ser interesante para la intervencion
terapéutica en el cancer.

Entre las moléculas generadas para el direccionamiento hacia c-Met,
algunas son anticuerpos. El mas extensamente descrito es el anticuerpo anti-c-
Met SDS generado por Genentech [WO 96/38557] el cual se comporta como un
potente agonista cuando es agregado solo en diversos modelos y como un
antagonista cuando se utiliza como un fragmento Fab. Una forma modificada por
ingenieria genética monovalente de este anticuerpo descrito como un 5D5 armado

(OAS5D5) y producida como una proteina recombinante en E. Coli es también el

0



objeto de una solicitud de patente [WO 2006/015371] por Genentech. Sin
embargo, esta molécula que no podria ser considerada como un anticuerpo
debido a su estructura en particular, exhibe también mutaciones que podrian ser
inmundgenas en seres humanos. En términos de actividad, esta molécula no
glicosilada esta desprovista de funciones efectoras y finalmente, no hay datos
claros que demuestran que OA5DS5 inhibe la dimerizacién de c-Met.
Adicionalmente, cuando se ensaya en el modelo in vivo de G55, una linea de
células de glioblastoma que expresa c-Met pero no ARNm de HGF y proteina y
que crece independientemente del ligando, el anti-c-Met armado no tuvo efecto
significativo alguno sobre el crecimiento tumoral de G55 lo cual sugiere que
OAS5DS5 actua principalmente bloqueando la unién de HGF y no es capaz de
dirigirse hacia tumores activados independientemente de HGF [Martens T. et al,
Clin. Cancer Res., 2006, 12(20):6144-6152].

Otro anticuerpo que se dirige hacia c-Met es descrito por Pfizer como un
anticuerpo que actta “predominantemente como antagonista de c-Met, y en
algunos casos como un agonista de c-Met” [WO 2005/016382]. No hay datos
descritos en esta solicitud que muestren efecto alguno de los anticuerpos de Pfizer
sobre la dimerizacion de c-Met.

Uno de los aspectos innovadores de la presente invencion consiste en
generar un anticuerpo monoclonal quimérico y/o humanizado sin actividad
agonista intrinseca e inhibir la dimerizacion de c-Met. Mas particularmente, un
aspecto innovador de la presente invencion consiste en generar un anticuerpo
monocional quimérico y/o humanizado con actividad antagonista e inhibir la
dimerizacién de c-Met.

Ademas de dirigirse contra tumores dependientes de ligando, este método
también disminuird las activaciones independientes del ligando de c-Met debido a
su sobreexpresion o mutaciones de los dominios intracelulares los cuales
permanecieron dependientes de la oligomerizacion para la sefalizacion. Otro
aspecto de la actividad de este anticuerpo podria ser un impedimento estérico
para la interaccion de c-Met con sus socios que dara como resultado un
menoscabo de las funciones de c-Met. Este anticuerpo es humanizado vy
modificado genéticamente con preferencia, aunque sin limitarse a, como IgG1
humana para obtener funciones efectoras tales como ADCC y CDC ademas de
funciones vinculadas con el bloqueo especifico del receptor c-Met.

Sorprendentemente, por primera vez, los inventores han podido generar un

anticuerpo antagonista monoclonal quimérico y/o humanizado capaz de unirse a c-



Met pero también capaz de inhibir la dimerizacion de c-Met, siendo dicho
anticuerpo monoclonal divalente en oposicion a los anticuerpos antagonistas
existentes dirigidos contra c-Met. Si es cierto que, en la técnica anterior, algunas
veces se sugiere que un anticuerpo capaz de inhibir la dimerizacién de c-Met con
sus socios podria ser un anticuerpo interesante, nunca se ha descrito, o
claramente sugerido, un anticuerpo capaz de hacerlo. Por afiadidura, en cuanto a
la especificidad del anticuerpo, no fue evidente para nada el tener éxito en la
generacion de ese tipo de anticuerpo divalente activo.

Segun lo explicado anteriormente, la inhibicion de la dimerizacion de c-Met
es un aspecto capital de la invencion ya que ese tipo de anticuerpos presentaran
un real interés para una poblacién mas grande de pacientes. No solo el cancer de
c-Met activado dependiente del ligando, como resulto ser el caso hasta la presente
invencion, sino ademas el cancer de c-Met activado independiente del ligando
pudo tratarse con los anticuerpos generados mediante el proceso de la presente
invencion.

Los anticuerpos fueron evaluados mediante analisis BRET sobre células
que expresan tanto c-Met-RLuc/c-Met-YFP y se seleccionaron por su capacidad
de inhibir por lo menos 40%, con preferencia 45%, 50%, 55% y con maxima
preférencia 60% de la serial de BRET.

La tecnologia BRET es conocida como siendo representativa de la
dimerizacion proteica [Angers et al., PNAS, 2000, 97:3684-89].

La tecnologia BRET es bien conocida por el experto en la técnica y sera
detallada en los siguientes ejemplos. Mas particularmente, BRET
(Bioluminescence Resonance Energy Transfer (Transferencia de Energia por
Resonancia de Bioluminiscencia)) es un transferencia de energia no radiactiva que
ocurre entre un donante bioluminiscente (Renilla Luciferasa (Rluc)) y un aceptor
fluorescente, un mutante de GFP (Green Fluorescent Protein (Proteina
Fluorescente Verde)) o YFP (Yellow fluorescent protein (Proteina fluorescente
amarilla)). En el presente caso, se utilizd EYFP (Enhanced Yellow Fluorescent
Protein (Proteina Fluorescente Amarilla Potenciada)). La eficacia de la
transferencia depende de la orientacién y la distancia entre el donante y el
aceptor. Luego, la transferencia de energia puede ocurrir solamente si las dos
moléculas estan en cercana proximidad (1-10 nm). Esta propiedad se utiliza para
generar ensayos de interaccion proteina- proteina. De hecho, a fin de estudiar la
interaccion entre dos socios, el primero es genéticamente fusionado a la Renilla

Luciferasa y el segundo al mutante amarillo de la GFP. Las proteinas de fusion



son generalmente, aunque no obligatoriamente, expresadas en células de
mamifero. En presencia de su sustrato permeable a la membrana
(coelenterazina), Rluc emite luz azul. Si el mutante de GFP esta mas cerca que 10
nm de la Rluc, puede producirse una transferencia energética y puede detectarse
una sefal amarilla adicional. La sefial de BRET se mide como la relacion entre la
luz emitida por el aceptor y la luz emitida por el donante. De modo que la sefal de
BRET aumentara a medida que las dos proteinas de fusion se llevan a proximidad
o si un cambio conformacional trae a Rluc y el mutante de GFP mas cerca.

Si el analisis de BRET consiste en una realizacion preferida, cualquier
metodo conocido por el experto en la técnica puede utilizarse para medir la
dimerizacion de c-Met. Sin limitacién, pueden mencionarse las siguientes
tecnologias: FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer (Transferencia de
Energia por Resonancia de Fluorescencia)), HTRF (Homogenous Time resolved
Fluorescence (Fluorescencia Homogénea resuelta en el Tiempo)), FLIM
(Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (Microscopia por Imagenes de Tiempo
de Vida de Fluorescencia)) o SW-FCCS single wavelength fluorescence cross-
correlation spectroscopy (espectroscopia de correlacion cruzada de fluorescencia
de longitud de onda unica).

Otras tecnologias clasicas también podrian utilizarse, tales como Co-
inmunoprecipitacién, Alpha screen, Entrecruzamiento quimico, Doble Hibrido,
Cromatografia de Afinidad, ELISA o Far western blot.

Los términos “anticuerpo”, “anticuerpos” o “inmunoglobulina” se utilizan de
manera indistinta en el sentido mas amplio e incluyen anticuerpos monoclonales
(por ej., anticuerpos monoclonales de longitud completa o intactos), anticuerpos
policlonales, anticuerpos multivalentes o anticuerpos multiespecificos (por ej.,
anticuerpos biespecificos siempre y cuando exhiban la actividad bioldgica
deseada).

Mas particularmente, dicha molécula consiste en una glucoproteina que
comprende por lo menos dos cadenas pesadas (H, del inglés “‘heavy”) y dos
cadenas ligeras (L, del inglés “light”) interconectadas por enlaces disulfuro. Cada
cadena pesada estad compuesta por una region variable de cadena pesada (o
dominio) (abreviado en esta invencion HCVR o VH) y una region constante de
cadena pesada. La region constante de cadena pesada esta compuesta por tres
dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera esta compuesta por una regién
variable de cadena ligera (abreviado en esta invencion como LCVR o VL) y una

regién constante de cadena ligera. La region constante de cadena ligera esta



compuesta por un dominio, CL. Las regiones de VH y VL puede estar
adicionalmente subdivididas en regiones de hipervariabilidad, denominadas
regiones determinantes de complementariedad (CDR, siglas correspondientes a
“‘complementarity determining regions”), entremezcladas con regiones que son
mas conservadas, denominadas regiones estructurales (FR, siglas
correspondientes a “framework regions”). Cada VH y VL esta compuesta por tres
CDRs y cuatro FRs, dispuestas desde el término amino hasta el término carboxi
en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones
variables de las cadenas pesada y ligera contienen un dominio de unién que
interactua con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden
intervenir en la unién de la inmunoglobulina a los tejidos o factores huéspedes,
incluyendo diversas células del sistema inmune (por ej. células efectoras) y el
primer componente (Clq) del sistema de complementos clasico.

Las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas pueden estar divididas en
tres regiones funcionales: la region Fd, la region bisagra, y la regién Fc
(cristalizable por fragmento). La region Fd comprende los dominios VH y CHI y, en
combinacién con la cadena ligera, forma Fab — el fragmento de union al antigeno.
El fragmento Fc es responsable de las funciones efectoras de inmunoglobulinas, lo
cual incluye, por ejemplo, la fijacion al complemento y la unién a los receptores de
Fc cognados de las células efectoras. La region bisagra, encontrada en las clases
de inmunoglobulinas IgG, IgA, y IgD, actia como un espaciador flexible que
permite que la porcién de Fab se mueva libremente en el espacio con relacion a la
region Fc. Los dominios bisagra son estructuralmente diversos, variando en la
secuencia como en la longitud entre las clases y subclases de inmunoglobulinas.

De acuerdo con estudios cristalograficos, la regién bisagra de
inmunoglobulina  puede estar adicionalmente subdividida estructural vy
funcionalmente en tres regiones: la bisagra superior, el nucleo y la bisagra inferior
(Shin et al., Immunological Reviews 130:87, 1992). La bisagra superior incluye
aminoacidos desde el extremo carboxilo de CHI hasta el primer residuo en la
bisagra que restringe el movimiento, en general el primer residuo cisteina que
forma un enlace disulfuro entre cadenas entre las dos cadenas pesadas. La
longitud de la regién bisagra superior se correlaciona con la flexibilidad segmental
del anticuerpo. La region bisagra nicleo contiene los puentes disulfuro entre las
cadenas pesadas. La region bisagra inferior une el extremo terminal amino de, e
incluye los residuos en el dominio CH2. La region bisagra nucleo de IgG1 humana

contiene la secuencia Cys-Pro-Pro-Cys que, cuando se dimeriza mediante la



formulacién de un enlace disulfuro, da como resultado un octapéptido ciclico que
se cree que actua como un pivote, confiriendo de ese modo flexibilidad. Los
cambios conformacionales permitidos por la estructura y flexibilidad de Ila
secuencia polipeptidica de la region bisagra de la inmunoglobulina pueden afectar
las funciones efectoras de la porcién Fc del anticuerpo.

El término “anticuerpo monoclonal” se utiliza de acuerdo con su significado
comin para denotar un anticuerpo obtenido a partir de una poblacion de
anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales
que comprenden la poblacién son idénticos excepto por las posibles mutaciones
de presentaciéon natural que pueden estar presentes en cantidades menores. En
otras palabras, un anticuerpo monoclonal consiste en un anticuerpo homogéneo
que es el resultado de la proliferacién de un Unico clon de células (por €j., células
de hibridoma, células huésped eucaridticas transfectadas con ADN que codifica el
anticuerpo homogéneo, células huésped procaridticas transformadas con ADN
que codifica el anticuerpo homogéneo, etc.), y el cual es generaimente
caracterizado por cadenas pesadas de una Unica clase y subclase, y cadenas
ligeras de un solo tipo. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos,
siendo dirigidos contra un Unico antigeno. Adicionalmente, en contraste con las
preparaciones de anticuerpos policlonales que tipicamente incluyen diferentes
anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes, o epitopo, cada anticuerpo
monoclonal es dirigido contra un Unico determinante en el antigeno.

En la presente descripcion, los términos polipéptidos, secuencias de
polipéptidos, secuencias de aminoacidos, péptidos y proteinas unidos a
compuestos de anticuerpo o a su secuencia son intercambiables.

La invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal, o a un fragmento o
derivado del mismo funcional divalente, capaz de inhibir la dimerizacién de c-Met y
que comprende una cadena pesada que comprende CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3
con respectivamente las secuencias de aminoacidos SEC ID Nos. 1, 2y 3 0 una
secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de la alineacion
6ptima con secuencias SEC ID Nos. 1, 2 y 3; y una cadena ligera que comprende
CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 con respectivamente las secuencias de aminoacidos
SEC ID Nos. 5, 6 y 7 0 una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad
después de la alineacién dptima con las secuencias SEC ID Nos. 5, 6 0 7, estando
dicho anticuerpo adicionalmente caracterizado porque también comprende una

region bisagra que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 56.



Mas particularmente, la invencién se refiere a un anticuerpo monoclonal, o
su fragmento o derivado funcional divalente, segin lo descrito anteriormente
caracterizado porque también contempla una region bisagra que comprende la
secuencia de aminoacidos SEC ID No. 57.

En otras palabras, la invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal, o su
fragmento o derivado funcional divalente, capaz de inhibir la dimerizacién de c-Met
y que comprende una cadena pesada que comprende CDR-H1, CDR-H2 y CDR-
H3 con respectivamente las secuencias de aminoacidos SEC ID Nos. 1, 2 y3o
una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de la alineacion
Optima con las secuencias SEC ID Nos. 1, 2 y 3; y una cadena ligera que
comprende CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 con respectivamente las secuencias de
aminoacidos SEC ID Nos. 5, 6 y 7 o una secuencia que tiene por lo menos 80% de
identidad después de la alineacion Optima con las secuencias SEC ID Nos. 5, 6 o
7, estando dicho anticuerpo adicionalmente caracterizado porque también
comprende una regién bisagra que comprende la secuencia de aminoacidos SEC
ID No. 57.

Mas particularmente, la invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal, o
su fragmento o derivado funcional divalente, segin lo descrito anteriormente
caracterizado porque también comprende una regién bisagra que comprende la
secuencia de aminoacidos SEC ID No. 21.

En otras palabras, la invencién se refiere ademas a un anticuerpo
monoclonal, o su fragmento o derivado funcional divalente, capaz de inhibir la
dimerizacion de c-Met y que comprende una cadena pesada que comprende
CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 con respectivamente las secuencias de aminoacidos
SEC ID Nos. 1, 2 y 3 0 una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad
despues de la alineacién 6ptima con las secuencias SEC ID Nos. 1, 2 y 3; y una
cadena ligera que comprende CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 con respectivamente
las secuencias de aminoacidos SEC ID Nos. 5, 6 y 7 0 una secuencia que tiene
por lo menos 80% de identidad después de la alineacién optima con las
secuencias SEC ID Nos. 5, 6 o 7, estando dicho anticuerpo adicionalmente
caracterizado porque también comprende una regién bisagra que comprende la
secuencia de aminoacidos SEC ID No. 21.

Como sera evidente para el experto en la técnica, las secuencias de
consenso SEC ID Nos. 57 y 21 estan comprendidas en la secuencia de consenso
SEC ID No. 56.
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Tabla 1
#01 #02 #03 #04 #05 #06 #07 #08 #09 #10 #11 #12 #13 #14

SECID| X1 |X2|X3| C |X5|X6|{X7|X8|X9| C |X11{X12| C |X14
NO 56

SECID| X1 | X2{X3|C [X5|X6(X7|X8|X9| C | P | P | C | P
NO 57

SECID| X1 |X2[X3|C |X5| - |C |X8|X9| C |X11|X12| C |X14
NO 21

Para SEC ID No. 56:

X1:P,R,C,-X5:D, C, G, - X8:H,V, K, - X12: P, -
X2:K,C,R,-X6: K, C, - X9:T,C E,P,- X14:P, T
X3:S,C,D,-X7:T,C, - X11: P, |

La expresién “fragmentos y derivados funcionales” sera definida en detalle
mas adelante en la presente memoria descriptiva.

Por regiones CDR o CDR(s), se pretende indicar las regiones hipervariables
de las cadenas pesada y ligera de las inmunoglobulinas segtin lo definido por
IMGT.

La numeracion unica de IMGT ha sido definida para comparar los dominios
variables cualquiera sea el receptor del antigeno, el tipo de cadena o la especie
[Lefranc M.-P., Immunology Today 18, 509 (1997); Lefranc M.-P., The
Immunologist, 7, 132-136 (1999); Lefranc, M.-P., Pommié, C., Ruiz, M., Giudicelli,
V., Foulquier, E., Truong, L., Thouvenin-Contet, V. y Lefranc, Dev. Comp.
Immunol., 27, 55-77 (2003)]. En la numeracién unica de IMGT, los aminoacidos
conservados siempre tienen la misma posicion, por ejemplo cisteina 23 (1er-CYS),
triptéfano 41 (TRP-CONSERVADO), aminoacido hidréfobo 89, cisteina 104 (2da-
CYS), fenilalanina o triptéfano 118 (J-PHE o J-TRP). La numeracién Gnica de
IMGT proporciona una delimitacion estandarizada de las regiones estructurales
(FR1-IMGT: posiciones 1 a 26, FR2-IMGT: 39 a 55, FR3-IMGT: 66 a 104 y FR4-
IMGT: 118 a 128) y de las regiones determinantes de complementariedad: CDR1-
IMGT: 27 a 38, CDR2-IMGT: 56 a 65 y CDR3-IMGT: 105 a 117. Como los
espacios vacios representan posiciones no ocupadas, las longitudes de CDR-
IMGT (mostradas entre corchetes y separadas por puntos, por ej. [8.8.13]) se

vuelven informacién crucial. La numeracion Unica de IMGT se utiliza en
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representaciones graficas en 2D, designadas como IMGT Colliers de Perles [Ruiz,
M. y Lefranc, M.-P., Immunogenetics, 53, 857-883 (2002); Kaas, Q. y Lefranc, M.-
P., Current Bioinformatics, 2, 21-30 (2007)], y en las estructuras en 3D en
IMGT/estructura 3D-DB [Kaas, Q., Ruiz, M. y Lefranc, M.-P., T cell receptor and
MHC structural data. Nucl. Acids. Res., 32, D208-D210 (2004)].

Existen tres CDRs de cadena pesada y 3 CDRs de cadena ligera. El
término CDR o CDRs se utiliza en esta invencion a fin de indicar, de acuerdo con
el caso, una de estas regiones o varias, o incluso la totalidad, de estas regiones
las cuales contienen la mayoria de los residuos de aminoacidos responsables de
la unién por afinidad del anticuerpo para el antigeno o el epitopo el cual reconoce.

Por “porcentaje de identidad” entre dos secuencias de acidos nucleicos o
aminoacidos en el sentido de la presente invencion, tiene el propésito de indicar
un porcentaje de nucleétidos o de residuos aminoacidos idénticos entre las dos
secuencias que se van a comparar, obtenidas después de la mejor alineacion
(alineacion optima), siendo este porcentaje puramente estadistico y las diferentes
entre las dos secuencias son distribuidas al azar y por toda su longitud. Las
comparaciones de secuencias entre dos secuencias de acidos nucleicos o
aminoacidos se llevan a cabo, tradicionalmente, comparando estas secuencias
después de haberlas alineado en forma 6ptima, siendo dicha comparacion capaz
se ser llevada a cabo por segmento o por “ventana de comparacion”. La alineacion
6ptima de las secuencias para la comparacion puede llevarse a cabo, ademas de
manualmente, por medio del algoritmo de homologia local de Smith y Waterman
(1981) [Ad. App. Math. 2:482], por medio del algoritmo de homologia local de
Neddleman y Wunsch (1970) [J. Mol. Biol. 48: 443], por medio del método de
investigacion de similitudes de Pearson y Lipman (1988) [Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85:2444), por medio de programas informaticos que utilizan estos algoritmos
(GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete informatico Wisconsin Genetics
Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wi, o
sino mediante programa informatico de comparacién BLAST N o BLAST P).

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de acidos nucleicos o
aminoacidos se determina comparando estas dos secuencias alineadas en forma
Optima y en las cuales la secuencia de acidos nucleicos o aminoacidos a ser
comparadas pueden comprender adiciones o deleciones con respecto a la
secuencia de referencia para una alineacion éptima entre estas dos secuencias. El
porcentaje de identidad se calcula determinando la cantidad de posiciones

idénticas para las cuales el nucleétido o el residuo aminoacido es idéntico entre
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las dos secuencias, dividiendo este niUmero de posiciones idénticas por la cantidad
total de posiciones en la ventana de comparacién y multiplicando el resultado
obtenido por 100 a fin de obtener el porcentaje de identidad entre estas dos
secuencias.

Por ejemplo, es posible utilizar el programa BLAST, “secuencias BLAST 2"
(Tatusova et al., “Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and
nucleotide sequences”, FEMS Microbiol Lett. 174:247-250) disponible en el sitio
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ gorf/bl2.html, siendo los parametros utilizados
aquellos proporcionados por error (en particular para los parametros “penalidad de
espacio vacio abierto™: 5, y “penalidad de extension de espacio vacio”: 2; siendo la
matriz seleccionada, por ejemplo, la matriz “BLOSUM 62" propuesta por el
programa), el porcentaje de identidad entre las dos secuencias que se van a
comparar es calculado directamente por el programa.

Por secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, con preferencia
85%, 90%, 95% y 98% de identidad con una secuencia de aminoacidos de
referencia, aquellas que tienen, con respecto a la secuencia de referencia, ciertas
modificaciones, en particular una delecién, adicién o sustitucion de por lo menos
un aminoacido, una truncacién o una elongacion son preferidas. En el caso de una
sustitucion de uno o mas aminoacidos consecutivos o no consecutivos, las
sustituciones son preferidas en las cuales los aminoacidos sustituidos son
reemplazados por aminoacidos ‘“equivalentes”. La expresion “aminoacidos
equivalentes” tiene el proposito de indicar cualquier aminoacido capaz de ser
sustituido con uno de los aminoacidos de la estructura de base sin, sin embargo,
modificar esencialmente las actividades biolégicas de los anticuerpos
correspondientes y como seran definidos mas adelante, especialmente en los
ejemplos. Estos aminoacidos equivalentes pueden ser determinados ya sea
basandose en su homologia estructural con los aminoéacidos que los mismos
reemplazan, o en los resultados de ensayos comparativos de actividad biolégica
entre los diferentes anticuerpos capaces de llevarse a cabo.

A modo de ejemplo, se hace mencidn de las posibilidades de sustitucion
capaces de ser llevadas a cabo sin dar como resultado una modificacién profunda
de la actividad biolégica del anticuerpo modificado correspondiente.

Como ejemplo no limitativo, la siguiente tabla 2 proporciona posibilidades
de sustitucion concebibles con una conservacion de la actividad biolégica del

anticuerpo modificado. Las sustituciones inversas también son, naturalmente,
posibles en las mismas condiciones.



13

Tabla 2
Residuo original Sustitucién(es)
Ala (A) Val, Gly, Pro
Arg (R) Lys, His
Asn (N) GIn
Asp (D) Glu
Cys (C) Ser
GIn (Q) Asn
Glu (G) Asp
Gly (G) Ala
His (H) Arg
lle (1) Leu
Leu (L) lle, Val, Met
Lys (K) Arg
Met (M) Leu
Phe (F) Tyr
Pro (P) Ala
Ser (S) Thr, Cys
Thr (T) Ser
Trp (W) Tyr
Tyr (Y) Phe, Trp
Val (V) Leu, Ala

Debe entenderse aqui que la invencién no se refiere a los anticuerpos en
forma natural, es decir, no estan en su medio ambiente natural pero que han sido
capaces de ser aislados u obtenidos por purificacion de fuentes naturales, o sino
han sido obtenidos mediante recombinacion genética, o mediante sintesis
quimica, y pueden entonces contener aminoacidos no naturales como sera
descrito mas adelante.

También debe entenderse, segin lo mencionado previamente, que la
invencion se refiere, mas particularmente, a un anticuerpo divalente quimerico y/o
humanizado, o cualquier fragmento o derivado funcional divalente, con una
actividad antagonista. Los anticuerpos divalentes de la técnica anterior son
agonistas o agonistas parciales. El anticuerpo monoclonal de la invencion,

incluyendo una bisagra modificada segun lo descrito previamente, es decir,
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incluyendo una regién bisagra que comprende la secuencia de aminoacidos SEC
ID No. 56, 57 0 21, es novedoso y presenta la particularidad de tener una actividad
antagonista mejorada en comparacién con el anticuerpo quimérico o humanizado
224G11 sin ese tipo de bisagra modificada como sera evidente de los ejemplos
que figuran mas adelante.

En oposicién a la técnica anterior, los inventores han obtenido una actividad
antagonista mejorada sin modificar el formato del anticuerpo. De hecho, en la
técnica previa mas cercana representada por el anticuerpo 5D5, ha sido necesario
desarrollar un fragmento monovalente del anticuerpo para generar una actividad
antagonista. En la presente solicitud, mediante el uso de la bisagra de la
invencion, es posible, por primera vez, obtener un anticuerpo divalente completo
con mayor actividad antagonista, y esto se opone al conocimiento general.

En una realizacion preferida, el anticuerpo de la invencion comprende una
region bisagra que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo formado por SEC ID Nos. 22 a 28 y 58 a 72, o una secuencia que tiene por
lo menos 80% de identidad después de la alineacién dptima con las secuencias
SEC ID Nos. 22 a 28 y 58 a 72.

Para mas claridad, las siguientes tablas 3 y 4 reagrupan a los aminoacidos

y secuencias nucleotidicas de las diferentes bisagras preferidas de la invencion.
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Tabla 3
SEC SEC o
D No. Aminoacidos D No. Nucleétidos
22 |RKCCVECPPCP 29 |AGGAAGTGCTGTGTGGAGTGCCCCCCCTGC
CCA
23 |PRDCGCKPCICT | 30 |CCCCGGGACTGTGGGTGCAAGCCTTGCATT
TGTACC
24 |PKSCGCKPCICT | 31 |CCCAAGAGCTGTGGGTGCAAGCCTTGCATT
TGTACC
25 |PKSCGCKPCICP | 32 |CCAAAGAGCTGCGGCTGCAAGCCTTGTATC
TGTCCC
26 |PRDCGCKPCPP 33 |CCACGGGACTGTGGCTGCAAGCCCTGCCCT
CP CCGTGTCCA
27 |PRDCGCHTCPP 34 |CCCAGAGACTGTGGGTGTCACACCTGCCCT
CP CCTTGTCCT
28 |PKSCDCHCPPCP| 35 |CCCAAAAGCTGCGATTGCCACTGTCCTCCA
TGTCCA
Tabla 4
SEC SEC
D No. Aminoacidos ID No. Nucleétidos
58 |CKSCDKTHTCPPC 73 | TGCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCT
P GTCCCCCCTGCCCT
59 |PCSCDKTHTCPPC 74 |CCCTGCAGCTGCGACAAGACCCACACCT
P GTCCCCCCTGCCCT
60 |PKCCDKTHTCPPC 75 |CCCAAGTGCTGCGACAAGACCCACACCT
P GTCCCCCCTGCCCT
61 |PKSCCKTHTCPPC 76 |CCTAAGAGCTGTTGCAAGACCCACACCTG
P TCCCCCCTGCCCT
62 |PKSCDCTHTCPPC 77 |CCCAAGAGCTGCGACTGCACCCACACCT
P GTCCCCCCTGCCCT
63 |PKSCDKCHTCPPC | 78 |CCCAAGAGCTGCGACAAGTGCCACACCT
P GTCCCCCCTGCCCT
64 |PKSCDKTHCCPPC | 79 |CCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACTGCT
P GTCCCCCCTGCCCT
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65 |KCDKTHTCPPCP 80 |AAGTGCGACAAGACCCACACCTGTCCCC
CCTGCCCT

66 |PKSCDCHTCPPCP 81 |CCCAAGAGCTGCGACTGCCACACCTGTC
CCCCCTGCCCT

67 |PKSCDCTHCPPCP | 82 |CCCAAGAGCTGCGACTGCACCCACTGCC
CCCCCTGCCCT

68 |PCSCKHTCPPCP 83 |CCCTGCAGCTGCAAGCACACCTGTCCCC
CCTGCCCT

69 |PSCCTHTCPPCP 84 |CCTAGCTGCTGCACCCACACCTGTCCCCC
CTGCCCT

70 |PSCDKHCCPPCP 85 |CCCAGCTGCGACAAGCACTGCTGCCCCC
CCTGCCCT

71 |PKSCTCPPCP 86 |CCCAAGAGCTGCACCTGTCCCCCTTGTCC
T

72 |PKSCDKCVECPPC 87 |CCCAAGAGCTGCGATAAGTGCGTGGAGT

P GCCCCCCTTGTCCT

De acuerdo con un primer enfoque, el anticuerpo sera definido por su
secuencia de cadena pesada. Mas particularmente, el anticuerpo de la invencion,
o uno de sus fragmentos o derivados funcionales, es caracterizado porque
comprende una cadena pesada que comprende por lo menos una CDR
seleccionada entre las CDRs que comprenden las secuencias de aminoacidos
SEC ID Nos. 1a 3.

Las secuencias mencionadas son las siguientes:

SEC ID No. 1: GYIFTAYT
SEC ID No. 2: IKPNNGLA
SEC ID No. 3: ARSEITTEFDY

De acuerdo con un aspecto preferido, el anticuerpo de la invencién, o uno
de sus fragmentos o derivados funcionales, comprende una cadena pesada que
comprende por lo menos una, preferentemente dos, y con maxima preferencia
tres, CDR(s) seleccionadas entre CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, donde:

- CDR-H1 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 1,

- CDR-H2 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 2,

- CDR-H3 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 3.
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En un segundo enfoque, el anticuerpo sera ahora definido por su secuencia
de cadena ligera. Mas particularmente, de acuerdo con un segundo aspecto
particular de la invencion, el anticuerpo, o uno de sus fragmentos o derivados
funcionales, es caracterizado porque comprende una cadena ligera que
comprende por lo menos una CDR seleccionada entre CDRs que comprenden la
secuencia de aminoacidos SEC ID Nos. 5a 7.

Las secuencias mencionadas son las siguientes:

SEC ID No. 5: ESVDSYANSF

SEC ID No. 6: RAS

SEC ID No. 7: QQSKEDPLT

De acuerdo con otro aspecto preferido, el anticuerpo de la invencién, o uno
de sus fragmentos o derivados funcionales, comprende una cadena ligera que
comprende por lo menos una, preferentemente dos, y con maxima preferencia
tres, CDR(s) seleccionadas entre CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde:

- CDR-L1 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 5,

- CDR-L2 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 6,

- CDR-L3 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 7.

El hibridoma murino capaz de secretar anticuerpos monoclonales de
acuerdo con la presente invencion, especialmente hibridoma de origen murino, fue
depositado en el CNCM (Institut Pasteur, Paris, Francia) el 14/03/2007 bajo el
numero CNCM [-3731.

En la presente solicitud, se prefiere que IgG1 obtengan funciones efectoras,
y con maxima preferencia, ADCC y CDC.

El experto en la técnica reconocera que las funciones efectoras incluyen,
por ejemplo, union de C1q; citotoxicidad dependiente del complemento (CDC,
segun sus siglas en inglés); union al receptor de Fc; citotoxicidad mediada por
células dependientes del anticuerpo (ADCC, segun sus siglas en inglés);
fagocitosis; y regulacién descendente de receptores de superficie celular (por ej. el
receptor de células B; BCR, segln sus siglas en inglés).

Los anticuerpos de acuerdo con la presente invencion, son preferentemente
anticuerpos monoclonales especificos, especialmente de origen murino, quimérico
0 humanizado, los cuales pueden ser obtenidos de acuerdo con métodos
convencionales bien conocidos por el experto en la técnica.

En general, para la preparacion de anticuerpos monocionales o sus

fragmentos o derivados funcionales, especialmente de origen murino, es posible

)
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hacer referencia a técnicas las cuales son descritas en particular en el manual
“Antibodies” (Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor NY, pp. 726, 1988) o a la técnica de preparacion a
partir de hibridomas descrita por Kohler y Milstein (Nature, 256:495-497, 1975).

Los anticuerpos monoclonales de acuerdo con la invencidon pueden
obtenerse, por ejemplo, de una célula animal inmunizada con el c-Met, o uno de
sus fragmentos que contiene el epitopo especificamente reconocido por dichos
anticuerpos monoclonales de acuerdo con la invencion. Dicho c-Met, o uno de sus
fragmentos, puede especialmente ser producido de acuerdo con los métodos de
elaboraciéon usuales, mediante recombinacién genética comenzando con una
secuencia de acidos nucleicos contenida en la secuencia de ADNc que codifica al
c-Met o por sintesis peptidica comenzando a partir de una secuencia de
aminoacidos comprendida en la secuencia peptidica del c-Met.

Los anticuerpos monoclonales de acuerdo con la invencién puede ser, por
ejemplo, purificados en una columna de afinidad en la cual el c-Met o uno de sus
fragmentos que contiene el epitopo especificamente reconocido por dichos
anticuerpos monoclonales de acuerdo con la invencion ha sido previamente
inmovilizado. Mas particularmente, dichos anticuerpos monoclonales pueden ser
purificados por cromatografia en proteina A y/o G, seguido o no seguido por
cromatografia de intercambio i6nico que apunta a eliminar los contaminantes
proteicos residuales asi como también el ADN y el LPS, en si mismo seguido o no
seguido por cromatografia de exclusién en gel Sepharose™ a fin de eliminar los
potenciales agregados debido a la presencia de dimeros o de otros multimeros.
En una forma aun mas preferida, la totalidad de estas técnicas pueden utilizarse
en forma simultanea o consecutiva.

El anticuerpo de la invencién, o su fragmento o derivado funcional divalente,
consiste preferentemente en un anticuerpo quimérico.

Por anticuerpo quimérico, se pretende indicar un anticuerpo el cual contiene
una region variable natural (de cadena pesada y cadena ligera) derivada de un
anticuerpo de una especie determinada en combinacidn con las regiones
constantes de cadena ligera y cadena pesada de un anticuerpo de una especie
heterdloga a dicha especie determinada (por ej., raton, caballo, conejo, perro,
vaca, gallina, etc.).

Los anticuerpos o sus fragmentos del tipo quimérico de acuerdo con la
invencién pueden prepararse utilizando las técnicas de recombinacién genética.

Por ejemplo, el anticuerpo quimérico puede ser producido clonando un ADN

U
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recombinante que contiene un promotor y una secuencia que codifica la region
variable de un anticuerpo monoclonal, no humano, especialmente murino, de
acuerdo con la invencién y una secuencia que codifica la regién constante de
anticuerpo humano. Un anticuerpo quimérico de la invencion codificado por ese
tipo de gen recombinante sera, por ejemplo, una quimera de raton- hombre,
determinandose la especificidad de este anticuerpo por la regién variable derivada
del ADN murino y su isotipo determinado por la regién constante derivada del ADN
humano. Para los métodos de preparacion de anticuerpos quiméricos, es posible,
por ejemplo, referirse a los documentos Verhoeyn et al. (BioEssays, 8:74, 1988),
Morrison et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:6851-6855, 1984) o Patente de los
Estados Unidos No. US 4.816.567.

Mas particularmente, dicho anticuerpo, o su fragmento o derivado funcional,
comprende un dominio variable de cadena pesada quimérico de secuencia que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 46 o una secuencia que
tiene por lo menos 80% de identidad después de alineacion optima con la
secuencia SEC ID No. 46.

SEC.

ID No. 46: EVQLQQSGPELVKPGASVKISCKTSGYIFTAYTMHWVRQSLGESLDWI
GGIKPNNGLANYNQKFKGKATLTVDKSSSTAYMDLRSLTSEDSAVYYCARSEITT
EFDYWGQGTALTVSS

Mas particularmente, dicho anticuerpo, o un fragmento o derivado del
mismo funcional, comprende un dominio variable de cadena ligera quimérico de
secuencia que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47 o una
secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de alineacién 6ptima
con la secuencia SEC ID No. 47.

SEC

ID No. 47: DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDSYANSFMHWYQQKPGQP
PKLLIYRASNLESGIPARFSGSGSRTDFTLTINPVEADDVATYYCQQSKEDPLTFG
SGTKLEMKR

Mas particularmente, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencién y denominado
[224G11][lgG2quim], comprende un dominio variable de cadena pesada que

comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de

Lk
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cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una
region bisagra que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 22.

En la presente solicitud, el uso de corchetes no es necesario y, como en el
ejemplo, la referencia [224G11]{IlgG2quim] debe ser considerada como idéntica a
224G11IgG2chim. En un mismo modo, para indicar que el anticuerpo es un
anticuerpo murino, la expresién murino o la letra n puede agregarse para indicar
que el anticuerpo es un anticuerpo quimérico, la expresion quim o la letra ¢ puede
agregarse y ; para indicar que el anticuerpo es un anticuerpo humanizado, puede
agregarse la expresion, hz, Hz o la letra h. Como un ejemplo, el anticuerpo
quimeérico 224G11gG2 puede ser denominado ¢224G111gG2, c224G11[lgG2],
c[224G11]lgG2,  c[224G11][IgG2],  224G11IgG2quim,  224G11[lgG2quim],
[224G11]IgG2quim o [224G11][IgG2quim].

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencion y denominado [224G11]
[TH7quim], comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una regién bisagra
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 28.

En la presente solicitud, la referencia TH7 debe ser considerada como
idéntica a C7A6-9 o TH7C7A6-9. El simbolo A significa delecion.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencion y denominado [224G11]
[MHquim], comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una region bisagra
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC 1D No. 23.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencion y denominado [224G11]
[MUP9Hquim], comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una region bisagra
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 26.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencién y denominado [224G11]
[MMCHquim], comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera
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que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una regién bisagra
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 24.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencién y denominado [224G11] [C1],
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una regién bisagra que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 58.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencién y denominado [224G11] [C2],
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una region bisagra que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 59.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencién y denominado [224G11] [C3],
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una regién bisagra que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 60.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencion y denominado [224G11] [C5),
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una regidn bisagra que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 61.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencion y denominado [224G11] [C6],
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una region bisagra que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 62.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencion y denominado [224G11] [C7],
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia

de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera que

1%
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comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una region bisagra que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 63.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencion y denominado [224G11] [C9),
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una regién bisagra que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 64.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencion y denominado [224G11] [A1-3],
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una region bisagra que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 65.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencion y denominado [224G11] [C7A6],
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una regi6n bisagra que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 66.

En ofro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencién y denominado [224G11] [CBA9],
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una regién bisagra que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 67.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencién y denominado [224G1 1] [C2A5-7],
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una region bisagra que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 68.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencién y denominado [224G11] [C5A2-6],
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoéacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera que
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comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una region bisagra que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 69.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencion y denominado [224G11] [C9A2-7],
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una region bisagra que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 70.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencion y denominado [224G11] [A5-6-7-
8], comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una regién bisagra
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 71.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencién y denominado [224G11]
[lgG1/1gG2], comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos SEC ID No. 46, un dominio variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 47, y una regién bisagra
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 72.

El anticuerpo de la invencion, o su fragmento o derivado funcional divalente,
consiste preferentemente en un anticuerpo humano.

El término “anticuerpo humano” incluye a todos los anticuerpos que tienen
una o mas regiones variables y constantes derivadas de secuencias de
inmunoglobulina humana. En una realizacién preferida, todos los dominios
variables y constantes (o regiones) son derivados de secuencia de
inmunoglobulina humana (anticuerpo totalmente humano). En otras palabras,
incluye cualquier anticuerpo el cual tiene regiones variables y constantes (en caso
de estar presentes) derivado de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal
humana, es decir, que posee una secuencia de aminoacidos la cual corresponde a
aquella de un anticuerpo producido por un humano y/o que ha sido preparado
utilizando cualquiera de las técnicas para la preparacion de anticuerpos humanos
conocidas por el expertos en la técnica.

En una realizacion, los anticuerpos monoclonales humanos son producidos
mediante un hibridoma el cual incluye una célula B obtenida de un animal no

humano transgénico, por ej., un raton transgénico, que tiene un genoma que
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comprende un transgén de cadena pesada humano y un transgén de cadena
ligera fusionados a una célula inmortalizada.

Como ejemplo para ese tipo de raton transgénico, puede mencionarse el
XENOMOUSE™ el cual es una cepa de raton modificada por ingenieria genética
que comprende fragmentos grandes de los sitios de inmunoglobulina humana y es
deficiente en la producciéon de anticuerpos de ratén (Green at al.,, 1994, Nature
Genetics, 7:13-21). EI XENOMOUSE™ produce un repertorio humano del tipo
adulto de anticuerpos completamente humanos, y genera anticuerpos
monoclonales humanos especifico para el antigeno. Una segunda generacion
XENOMOUSE™ contiene aproximadamente 80% del repertorio de anticuerpos
humanos (Green & Jakobovits, 1998, J. Exp. Med., 188:483-495).

Cualquier otra técnica conocida por el experto en la técnica, tal como la
técnica de exhibicion de fagos, también puede utilizarse para la generacién de
anticuerpo humano de acuerdo con la invencion.

El anticuerpo de la invencion, o su fragmento o derivado funcional divalente,
consiste preferentemente en un anticuerpo humanizado.

Mediante la expresion “anticuerpo humanizado”, se pretende indicar un
anticuerpo el cual contiene regiones CDR derivadas de un anticuerpo de origen no
humano, las otras partes de la molécula del anticuerpo son derivadas de uno (o de
varios) anticuerpos humanos. Asimismo, algunos de los residuos de los
segmentos del esqueleto (denominado FR) pueden ser modificados a fin de
conservar la afinidad de la union (Jones et al., Nature, 321:522-525, 1986:;
Verhoeyen et al.,, Science, 239:1534-1536, 1988; Riechmann et al., Nature,
332:323-327, 1988).

Los anticuerpos humanizados de acuerdo con la invenciébn o sus
fragmentos pueden prepararse mediante técnicas conocidas por el experto en la
técnica (tales como, por ejemplo, aquellas descritas en los documentos Singer et
al.,, J. Immun. 150:2844-2857, 1992; Mountain et al., Biotechnol. Genet. Eng. Rev.,
10: 1-142, 1992; o Bebbington et al., Bio/Technology, 10:169-175, 1992).

El experto en la técnica conoce otros métodos de humanizacion como, por
ejemplo, el método “CDR Grafting” (“Injerto de CDR”) descrito por Protein Design
Lab (PDL) en las solicitudes de patente EP 0 451261, EP 0 682 040, EP 0 9127,
EP 0 566 647 o US 5.530.101, US 6.180.370, US 5.585.089 y US 5.693.761.
También pueden mencionarse las siguientes solicitudes de patentes: US
9.639.641; US 6.054.297; US 5.886.152 y US 5.877.293.

Mas particularmente, dicho anticuerpo, o su fragmento o derivado funcional,
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comprende un dominio variable de cadena pesada humanizado de secuencia que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 4 o una secuencia que tiene
por lo menos 80% de identidad después de alineacion éptima con la secuencia
SEC ID No. 4.
SEC.ID No. 4: QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYIFTAYTMHWVRQAPGQ
GLEWMGWIKPNNGLANYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCA
RSEITTEFDYWGQGTLVTVSS

Mas particularmente, dicho anticuerpo, o su fragmento o derivado
funcional, comprende un dominio variable de cadena ligera humanizado
seleccionado del grupo de secuencias que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID No. 8, 9 0 10 o una secuencia que tiene por lo menos 80%
de identidad después de alineacion optima con la secuencia SEC ID No. 8, 9 o0 10.
SEC.ID No. 8: DIVLTQSPDSLAVSLGERATINCKSSESVDSYANSFMHWYQQKPG
QPPKLLIYRASTRESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQSKEDPL
TFGGGTKVEIKR
SEC.ID No. 9: DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSESVDSYANSFMHWYQQKP
GQPPKLLIYRASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQSKEDP
LTFGGGTKVEIKR
SEC.ID No. 10: DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSESVDSYANSFLHWYQQKP
GQPPKLLIYRASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQSKEDP
LTFGGGTKVEIKR

Mas particularmente, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencién y denominado [224G11]
[I9G2Hz1], comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos SEC ID No. 4, un dominio variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 8, y una region bisagra
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 22.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencidn y denominado [224G11]
[l9G2Hz2], comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos SEC ID No. 4, un dominio variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 9, y una region bisagra
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 22.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado

funcional divalente, de acuerdo con la invencién y denominado [224G11]
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[l9G2Hz3], comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos SEC ID No. 4, un dominio variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 10, y una region bisagra
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 22.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la _invencién y denominado [224G11]
[TH7Hz1], comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos SEC ID No. 4, un dominio variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 8, y una region bisagra
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 28.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencion y denominado [224G11] [TH7z2],
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos SEC ID No. 4, un dominio variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 9, y una region bisagra que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 28.

En otro aspecto, un anticuerpo preferido, o su fragmento o derivado
funcional divalente, de acuerdo con la invencién y denominado [224G11]
[TH7Hz3], comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos SEC ID No. 4, un dominio variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 10, y una regién bisagra
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 28.

En otro aspecto, los anticuerpos de la invencion pueden describirse por sus
cadenas pesadas y ligeras totales, respectivamente.

Como un ejemplo, el anticuerpo [224G11] [IlgG2quim] de la invencion
comprende una cadena pesada completa que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID No. 50, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de
identidad después de alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID No. 50, y una
cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID
No. 52, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID No. 52.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [TH7quim] de la invencion
comprende una cadena pesada completa que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID No. 51, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de
identidad después de alineacion optima con la secuencia SEC ID No. 51, y una

cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No.
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92, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacioén 6ptima con la secuencia SEC ID No. 52.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [C1] de la invencién comprende
una cadena pesada completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC
ID No. 88, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID No. 88, y una cadena ligera completa
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 52, 0 una secuencia que
tiene por lo menos 80% de identidad después de alineacién éptima con la
secuencia SEC ID No. 52.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [C2] de la invencion comprende
una cadena pesada completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC
ID No. 89, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID No. 89, y una cadena ligera completa
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 52, 0 una secuencia que
tiene por lo menos 80% de identidad después de alineacién éptima con la
secuencia SEC ID No. 52.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [C3] de la invencidn comprende
una cadena pesada completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC
ID No. 90, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacion optima con la secuencia SEC ID No. 90, y una cadena ligera completa
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 52, 0 una secuencia que
tiene por lo menos 80% de identidad después de alineacion 6ptima con la
secuencia SEC ID No. 52.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [C5] de la invencion comprende
una cadena pesada completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC
ID No. 91, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacion optima con la secuencia SEC ID No. 91, y una cadena ligera completa
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 52, o una secuencia que
tiene por lo menos 80% de identidad después de alineacion 6ptima con Ia
secuencia SEC ID No. 52. .

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [C6] de la invencidn comprende
una cadena pesada completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC
ID No. 92, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacion optima con la secuencia SEC ID No. 92, y una cadena ligera completa

que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 52, 0 una secuencia que

g
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tiene por lo menos 80% de identidad después de alineacién éptima con la
secuencia SEC ID No. 52.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [C7] de la invencién comprende
una cadena pesada completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC
ID No. 93, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacién 6ptima con la secuencia SEC ID No. 93, y una cadena ligera completa
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 52, o una secuencia que
tiene por lo menos 80% de identidad después de alineacion dptima con la
secuencia SEC ID No. 52.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [C9] de la invencién comprende
una cadena pesada completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC
ID No. 94, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacion optima con la secuencia SEC ID No. 94, y una cadena ligera completa
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No. 52, o una secuencia que
tiene por lo menos 80% de identidad después de alineacion dptima con la
secuencia SEC ID No. 52.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [A1-3] de la invencion
comprende una cadena pesada completa que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID No. 95, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de
identidad después de alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID No. 95, y una
cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No.
92, 0 una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacioén 6ptima con la secuencia SEC ID No. 52.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [C7A6] de la invencion
comprende una cadena pesada completa que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID No. 96, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de
identidad después de alineacion optima con la secuencia SEC ID No. 96, y una
cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No.
52, 0 una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacién éptima con la secuencia SEC ID No. 52.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [C6A9] de la invencién
comprende una cadena pesada completa que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID No. 97, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de
identidad después de alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID No. 97, y una

cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No.
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52, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID No. 52.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [C2A5-7] de la invencién
comprende una cadena pesada completa que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID No. 98, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de
identidad después de alineacién éptima con la secuencia SEC ID No. 98, y una
cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No.
52, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacién optima con la secuencia SEC ID No. 52.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [C5A2-6] de la invencion
comprende una cadena pesada completa que comprende la secuencia de
aminoéacidos SEC ID No. 99, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de
identidad después de alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID No. 99, y una
cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No.
52, 0 una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacién optima con la secuencia SEC ID No. 52.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [C9A2-7] de la invencion
comprende una cadena pesada completa que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID No. 100, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de
identidad después de alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID No. 100, y una
cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No.
52, 0 una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacion 6ptima con la secuencia SEC 1D No. 52.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [A5-6-7-8] de la invencion
comprende una cadena pesada completa que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID No. 101, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de
identidad después de alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID No. 101, y una
cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No.
52, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacién 6ptima con la secuencia SEC ID No. 52.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [IgG1/IgG2] de la invencion
comprende una cadena pesada completa que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID No. 102, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de
identidad después de alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID No. 102, y una

cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No.
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52, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacién 6ptima con la secuencia SEC ID No. 52.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [IgG2Hz1] de la invencion
comprende una cadena pesada completa que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID No. 36, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de
identidad después de alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID No. 36 y una
cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No.
38, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacion éptima con la secuencia SEC ID No. 38.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [IgG2Hz2] de la invencion
comprende una cadena pesada completa que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID No. 36, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de
identidad después de alineacion optima con la secuencia SEC ID No. 36 y una
cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No.
39, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacién 6ptima con la secuencia SEC ID No. 39.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [IgG2Hz3] de la invencion
comprende una cadena pesada completa que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID No. 36, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de
identidad después de alineacion dptima con la secuencia SEC ID No. 36 y una
cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No.
40, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacion 6ptima con la secuencia SEC 1D No. 40.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [TH7Hz1] de la invencion
comprende una cadena pesada completa que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID No. 37, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de
identidad después de alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID No. 37 y una
cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC 1D No.
38, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID No. 38.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [TH7Hz2] de la invencién
comprende una cadena pesada completa que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID No. 37, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de
identidad después de alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID No. 37 y una

cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No.
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39, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID No. 39.

Como otro ejemplo, el anticuerpo [224G11] [TH7Hz3] de la invencion
comprende una cadena pesada completa que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID No. 37, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de
identidad después de alineacion optima con la secuencia SEC ID No. 37 y una
cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID No.
40, o una secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad después de
alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID No. 40.

Otros ejemplos de anticuerpos, o sus derivados, de acuerdo con la
invencion comprende cadena pesadas completas que comprenden una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo formado por SEC ID No. 88 a 102
(secuencias nucleotidicas correspondientes son SEC ID Nos. 103 a 117).

Por “fragmento funcional” de un anticuerpo de acuerdo con la invencién,
tiene el propésito de indicar en particular un fragmento de anticuerpo, tal como
fragmentos Fv, scFv (sc por cadena simple), Fab, F(ab’),, Fab’, scFv-Fc o
diacuerpos, o cualquier fragmento del cual el tiempo de vida media se habria
incrementado mediante modificacién quimica, tal como la adicién de
poli(alquilen)glicol tal como poli(etilen)glicol (“PEGilacion”) (fragmentos pegilados
denominados Fv-PEG, scFv-PEG, Fab-PEG, F(ab’),-PEG o Fab’-PEG) (“PEG” por
Poli(Etilen) Glicol), o mediante la incorporacion en un liposoma, teniendo dichos
fragmentos por lo menos una de las CDRs caracteristicas de secuencia SEC ID
Nos. 1 a 3y de 5 a 7 de acuerdo con la invencidn, y, especialmente, en que es
capaz de ejercer en forma general una actividad parcial uniforme del anticuerpo
del cual desciende, tal como, en particular, la capacidad de reconocer y de unirse
al c-Met, y, en caso necesario, inhibir la actividad del c-Met.

Con preferencia, dichos fragmentos funcionales estaran constituidos o
comprenderan una secuencia parcial de la cadena variable pesada o ligera del
anticuerpo del cual derivan, siendo dicha secuencia parcial suficiente para retener
la misma especificidad de union que el anticuerpo del cual desciende y una
afinidad suficiente, preferentemente por lo menos igual a 1/100, en un modo mas
preferido hasta por lo menos 1/10, de la del anticuerpo del cual desciende, con
respecto al c-Met. Ese tipo de fragmento funcional contendra como minimo 5
aminoacidos, con preferencia 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 25, 50 y 100 aminoacidos

consecutivos de la secuencia del anticuerpo del cual desciende.
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Preferentemente, estos fragmentos funcionales seran fragmentos de tipo
Fv, scFv, Fab, F(ab’);, F(ab’), scFv-Fc o diacuerpos, los cuales generalmente
tienen la misma especificidad de unién que el anticuerpo del cual descienden. En
una realizacion mas preferida de la invencion, estos fragmentos son seleccionados
entre fragmentos divalentes tales como fragmentos F(ab’),. De acuerdo con la
presente invencion, los fragmentos de anticuerpo de la invenciéon pueden
obtenerse comenzando de anticuerpos tales como los descritos anteriormente
mediante métodos tales como digestion por enzimas, tal como pepsina y/o
papaina y/o por disociacion de los puentes disulfuro mediante reduccién quimica.
De otro modo, los fragmentos de anticuerpo comprendidos en la presente
invencion pueden obtenerse mediante técnicas de recombinaciéon genética
igualmente bien conocidas por el experto en la técnica o de otro modo mediante
sintesis peptidica por medio de, por ejemplo, sintetizadores peptidicos
automaticos tales como aquellos suministrados por la compafiia Applied
Biosystems, etc.

Por “fragmento divalente”, debe entenderse cualquier fragmento de
anticuerpo que comprende dos brazos y, mas particularmente, fragmentos F(ab’),.

Por “derivados” de un anticuerpo de acuerdo con la invencién, se quiere
decir una proteina de unién que comprende una estructura proteica y por lo menos
una de las CDRs seleccionadas del anticuerpo original a fin de mantener la
capacidad de union. Dichos compuestos son bien conocidos por el experto en la
técnica y seran descritos en forma mas detallada en la siguiente memoria
descriptiva.

Mas particularmente, el anticuerpo, o uno de sus fragmentos o derivados
funcionales, de acuerdo con la invencion es caracterizado porque dicho derivado
consiste en una proteina de unidn que comprende una estructura en la cual al
menos una CDR ha sido injertada para la conservacién de las propiedades de
reconocimiento paratépicas del anticuerpo original.

Una o varias secuencias a través de las 6 secuencias de CDR descritas en
la invencién pueden presentarse en una estructura proteica. En este caso, la
estructura proteica reproduce el armazoén proteico con pliegue apropiado de las
CDR(s) injertada(s), permitiéndole(s) mantener sus propiedades de
reconocimiento paratopicas del antigeno.

El experto en la técnica sabe como seleccionar la estructura proteica sobre
la cual al menos una CDR seleccionada del anticuerpo original podria ser
injertada. Mas particularmente, se sabe que, para ser seleccionada, dicha
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estructura deberia exhibir diversas caracteristicas como sigue (Skerra A., J. Mol.
Recogn., 13, 2000, 167-187):

- filogenéticamente buena conservacion,

- arquitectura robusta con una organizacién molecular tridimensional bien
conocida (tal como, por ejemplo, cristalografia o RMN),

- tamafo pequeno,

- ningun grado o solamente bajo grado de modificaciones post-
traduccion,

- facil de producir, expresar y purificar.

Dicha estructura proteica puede ser, aunque sin limitarse a, una estructura
seleccionada del grupo formado por fibronectina y preferentemente el décimo
dominio del tipo Il de fibronectina (FNfn10), lipocalina, anticalina (Skerra A., J.
Biotechnol., 2001, 74(4):257-75), el derivado de proteina Z del dominio B de la
proteina A estafilocdccica, tioredoxina A o cualquier proteina con dominio repetido
tal como “repeticion de anquirina” (Kohl et al., PNAS, 2003, vol. 100, No.4, 1700-
1705), “repeticion de armadillo”, “repeticion rica en leucina” o “repeticion de
tetratricopéptido”.

Tambien puede mencionarse el derivado de estructura de toxinas (tales
como, por ejemplo, toxinas de escorpidn, insecto, planta o molusco) o inhibidores
proteicos de la sintasa de dxido nitrico neuronal (PIN, segun sus siglas en inglés).

Como un ejemplo no limitativo de dichas construcciones hibridas, puede
mencionarse la insercion de la CDR-H1 (cadena pesada) de un anticuerpo anti-
CD4, es decir, el anticuerpo 13B8.2, en uno de los lazos expuestos de la PIN. Las
propiedades de union de la proteina de unién obtenida siguen siendo similares al
anticuerpo original (Bes et al., BBRC 343, 2006, 334-344). También puede
mencionarse el injerto de la CDR-H3 (cadena pesada) de un anticuerpo VHH anti-
lisozima en un lazo de neocarzinostatina (Nicaise et al., 2004).

Seguin lo mencionado con anterioridad, dicha estructura proteica puede
comprender entre 1 y 6 CDR(s) del anticuerpo original. En una realizacion
preferida, pero sin limitacion alguna, el experto en la técnica seleccionaria por lo
menos una CDR de la cadena pesada, sabiendo que dicha cadena pesada esta
particularmente implicada en la especificidad del anticuerpo. La seleccion de la(s)
CDR(s) de interés sera evidente para el experto en la técnica con método
conocido (BES et al., FEBS letters 508, 2001, 67-74).

Yo
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Como una evidencia, estos ejemplos no son limitativos y cualquier otra
estructura conocida o descrita debe estar incluida en la presente memoria
descriptiva.

De acuerdo con un aspecto novedoso, la presente invencion se refiere a un
acido nucleico aislado, caracterizado porque se selecciona entre los siguientes
acidos nucleicos:

a) un acido nucleico, ADN o ARN, que codifica para un anticuerpo, o uno de
sus fragmentos o derivados funcionales, de acuerdo con la invencion;

b) una secuencia de acidos nucleicos que comprende las secuencias SEC
ID No. 11, SEC ID No. 12, SEC ID No. 13 y las secuencias SEC ID No. 15, SEC ID
No. 16 y SEC ID No. 17;

¢) una secuencia de acidos nucleicos que comprende las secuencias SEC
ID No. 14 y SEC ID No. 18, 19 o 20;

d) los correspondientes acidos nucleicos de ARN de los acidos nucleicos
segun lo definido en b) o c);

e) los acidos nucleicos complementarios de los acidos nucleicos segtn lo
definidoen a), b)yc); y

f) un acido nucleico de por lo menos 18 nucleétidos capaz de hibridacion
bajo condiciones de elevada severidad con por lo menos una de las CDRs de la
secuencia SEC ID Nos. 11a 13y 15a 17.

De acuerdo con aun otro aspecto, la presente invencion se refiere a un
acido nucleico aislado, caracterizado porque se selecciona entre los siguientes
acidos nucleicos:

- un acido nucleico, ADN o ARN, que codifica para un anticuerpo, o uno
de sus fragmentos o derivados funcionales, de acuerdo con la presente invencién
y donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica para la region bisagra de
dicho anticuerpo comprende o tiene una secuencia seleccionada entre el grupo
formado por las secuencias SEC ID Nos. 29 a 35 y SEC ID Nos. 73 a 87.

Por acido nucleico, nucleico o secuencia de acido nucleico, polinucleétido,
oligonucledtido, secuencia de polinucleétidos, secuencia de nucleétidos, términos
que seran empleados en forma indistinta en la presente invencion, se pretende
indicar una ligacion precisa de nucledtidos, los cuales estan modificados o sin
modificar, permitiendo la definicion de un fragmento o una region de un &cido
nucleico, que contiene o no contiene nucledtidos no naturales, y pudiendo
corresponder también con un ADN de doble hebra, un ADN de hebra simple como
a los productos de transcripcion de dichos ADNSs.
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Debe entenderse también en este punto que la presente invencion no se
ocupa de las secuencias nucleotidicas en su entorno cromosdmico natural, es
decir, en el estado natural. Se refiere a secuencias las cuales han sido aisladas
y/o purificadas, es decir, han sido seleccionadas en forma directa o indirecta, por
ejemplo por copia, habiendo sido su entorno por lo menos parcialmente
modificado. Por lo tanto, igualmente se pretende indicar en este punto los acidos
nucleicos aislados obtenidos por recombinacién genética por medio de, por
ejemplo, células huéspedes u obtenidos por sintesis quimica.

Una hibridacion bajo condiciones de elevada severidad significa que las
condiciones de temperatura y las condiciones de resistencia i6nica se seleccionan
de modo tal que permiten el mantenimiento de la hibridacién entre dos fragmentos
de ADN complementario. A modo de ilustracién, las condiciones de elevada
severidad del paso de hibridacién para los propdsitos de definir los fragmentos
polinucleotidicos antes descritos son ventajosamente las siguientes.

La hibridacion de ADN-ADN o ADN-ARN se lleva a cabo en dos pasos: (1)
prehibridacion a 42°C durante 3 horas en buffer de fosfato (20 mM, pH 7,5) que
contiene 5 x SSC (1 x SSC corresponde a una soluciéon de NaCl 0.15 M + citrato
sodico 0.015 M), 50% de formamida, 7% de dodecilsulfato sodico (SDS), 10 x
Denhardt's, 5% de sulfato de dextrano y 1% de ADN de esperma de salmén; (2)
hibridacion real durante 20 horas a una temperatura dependiente del tamafio de la
sonda (es decir,: 42°C, para un tamafio de sonda > 100 nucleétidos) seguido por 2
lavados de 20 minutos a 20°C en 2 x SSC + 2% de SDS, 1 lavado de 20 minutos a
20°C en 0,1 x SSC + 0,1% de SDS. E! ultimo lavado se lleva a cabo en 0,1 x SSC
+ 0,1% de SDS durante 30 minutos a 60°C para un tamafo de sonda de > 100
nucledtidos. Las condiciones de hibridacién de elevada severidad antes descritas
para un polinucledtido de tamario definido pueden adaptarse por el experto en la
técnica para oligonucleétidos de tamafio mayor o menor, de acuerdo con las
ensefianzas de Sambrook et al. (1989, Molecular cloning: a laboratory manual.
2nd Ed. Cold Spring Harbor).

La invencién se refiere, asimismo, a un vector que comprende un acido
nucleico de acuerdo con la presente invencion.

La invencion apunta especialmente a la clonacion y/o expresion de vectores
los cuales contienen una secuencia nucleotidica de acuerdo con la invencion.

Los vectores de acuerdo con la invencion preferentemente contienen
elementos los cuales permiten la expresion y/o la secrecion de las secuencias
nucleotidicas traducidas en una células huésped determinada. Por lo tanto, el
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vector debe contener un promotor, sefiales de iniciacién y terminacion de la
traduccion, asi como también regiones apropiadas de regulacion de la
transcripcion. Debe poder mantenerse en forma estable en la célula huésped y
puede opcionalmente tener sefiales particulares las cuales especifican la
secrecion de la proteina traducida. Estos elementos diferentes son seleccionados
y optimizados por el experto en la técnica en funcién de la célula huésped
utilizada. Con este fin, las secuencias nucleotidicas de acuerdo con la invencién
pueden insertarse en vectores de replicacidon autébnomos en el huésped
seleccionado, o pueden ser vectores integrativos del huésped seleccionado.

Ese tipo de vectores son preparados mediante métodos actualmente
utilizados por el experto en la técnica, y los clones resultantes pueden ser
introducidos en un huésped apropiado mediante métodos convencionales, tales
como lipofeccién, electroporacion, choque térmico, o métodos quimicos.

Los vectores de acuerdo con la invencién son, por ejemplo, vectores de
origen plasmidico o viral. Son Utiles para transformar células huéspedes a fin de
clonar o expresar las secuencias nucleotidicas de acuerdo con la invencién.

Igualmente, la invencién comprende las células huéspedes mediante o
comprendiendo un vector de acuerdo con la invencion. La célula huésped puede
seleccionarse entre sistemas procarioticos o eucaridticos, por ejemplo, células
bacterianas pero igualmente células de levadura o células animales, en particular
células de mamifero. Es asimismo posible utilizar células de insecto o ¢élulas
vegetales.

Igualmente, la invencién se refiere a animales, excepto el hombre, los
cuales comprenden por lo menos una célula transformada de acuerdo con la
invencion.

De acuerdo con otro aspecto, un objeto de la invencion es un proceso para
la produccion de un anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales de acuerdo
con la invencion, caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

a) cultivo en un medio y condiciones de cultivo apropiadas de una célula
huésped de acuerdo con la invencién; y

b) la recuperacién de dichos anticuerpos, o uno de sus fragmentos
funcionales, producidos de ese modo comenzado del medio de cultivo o dichas
células cultivadas.

Las células transformadas de acuerdo con la invencién pueden utilizarse en
procesos para la preparacion de polipéptidos recombinantes de acuerdo con la

invencion. Los procesos para la preparacion de un polipéptido de acuerdo con la
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invencion en forma recombinante, caracterizado porque emplean un vector y/o una
célula transformada mediante un vector de acuerdo con la invencion, son por si
mismos comprendidos en la presente invencion. Preferentemente, una célula
transformada por un vector de acuerdo con la invencién se cultiva bajo
condicionés las cuales dan lugar a la expresion de dicho polipéptido y se recupera
dicho péptido recombinante.

Segun lo mencionado, la célula huésped puede seleccionarse entre
sistemas procaridticos o eucaridticos. En particular, es posible identificar
secuencias nucleotidicas de acuerdo con la invencion, facilitando la secrecion en
dicho sistema procariético o eucariético. Un vector de acuerdo con la invencion
que porta ese tipo de secuencia puede, por lo tanto, utilizarse ventajosamente
para la produccion de proteinas recombinantes, destinadas a ser secretadas. En
efecto, la purificacion de estas proteinas recombinantes de interés sera facilitada
por el hecho de que estan presentes en el sobrenadante del cultivo celular mas
que en el interior de las células huéspedes.

Es igualmente posible preparar los polipéptidos de acuerdo con la invencién
mediante sintesis quimica. Ese tipo de proceso de preparacion es igualmente un
objeto de la invencion. El experto en la técnica conoce los procesos de sintesis
quimica, por ejemplo las técnicas que emplean fases sélidas [Steward et al., 1984,
Solid phase peptide synthesis, Pierce Chem. Company, Rockford, 111, 2da ed.,
(1984)] o técnicas que utilizan fases solidas parciales, por condensaciéon de
fragmentos o mediante una sintesis clasica en solucién. Los polipéptidos
obtenidos mediante sintesis quimica y que son capaces de contener aminoacidos
no naturales correspondientes estan igualmente comprendidos en la invencién.

Los anticuerpos, o uno de sus fragmentos o derivados funcionales, capaces
de ser obtenidos mediante un proceso de acuerdo con la invencién estan
igualmente comprendidos en la presente invencion.

La invencién también se refiere al anticuerpo de la invencién como un
medicamento.

La invencion se refiere igualmente a una composicion farmacéutica que
comprende a modo de principio activo un compuesto que consiste en un
anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales de acuerdo con la invencion,
preferentemente mezclado con un excipiente y/o un vehiculo aceptable para uso
farmacéutico.

Otra realizacion complementaria de la invencién consiste en una

composicion tal como se describe con anterioridad la cual comprende,
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adicionalmente, como un producto de combinacion para el uso simultaneo,
separado o consecutivo, un anticuerpo anti-tumoral.

Con maxima preferencia, dicho segundo anticuerpo anti-tumoral podria
seleccionarse entre los anticuerpos anti-IGF-IR, anti-EGFR, anti-HER2/neu, anti-
VEGFR, anti-VEGF, etc.,0 entre cualquiera de los otros anticuerpos antitumorales
conocidos por el experto en la técnica. Es evidente que el uso, como segundo
anticuerpo, de fragmentos funcionales o derivados de los anticuerpos antes
mencionados es parte de la invencion.

Como un anticuerpo mas preferido, los anticuerpos anti-EGFR se
seleccionan tal como por ejemplo el anticuerpo C225 (Erbitux).

“Uso simultaneo” quiere decir la administracién de los dos compuestos de la
composicion de acuerdo con la invencién en una forma farmacéutica Unica e
idéntica.

“Uso por separado” se entiende que significa la administracion, al mismo
tiempo, de los dos compuestos de la composicion de acuerdo con la invencién en
formas farmacéuticas distintas.

“Uso consecutivo” se entiende que significa la administracion sucesiva de
los dos compuestos de la composicion de acuerdo con la invencién, cada uno en
una forma farmacéutica distinta.

En forma general, la composicion de acuerdo con la invencion aumenta
considerablemente la eficacia del tratamiento del cancer. En otras palabras, el
efecto terapéutico de los anticuerpos anti-c-Met de acuerdo con la invencién es
potenciado en forma inesperada mediante la administracion de un agente
citotoxico. Otra ventaja subsiguiente principal producida por una composiciéon de
acuerdo con la invencién se refiere a la posibilidad de utilizar dosis eficaces
inferiores de principio activo, lo cual permite evitar los riesgos de aparicion de
efectos secundarios o la reducciéon de los mismos, en particular los efectos del
agente citotdxico.

Por afiadidura, esta composicion de acuerdo con la invencion permitiria el
logro del efecto terapéutico esperado de manera mas rapida.

La composicién de la invencion también puede ser caracterizada porque
comprende, adicionalmente, como un producto combinado para el uso simultaneo,
separado o consecutivo, un agente citotdxico/ citostatico.

Por “agentes terapéuticos anticancerigenos” o “agentes citotoxicos /
citostaticos”, se quiere decir una sustancia la cual, cuando se administra a un

sujeto, trata o previene el desarrollo de cancer en el cuerpo del sujeto. Como un
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ejemplo no limitativo de ese tipo de agentes, puede mencionarse agentes
alquilantes, anti-metabolitos, antibiéticos antitumorales, inhibidores mitéticos,
inhibidores de la funcién de cromatina, agentes anti-angiogénesis, anti-estrégenos,
anti-andrégenos o inmunomoduladores.

Dichos agentes son, por ejemplo, citados en la edicién 2001 de VIDAL, en
la pagina dedicada a los compuestos vinculados con la columna de cancerologia y
hematologia “Citotoxicos”, estos compuestos citotéxicos citados con referencia a
este documento son citados aqui como agentes citotdxicos preferidos.

Mas particularmente, los siguientes agentes son preferidos de acuerdo con
la invencion.

‘Agente alquilante” se refiere a cualquier sustancia la cual puede
entrecruzar o alquilar cualquier molécula, con preferencia, acido nucleico (por e;.,
ADN), dentro de una célula. Los ejemplos de agentes alquilantes incluyen mostaza
de nitrégeno tal como mecloretamina, clorambucol, melfalen, cloridrato,
pipobromen, prednimustina, fosfato disédico o estramustina; oxazoforinas tales
como ciclofosfamida, altretamina, trofosfamida, sulfofosfamida o ifosfamida;
aziridinas o imina-etilenos tales como tiotepa, trietlenamina o altetramina:
nitrosourea tales como carmustina, estreptozocina, fotemustina o lomustina;
alquilen-sulfonatos tales como busulfan, treosulfan o improsulfan; triacenos tales
como dacarbazina; o complejos de platino tales como cis-platino, oxaliplatino y
carboplatino.

“Anti-metabolitos” se refieren a sustancias que bloquean el crecimiento y/o
el metabolismo celular interfiriendo con ciertas actividades, generalmente con la
sintesis del ADN. Los ejemplos de anti-metabolitos incluyen metotrexato, 5-
fluoruracilo, floxuridina, 5-fluorodesoxiuridina, capecitabina, citarabina, fludarabina,
arabindsido de citosina, 6-mercaptopurina (6-MP), 6-tioguanina (6-TG),
clorodesoxiadenosina, 5-azacitidina, gemcitabina, cladribina, desoxicoformicina y
pentostatina.

“‘Antibitticos antitumorales” se refieren a compuestos los cuales pueden
evitar o inhibir la sintesis del ADN, ARN y/o proteina. Los ejemplos de antibiéticos
antitumorales incluyen doxorubicina, daunorubicina, idarubicina, valrubicina,
mitoxantrona, dactinomicina, mitramicina, plicamicina, mitomicina C, bleomicina, y
procarbazina.

“Inhibidores mitdticos” previenen la evolucion normal del ciclo celular y Ia
mitosis. En general, los inhibidores microtubulares o taxoides tales como paclitaxel

y docetaxel son capaces de inhibir la mitosis. Los alcaloides de la Vinca tales

b
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como vinblastina, vincristina, vindesina y vinorelbina son también capaces de
inhibir la mitosis.

‘Inhibidores de la funciéon de la cromatina” o ‘“inhibidores de la
topoisomerasa” se refieren a sustancias las cuales inhiben la funcién normal de las
proteinas de modelado de la cromatina tales como topoisomerasa | o
topoisomerasa II. Los ejemplos de los inhibidores de la funcién de la cromatina
incluyen, para topoisomerasa |, camptotecina y sus derivados tales como
topotecan o irinotecan, y, para la topoisomerasa I, etopésido, fosfato de etopdsido
y tenipdsido.

‘Agente anti-angiogénesis” se refiere a cualquier farmaco, compuesto,
sustancia o agente el cual inhibe el crecimiento de los vasos sanguineos. Los
agentes antiangiogénesis ejemplares incluyen, aunque sin limitarse a, razoxina,
marimastat, batimastat, prinomastat, tanomastat, ilomastat, CGS-27023A,
halofuginon, COL-3, neovastat, BMS-275291, talidomida, CDC 501, DMXAA, L-
651582, escualamina, endostatina, SU5416, SU6668, interferdn-alfa,EMD121974,
interleucina-12, IM862, angiostatina y vitaxin.

“Anti-estrégeno” o “agente anti-estrogénico” se refiere a cualquier sustancia
la cual reduce, antagoniza o inhibe la accién de estrégeno. Los ejemplos de
agentes antiestrogénicos son tamoxifeno, toremifenb, raloxifeno, droloxifeno,
iodoxifeno, anastrozol, letrozol, y exemestano.

“‘Anti-andrégenos” o “agentes anti-andrégenos” se refiere a cualquier
sustancia la cual reduce, antagoniza o inhibe la accién de un andrégeno. Los
ejemplos de antiandrogenos son flutamida, nilutamida, bicalutamida,
espironolactona, acetato de ciproterona, finasterida y cimitidina.

“‘Inmunomoduladores” son sustancias las cuales estimulan el sistema
inmune.

Los ejemplos de inmunomoduladores incluyen interferén, interleuquina tales
como aldesleuquina, OCT-43, denileuquina diflitox y interleuquina-2, factores de
necrosis tumoral tales como tasonermina u otros inmunomoduladores tales como
lentinan, sizofiran, roquinimex, pidotimod, pegademase, timopentina, poli I:.C o
levamisol en conjunto con 5-fluorouracilo.

Para mas detalle, el experto en la técnica podria hacer referencia al
manual editado por the “Association Frangaise des Enseignants de Chimie
Thérapeutique” y titulado “Traité de chimie thérapeutique”, vol. 6, Médicaments
antitumoraux et perspectives dans le traitement des cancers, edicién TEC & DOC,
2003.
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Se pueden mencionar ademas como agentes quimicos o agentes
citotdxicos, todos los inhibidores de quinasa tales como, por ejemplo, gefitinib o
erlotinib.

En una realizacién particularmente preferida, dicha composicién como un
producto de combinacién de acuerdo con la invencidn es caracterizada porque
dicho agente citotdxico es acoplado quimicamente a dicho anticuerpo para uso
simultaneo.

A fin de facilitar el acoplamiento entre dicho agente citotoxico y dicho
anticuerpo de acuerdo con la invencion, es especialmente posible introducir
moléculas espaciadoras entre los dos compuestos que se van a acoplar, tales
como poli(alquilen)glicoles tal como polietilenglicol, o sino aminoacidos, o, en otra
realizacion, para utilizar derivados activos de dichos agentes citotdxicos en los
cuales se habrian introducido funciones capaces de reaccionar con dicho
anticuerpo de acuerdo con la invencion. Estas técnicas de acoplamiento son bien
conocidas por el experto en la técnica y no seran descritas con mas detalle en la
presente descripcion.

La invencion se refiere, en otro aspecto, a una composicién caracterizada
porque uno, por lo menos, de dichos anticuerpos, o uno de sus fragmentos
funcionales o derivados, se conjuga con una toxina celular y/o un radioelemento.

Preferentemente, dicha toxina o dicho radioelemento es capaz de inhibir por
lo menos una actividad celular de células que expresan el c-Met, en un modo mas
preferido capaz de prevenir el crecimiento o la proliferacién de dicha célula,
especialmente o totalmente inactivando dicha células.

Preferentemente también, dicha toxina es una toxina enterobacteriana,
especialmente la exotoxina A de Pseudomonas.

Los radioelementos (o radioisotopos) preferentemente conjugados a los
anticuerpos empleados para la terapia son radioisétopos los cuales emiten rayos

gamma y preferentemente yodo'®’

211

, itrio®, oro'®, paladio’®, cobre®, bismuto®' y
antimonio Los radioisétopos los cuales emiten rayos beta y alfa pueden
igualmente utilizarse para la terapia.

Por toxina o radioelemento conjugado a por lo menos un anticuerpo, o uno
de sus fragmentos funcionales, de acuerdo con la invencion, se pretende indicar
cualquier medio que permita a dicha toxina o dicho radioelemento unirse a dicho
por lo menos un anticuerpo, especialmente mediante acoplamiento covalente

entre los dos compuestos, con o sin introduccién de una molécula de enlace.
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Entre los agentes que permiten la unién en una forma quimica (covalente),
electrostatica o no covalente de la totalidad o parte de los componentes del
conjugado, puede mencionarse particularmente a la benzoquinona, carbodiimida y
mas particularmente EDC  (clorhidrato de  1-etil-3-[3-dimetil-aminopropil]-
carbodiimida), dimaleimida, acido ditiobis-nitrobenzoico (DTNB), N-succinimidil S-
acetil tio-acetato (SATA), los agentes puente que tienen uno o mas grupos
fenilazida que reaccionan con los ultravioletas (U.V.) y con preferencia N-[-4-
(azidosalicilamino)butil]-3’-(2'-piridilditio)-propionamida (APDP), N-succinimid-il 3-
(2-piridilditio)propionato (SPDP), 6-hidrazino-nicotinamida (HYNIC).

Otra forma de acoplamiento, especialmente para los radioelementos, puede
consistir en el uso de un quelante idnico bifuncional.

Entre estos quelatos, es posible mencionar los quelatos derivados de EDTA
(acido etilendiaminatetraacético) o de DTPA (acido dietilentriaminapentaacético)
los cuales han sido desarrollados para unir metales, especialmente metales
radiactivos e inmunoglobulinas. Por ende, DTPA y sus derivados pueden ser
sustituidos por diferentes grupos en la cadena de carbono a fin de aumentar la
estabilidad y la rigidez del complejo de ligando -metal (Krejcarek et al. (1977);
Brechbiel et al. (1991); Gansow (1991); Patente de los Estados Unidos No.
4.831.175).

Por ejemplo, el 4cido dietilentriaminapentaacético (DTPA) y sus derivados,
los cuales han sido ampliamente utilizados en medicina y en biologia durante un
largo tiempo ya sea en su forma libre, o en la forma de un complejo con un i6n
metalico, tienen la caracteristica notable de formar quelatos estables con iones
metalicos y de ser acoplados con proteinas de interés terapéutico o de diagnéstico
tales como anticuerpos para el desarrollo de radioinmunoconjugados en terapia
contra el cancer (Meases et al., 1984; Gansow et al., 1990).

Asimismo, con preferencia, dicho por lo menos un anticuerpo que forma
dicho conjugado de acuerdo con la invencion se selecciona entre sus fragmentos
funcionales, especialmente los fragmentos amputados de su componente de Fc
tales como los fragmentos scFv.

Segun lo ya mencionado, en un realizacién preferida de la invencion, dicho
agente citotoxico/ citostatico o dicha toxina y/o un radioelemento es acoplado
quimicamente a por lo menos uno de los elementos de dicha composicion para

uso simultaneo.

La presente invencion comprende la composicion descrita como un
medicamento.
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La presente invencién comprende ademas el uso de una composicién de
acuerdo con la invencion para la preparacion de un medicamento.

En otro aspecto, la invencién se refiere al uso de un anticuerpo, o uno de
sus fragmentos o derivados funcionales, y/o de una composicién segun lo descrito
anteriormente para la preparacion de un medicamento destinado a inhibir el
crecimiento y/o la proliferacion de células tumorales.

Otro aspecto de la invencion consiste en el uso de un anticuerpo, o uno de
sus fragmentos o derivados funcionales y/o de una composicién, segun lo descrito
anteriormente o el uso antes mencionado, para la preparacién de un medicamento
destinado a la prevencion o al tratamiento del cancer.

La presente invencion también comprende un método destinado a inhibir el
crecimiento y/o la proliferacion de células tumorales en un paciente que
comprende la administracion a un paciente que lo necesita de un anticuerpo, o de
uno de sus fragmentos o derivados funcionales de acuerdo con la invencion, un
anticuerpo producido por un hibridoma de acuerdo con la invencidn o una
composicion de acuerdo con la invencién.

La presente invenciéon comprende ademas un método para la prevencion o
el tratamiento del cancer en un paciente que lo necesita, que comprende la
administracion al paciente de un anticuerpo, o de uno de sus fragmentos o
derivados funcionales de acuerdo con la invencién, un anticuerpo producido por un
hibridoma de acuerdo con la invencién o una composicion de acuerdo con la
invencion.

En un aspecto preferido en particular, dicho cancer es un cancer
seleccionado entre cancer de prostata, osteosarcomas, cancer de pulmén, cancer
de mama, cancer de endometrio, glioblastoma o cancer de colon.

Segun lo ejemplificado anteriormente, una ventaja de la invencion consiste
en el tratamiento de la activacion de Met dependiente o independiente de HGF
relacionada con canceres. |

La invencion, en aun otro aspecto, abarca un método de diagnéstico in vitro
de enfermedades inducidas por una sobreexpresién o una expresion insuficiente
del receptor c-Met comenzando a partir de una muestra biolégica en la cual la
presencia anormal del receptor c-Met es sospechada, estando dicho método
caracterizado porque comprende un paso donde dicha muestra biolgica se pone
en contacto con un anticuerpo de la invencién, siendo posible que dicho

anticuerpo sea etiquetado en caso de ser necesario.
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Preferentemente, dichas enfermedades conectadas con una presencia
anormal del receptor c-Met en dicho método de diagndstico seran canceres. Dicho
anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales, puede estar presente en la
forma de un inmunoconjugado o de un anticuerpo etiquetado de modo de obtener
una sefial detectable y/o cuantificable.

Los anticuerpos etiquetados de acuerdo con la invencion o sus fragmentos
funcionales incluyen, por ejemplo, anticuerpos denominados inmunoconjugados
los cuales pueden ser conjugados, por ejemplo, con enzimas tales como
peroxidasa, fosfatasa alcalina, beta-D-galactosidasa, glucosa oxidasa, glucosa
amilasa, anhidrasa  carbonica, acetilcolinesterasa, lisozima, malato
deshidrogenasa o glucosa 6-fosfato deshidrogenasa o mediante una molécula tal
como biotina, digoxigenina o 5-bromodesoxiuridina. Las etiquetas fluorescentes
pueden asimismo conjugarse a los anticuerpos o a sus fragmentos funcionales de
acuerdo con la invencion y especialmente incluyen fluoresceina y sus derivados,
fluorocromo, rodamina y sus derivados, GFP (GFP por “Green Fluorescent
Protein” (Proteina Fluorescente Verde), dansilo, umbeliferona etc. En ese tipo de
conjugados, los anticuerpos de la invencion o sus fragmentos funcionales pueden
prepararse mediante métodos conocidos por el experto en la técnica. Pueden
acoplarse a las enzimas o a las etiquetas fluorescentes directamente o mediante
el intermediario 0 un grupo espaciador o de un grupo de ligacién tal como un
polialdehido, tal como glutaraldehido, acido etilendiaminatetraacético (EDTA),
acido dietilen-triaminapentaacético (DPTA), o en presencia de agentes de
acoplamiento tales como aquellos antes mencionados para los conjugados
terapéuticos. Los conjugados que contienen etiquetas de tipo fluoresceina pueden
prepararse mediante reacciéon con un isotiocianato.

Otros conjugados pueden incluir, asimismo, etiquetas quimiluminiscentes
tales como luminol y los dioxetanos, etiquetas bio-luminiscentes tales como

luciferasa y luciferina, o sino etiquetas radiactivas tales como yodo'?, yodo'?,
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yodo'®, yodo'*, bromo””, tecnetio®™, indio'"", indio'™*™, galio®, galio®, rutenio®.

rutenio®, rutenio’®, rutenio'®®, mercurio”, mercurio®®, renio®™™, renio’®', renio’®

escandio®’, telurio''™
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, telurio"™™, telurio™™, tulio'®, tulio'®, tulio™®, flior'®
itrio"®°, yodo''. Los métodos conocidos por el experto en la técnica existentes
para acoplar los radiois6topos terapéuticos a los anticuerpos ya sea directamente
0 por medio de un agente quelante tales como EDTA, DTPA mencionados
anteriormente pueden utilizarse para los radioelementos los cuales pueden

utilizarse en diagnoéstico. Igualmente, es posible mencionar el marcado con Na[l125]
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mediante el método de cloramina T [Hunter W.M. y Greenwood F.C. (1962) Nature

194:495] o sino con tecnetio®™

mediante la técnica de Crockford et al. (Patente de
los Estados Unidos No. 4.424.200) o unido por medio de DTPA segun lo descrito
por Hnatowich (Patente de los Estados Unidos No. 4.479.930).

Por lo tanto, el anticuerpo, o un fragmento o derivado funcional del mismo,
de acuerdo con la invencién puede emplearse en un proceso para la deteccion y/o
la cuantificacion de una sobreexpresién o de una expresidon insuficiente,
preferentemente una sobreexpresion, del receptor c-Met en una muestra bioldgica,
caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

a) el poner en contacto a la muestra bioldgica con un anticuerpo, o con su
fragmento o derivado funcional, de acuerdo con la invencién; y

b) la demostracion del complejo de c-Met/anticuerpo posiblemente
formado.

En una realizacién en particular, el anticuerpo, o un fragmento o derivado
funcional del mismo, de acuerdo con la invencién, puede emplearse en un proceso
para la deteccion y/o la cuantificacion del receptor c-Met en una muestra biologica,
para el monitoreo de la eficacia de un tratamiento profilactico y/o terapéutico de
cancer dependiente de c-Met.

Mas generalmente, el anticuerpo o un fragmento o derivado funcional del
mismo, de acuerdo con la invencion puede emplearse ventajosamente en
cualquier situacion donde la expresion del receptor c-Met debe ser observada en
forma cualitativa y/o cuantitativa.

Con preferencia, la muestra bioldgica es formada mediante un fluido
bioldgico, tal como suero, sangre entera, células, una muestra de tejido o biopsias
de origen humano.

Puede emplearse cualquier procedimiento o ensayo convencional a fin de
llevar a cabo ese tipo de deteccion y/o dosificacion. Dicho ensayo puede ser un
ensayo de competicion o sandwich, o cualquier ensayo conocido por el experto en
la técnica dependiente de la formacién de un complejo inmune de tipo anticuerpo-
antigeno. Luego de las aplicaciones de acuerdo con la invencién, el anticuerpo o
un fragmento o derivado funcional del mismo puede ser inmovilizado o marcado.
Esta inmovilizacién puede llevarse a cabo en numerosos soportes conocidos por
el expertos en la técnica. Estos soportes pueden incluir, especialmente, vidrio,
poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano, nylon, o células naturales o
modificadas. Estos soportes pueden ser solubles o insolubles.
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A modo de ejemplo, un método preferido implica procesos
inmunoenzimaticos de acuerdo con la técnica ELISA, por inmunofluorescencia, o
técnica de radio-inmunoensayo (RIA) o equivalente.

Por lo tanto, la presente invencidn comprende igualmente los kits o
conjuntos necesarios para llevar a cabo un método de diagndstico de
enfermedades inducidas por una sobreexpresién o una expresion insuficiente del
receptor c-Met o para llevar a cabo un proceso para la deteccién y/o la
cuantificacion de una sobreexpresion o de una expresién insuficiente del receptor
c-Met en una muestra biolégica, con preferencia, una sobreexpresion de dicho
receptor, caracterizado porque dicho kit o conjunto comprende los siguientes
elementos:

a) un anticuerpo, o un fragmento o derivado funcional del mismo, de
acuerdo con la invencion;

b) opcionalmente, los reactivos para la formacién del medio favorables
para la reaccién inmunolégica;

c) opcionalmente, los reactivos que permiten la demostracién de
complejos de c-Met/anticuerpo producidos mediante la reaccién inmunolégica.

Un objetivo de la invenciéon es asimismo el uso de un anticuerpo o una
composicion de acuerdo con la invencion para la preparaciéon de un medicamento
destinado al direccionamiento especifico de un compuesto biolégicamente activo
hacia células que expresan o que sobreexpresan el receptor c-Met.

Se quiere decir en la presente por compuesto biolégicamente activo
cualquier compuesto capaz de modular, especialmente de inhibir, la actividad
celular, en particular su crecimiento, su proliferacién, transcripcion o traduccion
genética.

Un objetivo de la invencion es ademas un reactivo de diagnéstico in vivo
que comprende un anticuerpo de acuerdo con la invencién, o un fragmento o
derivado funcional del mismo, con preferencia marcado, especialmente
radioetiquetado, y su uso en la obtencion de imagenes médicas, en particular para
la deteccion del cancer en conexion con la expresion o la sobreexpresion por una
célula del receptor c-Met.

La invencion se refiere igualmente a una composicién como un producto
combinado o a un conjugado anti-c-Met/toxina o radioelemento, de acuerdo con la

invencion, como un medicamento.
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Preferentemente, dicha composiciéon como un producto combinado o dicho
conjugado de acuerdo con la invencidn se mezclard con un excipiente y/o un
vehiculo aceptable para uso farmacéutico.

En la presente descripcién, vehiculo aceptable para uso farmacéutico tiene
el propdsito de indicar un compuesto o una combinacién de compuestos que
entran en una composicion farmacéutica sin provocar reacciones secundarias y el
cual permite, por ejemplo, la facilitacion de la administracion del o de los
compuestos activos, un aumento en su vida util y/o en su eficacia en el cuerpo, un
aumento de su solubilidad en solucién o sino una mejora en su conservacion.
Estos vehiculos aceptables para uso farmacéutico son bien conocidos y seran
adaptados por el experto en la técnica en funcion de la naturaleza y del modo de
administracion del compuesto o de los compuestos activos seleccionados.

Con preferencia, estos compuestos seran administrados por la ruta
sistémica, en particular mediante la ruta intravenosa, por la ruta intramuscular,
intradérmica, intraperitoneal o subcutanea, o por la ruta oral. En una forma mas
preferida, la composicion que comprende los anticuerpos de acuerdo con la
invencion sera administrada varias veces, en forma consecutiva.

Sus modos de administracién, dosificaciones y formas farmacéuticas
Optimas pueden determinarse de acuerdo con los criterios generaimente tomados
en cuenta en el establecimiento de un tratamiento adaptado a un paciente tal
como, por ejemplo, la edad o el peso corporal del paciente, la seriedad de su
condicion general, la tolerancia al tratamiento y los efectos secundarios
observados.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién aparecen a continuacion de
la descripcidn con los ejemplos y las figuras donde:

Figura 1: Efecto de Mabs de IgG1 irrelevantes de origen murino y humano y
PBS sobre la fosforilacion del receptor c-Met sobre células A549.

Figuras 2A y 2B: Efecto de Mabs 224G11 murinos y humanizados
producidos como un isotipo humano de IgG1/kappa sobre la fosforilacion del
receptor c-Met sobre las células A549.

Figura 2A: efecto agonista calculado como porcentaje versus estimulacion
maxima de la fosforilacién de c-Met por HGF [100 ng/ml].

Figura 2B: efecto antagonista calculado como porcentaje de inhibicién de la
estimulacion maxima de fosforilacion de c-Met por HGF [100 ng/ml].

Figuras 3A y 3B: Comparacion entre Mab 224G11 murino y Mabs 224G11
quiméricos que contienen diversas regiones bisagra modificadas por ingenieria

Y
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genética, sobre la fosforilacion del receptor c-Met sobre las células A549.

Figura 3A: efecto agonista calculado como porcentaje contra la estimulacion
maxima de la fosforilacion de c-Met mediante HGF [100 ng/ml].

Figura 3B: efecto antagonista calculado como porcentaje de inhibicién de la
estimulacion maxima de la fosforilacion de c-Met mediante HGF [100 ng/mi].

Figuras 4A y 4B: Comparacién entre Mab 224G11 murino y Mabs
224G11 quiméricos y humanizados producidos como un isotipo de IgG2/kappa
humano, sobre la fosforilacion del receptor c-Met en células A549.

Figura 4A: efecto agonista calculado como porcentaje contra la estimulacion
maxima de la fosforilacion de c-Met mediante HGF [100 ng/ml].

Figura 4B: efecto antagonista calculado como porcentaje de inhibicién de la
estimulacion maxima de fosforilacion de c-Met mediante HGF [100 ng/ml].

Figuras 5A y 5B: Comparacién entre Mab 224G11 murino y Mabs 224G11
quimericos y humanizados producidos como un mutante bisagra modificado por
ingenieria genética TH7IgG1/kappa, sobre la fosforilacion del receptor c-Met en
células A549.

Figura 5A: efecto agonista calculado como porcentaje contra la estimulacién
maxima de la fosforilacién de c-Met mediante HGF [100 ng/ml].

Figura 5B: efecto antagonista calculado como porcentaje de inhibicién de la
estimulacion maxima de fosforilaciéon de c-Met mediante HGF [100 ng/ml].

Figuras 6A y 6B, Figuras 7A y 7B, Figuras 8A y 8B, Figuras 9A y 9B,
Figuras 10A y 10B: modelos de BRET con Figuras A: modelo de dimerizacion de
c-Met; y Figuras B: modelo de activacion de c-Met.

Figura 11: reconocimiento de c-Met mediante formas de 224G11 quiméricas
y humanizadas.

Figura 12: Efecto de anticuerpos murinos y quiméricos sobre la proliferacion
inducida por HGF de células NCI-H441 in vitro. Las células NCI-H441 fueron
plaqueadas en medio libre de suero. 24 horas después de colocacién en placas,
se agregaron m224G11 y [224G11]quim ya sea en ausencia o en presencia de
HGF. Las flechas negras indican los pocillos plaqueados con células solas ya sea
en ausencia K o en presencia M de HGF. Una 1gG1 murina (migG1) se introdujo
como un control de isotipo.

Figura 13: Comparacién in vivo de Mabs de 224G11 quiméricos de IgG1 y
murinos en el modelo de xenoinjerto de NCI-H441.

Figuras 14A y 14B: Efecto el Mab 224G11 murino y de diversas versiones

quiméricas y humanizadas de este anticuerpo sobre la proliferacién inducida por
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HGF de células NCI-H441 in vitro. Las células NCI-H441 se colocaron en placas
en medio libre de suero. 24 Horas después de colocacion en placa, los
anticuerpos que se van a analizar se agregaron ya sea en ausencia O en
presencia de HGF. En el panel (Figura 14A), Las versiones m224G11 murino,
IgG1 quimérica [224G11]quim, IgG1 humanizada [224G11] [Hz1], [224G11] [Hz2],
[224G11] [Hz3] se mostraron. En el panel (Figura 14B), se presentaron las formas
de m224G11 murino y diversas formas de IgG1 quiméricas ([224G11] quim,
[224G11] [MH quim], [224G11] [MUP9H quim], [224G11] [MMCH quim], [224G11]
[TH7 quim]). Las flechas negras indican los pocillos plaqueados con células solas
ya sea en ausencia € o en presencia M de HGF. Se introdujo una IgG1 murina
como un control negativo para la actividad agonista. El m5D5 se utilizé como un
control agonista completo dosis-dependiente.

Figura 15: Efecto del Mab 224G11 murino y de diversas versiones
quimericas y humanizadas de este anticuerpo sobre la proliferacion inducida por
HGF de células NCI-H441 in vitro. Las células NCI-H441 se plaquearon en medio
libre de suero. 24 Horas después de la colocacion en placas, los anticuerpos que
se van a analizar se agregaron ya sea en ausencia o en presencia de HGF. Se
presentaron las formas m224G11 murina, [224G11] quim, [224G11] [TH7 quim])
IgG1 quimericas y [224G11] [TH7 Hz1], [224G11] [TH7 Hz3]). Las flechas negras
indican los pocillos con células solas ya sea en ausencia € o en presencia N de
HGF. Se introdujo una IgG1 murina como un control negativo para la actividad
agonista. Se utilizé el m5D5 como un control agonista completo dependiente de la
dosis.

Figura 16: Comparacion in vivo de Mabs 224G11 murinos, quiméricos y
humanizados en el modelo de xenoinjerto NCI-H441.

Figura 17A: efecto agonista calculado como porcentaje contra la
estimulacion maxima de la fosforilacion de c-Met mediante HGF [100 ng/ml).

Figura 17B: efecto antagonista calculado como porcentaje de inhibicién de
la estimulacion maxima de fosforilacion de c-Met mediante HGF [100 ng/ml).

Figura 18: Modelos de BRET con modelo de activacion de c-Met.

Figura 19: Efecto de m224G11 y h224G11 sobre la degradacion de c-Met
en células A549. A) Media de 4 experimentos independientes +/- s.e.m. B) Imagen
de western blot representativa de los 4 experimentos independientes realizados.

Figura 20: Efecto de m224G11 y h224G11 sobre la degradacion de c-Met
en células NCI-H441. A) Media de 4 experimentos independientes +/- s.e.m. B)

Imagen de Western blot representativa de los 4 experimentos independientes

i(
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realizados.

Figura 21: Configuracion de un ELISA para evaluar la eliminacion de c-Met.

Figura 22: Evaluacion in vitro de eliminacion de c-Met en células NCI-H441
tratadas durante 5 dias con m224G11. migG1 es un anticuerpo irrelevante
utilizado como un control de isotipo.

Figura 23: Evaluacién in vitro de eliminacion de c-Met en lineas celulares
Hs746T, MKN45 y EBC-1 amplificadas tratadas durante 5 dias con m224G11.
mlgG1 es un anticuerpo irrelevante utilizado como un control de isotipo. PMA es
un inductor de eliminacién utilizado como un control positivo.

Figura 24: Evaluacion in vitro de eliminacion de c-Met en NCI-H441 y lineas
celulares Hs746T, MKN45 y EBC-1 amplificadas tratadas durante 5 dias con
m224G11. migG1 es un anticuerpo irrelevante utilizado como un control de isotipo.
PMA es un inductor de la eliminacion utilizado como un control positivo.

Figura 25: Estudio de fosforilacion intrinseca de h224G11 en linea celular
Hs746T.

Figura 26: Estudio de fosforilacion intrinseca de h224G11 en linea celular
NCI-H441. A) fosfo-ELISA y B) analisis Western.

Figura 27: Estudio de fosforilacion intrinseca de h224G11 en linea celular
Hs578T. A) fosfo-ELISA y B) analisis Western.

Figura 28: Estudio de fosforilacion intrinseca de h224G11 en linea celular
NCI-H125. A) fosfo-ELISA y B) analisis Western.

Figura 29: Estudio de fosforilacion intrinseca de h224G11 en linea celular
T98G. A) fosfo-ELISA y B) analisis Western.

Figura 30: Estudio de fosforilacion intrinseca de h224G11 en linea celular
MDA-MB-231. A) fosfo-ELISA y B) analisis Western.

Figura 31: Estudio de fosforilacion intrinseca de h224G11 en linea celular
PC3. A) fosfo-ELISA y B) analisis Western.

Figura 32: Estudio de fosforilacion intrinseca de h224G11 en células
HUVEC.

Figura 33. Comparacion in vivo del anticuerpo 224G11 murino de tipo
salvaje con Mabs del 224G11 quimérico con modificacion en la region bisagra
[C2D5-7] en el modelo de xenoinjerto NCI-H441.

Figura 34: Inducciéon ADCC por h224G11 en células Hs746T y NCI-H441.
Se mezclaron células Hs746T marcadas con *'Cr (A) o NCI-H441 (B) cargadas
(cuadrados llenos) o no (cuadrados vacios) con h224G11 con relacion diferente de

células NK humanas y se incubaron durante 4 horas. Se cosecharon las células y

o
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se realizd el recuento de cpm de °'Cr liberado por lisis. Los resultados se
representaron como la lisis porcentual frente a la relacidén de efector/células
objetivo. NL corresponde a las células sin carga.

Figura 35: Tincion con h224G11 en xenoinjerto tumoral que expresé
diversos niveles de c-Met (A : linea celular amplificada Hs746T para c-Met, B : alto

nivel de expresion c-Met en NCI-H441 y C : bajo nivel de c-Met en MCF-7).

Ejemplo 1: Generacion de anticuerpos contra c-Met

Para generar anticuerpos anti-c-Met se inmunizaron ratones BALB/c de 8
semanas de edad ya sea 3 a 5 veces subcutaneamente con una linea celular
transfectada CHO que expresa c-Met en su membrana plasmatica (20x10°
células/dosis/ratén) o 2 a 3 veces con una proteina de fusiébn de dominio
extracelular de c-Met (10-15 ug/dosis/raton) (R&D Systems, Catalogo # 358MT) o
fragmentos de esta proteina recombinante mezclada con adyuvante completo de
Freund para la primera inmunizacién y adyuvante incompleto de Freund para las
siguientes. Los protocolos mixtos en los cuales los ratones recibieron tanto células
CHO-cMet como proteinas recombinantes también se llevaron a cabo. Tres dias
antes de la fusion celular, los ratones fueron estimulados i.p. o i.v. con la proteina
recombinante o fragmentos. Luego, los bazos de ratones se recolectaron y
fusionaron a células de mieloma SP2/0-Ag14 (ATCC) y se sometieron a seleccion
de HAT. Se llevaron a cabo cuatro fusiones. En general, para la preparacion de
anticuerpos monoclonales o sus fragmentos funcionales, especialmente de origen
murino, es posible hacer referencia a técnicas las cuales son descritas en
particular en el manual “Anticuerpos” (Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor NY, pp. 726, 1988) o
a la técnica de preparacion de hibridomas descrita por Kohler y Milstein (Nature,
256:495-497, 1975).

Los hibridomas obtenidos fueron inicialmente cribados por ELISA sobre la
proteina recombinante de c-Met y luego mediante analisis FACS en lineas
celulares A549 NSCLC, BxPC3 pancreatica, y U87-MG glioblastoma para
asegurarse de que los anticuerpos producidos seran capaces de reconocer
también al receptor nativo en células tumorales. Los reactores positivos en estos 2
ensayos fueron amplificados, clonados y un conjunto de hibridomas fue
recuperado, purificado y cribado para determinar su capacidad de inhibir la
proliferacién celular in vitro en el modelo BxPC3.

Para ese proposito 50.000 células BxPC3 se colocaron en placas de 96
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pocillos en medio RPMI, 2 mM L. Glutamina, sin SVF. 24 Horas después de
colocacién en placas, los anticuerpos que se van a analizar se agregaron a una
concentracion final que oscilaba entre 0,0097 y 40 ug/ml 60 min antes de la
adicion de 100 ng/ml de hHGF. Después de 3 dias, las células fueron pulsadas
con 0,5 pCi de [Hltimidina durante 16 horas. La magnitud de [*H]timidina
incorporada en ADN insoluble en &cido tricloroacético se cuantific6 mediante
recuento por centelleo liquido. Los resultados fueron expresados como datos sin
elaborar para realmente evaluar el efecto agonista intrinseco de cada Mab.

Luego, los anticuerpos que inhiben por lo menos 50% de proliferacion
celular se evaluaron para determinar su actividad en la dimerizacion de c-Met y
analisis de BRET de activacion en células transfectadas. La actividad del receptor
c-Met se cuantifico midiendo el reclutamiento de moléculas de sefializaciéon de
Gab1 en c-Met activado. Para ese propésito, se generaron lineas celulares
estables CHO que expresan C-Met-Rluc o C-Met-Rluc y C-Met-K1100A-YFP para
la dimerizacion de c-Met o C-Met-Rluc y una forma mutada de Gab1 [Maroun et
al., Mol. Cell. Biol., 1999, 19:1784-1799] fusionada a YFP para la activacién de c-
Met. Las células fueron distribuidas en microplacas de 96 pocillos blancas en
DMEM-F12/FBS 5% de medio de cultivo uno o dos dias antes de los experimentos
de BRET. Las células fueron cultivadas, en primer lugar, a 37°C con CO, 5% a fin
de permitir la union celular a la placa. Luego, las células se matan de hambre con
200 pl de DMEM/pocillo durante la noche. Inmediatamente antes del experimento,
DMEM se eliminé y las células se lavaron rapidamente con PBS. Las células se
incubaron en PBS en presencia o ausencia de anticuerpos a ser analizados o
compuestos de referencia, 10 min a 37°C con anterioridad a la adicion de
coelenterazina con o sin HGF en un volumen final de 50 pl. Después de la
incubacion durante otros 10 minutos a 37°C, se inicid la adquisicion de emision de
luz a 485 nm y 530 nm utilizando el luminémetro Mithras (Berthold) (1s/longitud de
onda /pocillo repetido 15 veces).

La relacion de BRET ha sido definida previamente [Angers et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 2000, 97:3684-3689] como: [(emision a 530 nm) - (emisién a 485
nm) X Cf] / (emisién a 485 nm), donde Cf corresponde a (emisién a 530 nm) /
(emision a 485 nm) para células que expresan proteina de fusién Rluc solamente
en las mismas condiciones experimentales. La simplificacién de esta ecuacion
muestra que la relacion de BRET corresponde a la relaciéon 530/485 nm obtenida
cuando los dos socios estaban presentes, corregido por la relacion 530/485 nm

obtenida bajo las mismas condiciones experimentales, cuando solamente el socio
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fusionado a R. reniformis luciferasa estaba presente en el ensayo. Por cuestiones
de legibilidad, los resultados son expresados en unidades miliBRET (mBU); mBU
corresponde a la relacién de BRET multiplicada por 1000.

Después de este segundo ensayo in vitro, se selecciond el anticuerpo
224G11 i) sin actividad intrinseca como una molécula entera en el ensayo
funcional de proliferacién, ii) inhibiendo significativamente la proliferacion de
BxPC3 y iii) inhibiendo la dimerizacién de c-Met. En los experimentos, el Mab
5D5, generado por Genentech, y disponible en la ATCC, se agregé como un
control para la actividad agonista intrinseca.

Ejemplo 2: Proceso de humanizacion de Mab 224G11 de raton por
injerto de CDR
1°) Humanizacién del dominio variable (VL) de cadena ligera

Como un paso preliminar, la secuencia nucleotidica de 224G11 VL se
comparo con las secuencias genéticas de linea germinal murinas incluidas en la
base de datos de IMGT (http://imgt.cines.fr). Los genes de linea germinal murinos
IGKV3-5"01 y IGKJ4*01 que muestran una identidad de secuencia de 99,31 %
para la region V y 94,28% para la region J, respectivamente, han sido
identificados. Considerando estas homologias elevadas, la secuencia nucleotidica
224G11VL ha sido utilizada directamente para buscar homologias humanas, en
lugar de lineas germinales de ratén correspondientes.

En un segundo paso, el gen de linea germinal humano que exhibe la mejor
identidad con el 224G11VL ha sido buscado para identificar el mejor candidato
humano para el injeto de CDR (CDR grafting). Para la optimizacion de la
seleccion, se han llevado a cabo alineaciones entre las secuencias de
aminoacidos. El gen de linea germinal humano IGKV4-1*01 produjo una identidad
de secuencia de 67,30%, pero mostré una longitud diferente para CDR1 (10
aminoacidos en 224G11 VL y 12 aminoacidos en IGKV4-1*01). Para la region J,
se selecciond el gen de linea germinal humano IGKJ4*02 (identidad de secuencia
de 77,14%).

En un paso siguiente, las regiones de CDR de 224G11 VL de ratén se
injertaron en las secuencias estructurales humanas seleccionadas anteriormente.
Se analizé cada posicidn de aminoacido para diversos criterios tales como
participacion en la interfase VH/VL, en la unién al antigeno o en la estructura de
CDR, localizacién del residuo en la estructura 3D del dominio variable, anclajes de

CDR, residuos pertenecientes a la zona Vernier. Se construyeron tres versiones
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humanizadas, correspondientes a SEC ID No. 8, SEC ID No. 9 y SEC ID No. 10, y
que contenian respectivamente cuatro (4, 39, 40, 84), dos (39, 40) o un (40)
residuos murinos en sus regiones FR y las CDRs correspondientes a 224G11 VL
de raton.

2°) Humanizacién del dominio variable de cadena pesada (VH)

Como un paso preliminar, la secuencia nucleotidica del 224G11 VH se
comparo con las secuencias de genes de linea germinal murinas incluidas en la
base de datos de IMGT (http://imgt.cines.fr).

Los genes murinos de lineas germinales IGHV1-18*01, IGHD2-4*01 y
IGHJ2*01 con una identidad de secuencia de 92,70% para la region V, 75,00%
para la region D y 89,36% para la region J, respectivamente, han sido
identificados. Conforme a estas homologias elevadas, se ha decidido utilizar
directamente las secuencias nucleotidicas 224G11VH para buscar homologias
humanas, en lugar de lineas germinales de ratén correspondientes.

En un segundo paso, el gen de linea germinal humano que exhibe Ia mejor
identidad con el 224G11 VH ha sido investigado para identificar el mejor candidato
humano para el injerto de CDR. Con este propdsito, la secuencia nucleotidica de
224G11 VH ha sido alineada con las secuencias de genes de lineas germinales
humanas pertenecientes a la base de datos de IMGT. La secuencia humana
IGHV1-2*02 V exhibié una identidad de secuencia de 75.00% en el nivel
nucleotidico y 64,30% en el nivel de aminoacidos. Buscando homologias para la
region H se ha arribado a la identificacion del gen de linea germinal IGHJ4*04
humano con una identidad de secuencia de 78,72%.

En un siguiente paso, se injertaron regiones de CDR de 224G11 VH de
raton en las secuencias estructurales humanas antes seleccionadas. Se analizé
cada posicion de aminoacido para diversos criterios tales como la participacion en
la interfase VH/VL, en la union al antigeno o en la estructura de CDR, localizacion
del residuo en la estructura 3D del dominio variable, anclajes de CDR, residuos
pertenecientes a la zona Vernier. Se construyd una forma completamente
humanizada, correspondiente a SEC ID 4: contiene residuos exclusivamente

humanos en su regiones FR y las CDRs correspondientes a 224G11 VH de ratén.

Ejemplo 3: Construccion de mutantes bisagra mejorados

Es bien sabido por el experto en la técnica que la region bisagra participa
fuertemente en la flexibilidad del dominio variable de inmunoglobulinas (véase
Brekke et al., 1995; Roux et al., 1997). Durante el proceso de quimerizacion de
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Mab 224G11, el dominio constante murino IGHG1 fue reemplazado por la porcién
IGHG1 equivalente de origen humano. Puesto que las secuencias de aminoacidos
de la region bisagra eran altamente divergentes, la “murinizacion” de la regién
bisagra se llevo a cabo a fin de mantener su longitud y rigidez. Puesto que la
region bisagra IGHG2 humana corresponde al homélogo mas cercano de la
bisagra IGHG1 murina, esta secuencia también fue considerada. Una serie de 7
secuencias bisagra diferentes fueron construidas (SEC ID Nos. 22 a 28) mediante
la incorporacion de porciones de las bisagras IGHG1 de ratén y la bisagra IGHG2
humana en la porcién bisagra IGHG1 humana.

Otra serie de mutantes bisagra fue disefiada y construida (SEC ID Nos. 58
a 72) para evaluar la influencia de una cisteina adicional y su posicién a lo largo
del dominio bisagra, la delecion de 1, 2, 3 o 4 amino4cidos a lo largo del dominio
bisagra y una combinacién de estos dos pardmetros (adicion de cisteina y

delecion de aminoacidos).

Ejemplo 4: Produccion de Mab 224G11 humanizado y formatos de Mab
bisagra construidos genéticamente

Todas las formas de Mab antes descritas que contenian regiones bisagra
quimericas, humanizadas y/o construidas genéticamente fueron producidas luego
de la transfeccion transitoria y utilizando el sistema HEK293/EBNA con un vector
de expresién pCEP4 (InVitrogen, US).

Las secuencias nucleotidicas enteras correspondientes a las versiones
humanizadas del dominio variable de las cadenas ligera (SEC ID No. 18, SEC ID
No. 19 y SEC ID No. 20) y pesada (SEC ID No. 14) de Mab 224G11 se
sintetizaron mediante sintesis genética global (Genecust, Luxemburgo). Se
subclonaron en un vector pCEP4 (InVitrogen, US) portando la secuencia
codificante entera del dominio constante [CH1-Bisagra-CH2-CH3] de una
inmunoglobulina 19G1 o 19G2 humana. La modificacién de la regién bisagra se
llevd a cabo intercambiando un fragmento de restriccién {Nhe1/-Bcl1} por la
porcion equivalente que porta las modificaciones deseadas, siendo sintetizado
cada fragmento {Nhe1-Bc/1} respectivo mediante sintesis genética global
(Genecust, LU). Todos los pasos de clonacion se llevaron a cabo de acuerdo con
técnicas de biologia molecular convencionales segun lo descrito en el manual de
Laboratorio (Sambrook y Russel, 2001) o de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. Cada constructo genético fue completamente validado por

secuenciamiento de nucledtidos utilizando el kit de secuenciamiento de ciclo
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terminador Big Dye terminator cycle sequencing kit (Applied Biosystems, US) y
analizado utilizando un Analizador Genético 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, US).

Las células HEK293 EBNA adaptadas en suspension (InVitrogen, US) se
cultivaron rutinariamente en frascos de 250 ml en 50 ml de medio libre de suero
Excell 293 (SAFC Biosciences) suplementado con glutamina 6 mM en un agitador
orbital (velocidad de rotacién 110 rpm). La transfeccion transitoria se llevé a cabo
con 2.10° células/ml utilizando polietilenimina de 25 kDa lineal (PEI)
(Polysciences) preparada en agua a una concentracion final de 1 mg/ml de ADN
mixto y plasmido (concentracion final de 1,25 pg/ml para relacion de plasmido de
cadena pesada a ligera de 1:1). A las 4 horas post-transfeccion, el cultivo se diluyé
con un volumen de medio de cultivo fresco para lograr una densidad celular final
de 10° células/ml. El proceso de cultivo se monitored sobre la base de la viabilidad
celular y produccion de Mab. Tipicamente, los cultivos se mantuvieron durante 4 a
5 dias. Los Mabs se purificaron utilizando un método de cromatografia
convencional en una resina de Proteina A (GE Healthcare, US).

Todas las formas diferentes de Mabs fueron producidas en niveles
adecuados con evaluaciones funcionales. Los niveles de productividad fueron
producidos a niveles adecuados con evaluaciones funcionales. Los niveles de

productividad oscilan tipicamente entre 15 y 30 mg/l de Mabs purificados.

Ejemplo 5: Evaluacion de estado de fosforilacion de c-Met mediante
ensayo ELISA especifico para Fosfo-c-Met

Este ensayo funcional permite controlar la modulacién del estado de
fosforilacion de c-Met ya sea por Mabs solos o en la presencia conjunta de HGF.

Se sembraron células A549 en una placa de 12MW en medio de
crecimiento completo [F12K + 10 % FCS]. Las células se sometieron a inanicion
durante 16 horas antes de la estimulacion con HGF [100 ng/ml], y cada Mab que
se va a analizar se agrego en su concentracion final de 30 pg/ml 15 minutos antes
de la estimulacién del ligando. Se agregé buffer de lisis enfriado con hielo 15
minutos después de la adicion de HGF para detener la reaccién de fosforilacion.
Las células se rasparon mecanicamente y los lisados celulares se recolectaron por
centrifugacion a 13000 rpm durante 10 min. a 4°C y corresponden a la fase de
sobrenadante. El contenido proteico se cuantificé utilizando un kit BCA (Pierce) y
se almacené a —20°C hasta su utilizacién. El estado de fosforilacion de c-Met se
cuantificd por ELISA. Se utilizé un Mab anti-c-Met de cabra (R&D, ref AF276)

Z
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como un anticuerpo de captura (recubrimiento durante toda la noche a 4°C) y
despues un paso de saturacién con un buffer de 5% de TBS-BSA (1 hora a
temperatura ambiente (TA)), se agregaron 25 ug de lisados proteicos a cada
pocillo de la placa de 96 MW recubierta. Después de una incubacién de 90
minutos a TA, las placas se lavaron cuatro veces y se agregé el anticuerpo de
deteccion (Mab anti-fosfo-c-Met, dirigido contra los residuos Tyr fosforilados en
posicion 1230, 1234 y 1235). Después de una incubacion adicional de 1 hora y 4
lavados, se agregé un anticuerpo anti-conejo acoplado a HRP (Biosource) durante
1 hora a TA, y se llev6 a cabo la deteccion por luminiscencia agregando Luminol.
Las lecturas de luminiscencia eran en un lector de placas multimodo Mithras
LB920 (Berthold).

Tanto el nivel basal como el nivel de fosforilacién del receptor c-Met
inducido por HGF [100 ng/ml] no se vieron afectados ni por el tratamiento con
PBS, ni por la adicién de Mabs murinos o humanos los cuales no se dirigen contra
el receptor c-Met humano (Figura 1). Por otro lado, el Mab murino (m) 224G11
inhibié fuertemente la fosforilacion de c-Met inducida por HGF [100 ng/ml] (Figura
2B) sin alterar por si mismo la fosforilacion del receptor (Figura 2A).
Sorprendentemente, la forma quimérica de Mab 224G11 (224G 11quim/IgG1), lo
que significa dominio variable (VH+VL) de m224G11 combinado con dominio
constante humano IgG1/kappa proporcioné actividad agonista fuerte (17% del
efecto maximo de HGF, Figura 2A) asociada con una eficacia antagonista
reducida (54% de inhibicion del efecto maximo de HGF comparado con el
m224G11 que produce 75% de inhibicion del efecto maximo de HGF, Figura 2B).
Tres formas humanizadas de Mab 224G11, [224G11]Hz1/gG1, [224G1 1]Hz2/1gG1
y [224G11]Hz3/IgG1, también construidas en una estructura humana IgG1/kappa,
produjeron también una disminucion de la eficacia antagonista y actividad agonista
significativa (11 a 24% del nivel de HGF maximo) en comparacién con 224G11
murino (Figuras 2A y 2B). Se construyé una serie de versiones modificadas
genéticamente del dominio bisagra de cadena pesada y se analizaron en el
ensayo de fosforilacion del receptor c-Met. Como se muestra en la Figura 3A, se
observé una importante reduccion del efecto agonista asociada con el isotipo de
hlgG1/kappa tanto para el constructo basado en IgG2 como para los constructos
de I9G1/kappa modificados genéticamente [MH, MUP9H y TH7]. También se
obtuvo un aumento concomitante de la eficacia antagonista. El mutante bisagra
TH7 basado en higG1/kappa, con la secuencia mas humana, se seleccioné para

completar el proceso de humanizaciéon. En un paso siguiente, se generaron tres
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versiones humanizadas de dominio variable de Mab 224G11 mediante
combinacion con ya sea un IgG2/kappa humano o un dominio constante bisagra
construido genéticamente de TH7 basado en IgG1/kappa. Para los constructos
humanizados de hlgG2/kappa, la version humanizada Hz3 produjo un fuerte
agonismo (Figura 4A), y para las tres versiones humanizadas, la eficacia
antagonista estaba por debajo de aquella observada con Mab 224G11 murino y
comparable con Mab basado en higG1 quimérico (56-57% de inhibicion de efecto
de HGF, Figura 4B). Por otro lado, la combinacion de las tres versiones
humanizadas Hz1, Hz2 o Hz3 con el mutante IgG1/TH7 construido por ingenieria
genetica casi restauré por completo las propiedades del Mab murino 224G11 en
términos de actividad agonista débil (5-6% de efecto de HGF) y actividad
antagonista fuerte (68 a 72% de inhibicion del efecto de HGF) de la fosforilacion
del receptor c-Met (Figuras 5A y 5B). Estas variantes fueron altamente mejoradas
en comparaciéon con Mab 224G11 basado en IgG1 quimérico pero también con las
formas humanizadas basadas en IgG2.

Una segunda serie de versiones construidas por ingenieria genética del
dominio bisagra de cadena pesada se construy6 y analizd en el ensayo de
fosforilacion de receptor c-Met. Como se muestra en la Figura 17A, todas esas
versiones nuevas (c224G11[C2], ¢224G11[C3], c224G11[C5], c224G11[C8],
c224G11[C7], c224G11[A1-3], c224G11[C7A6], c224G11[C6A9], c224G11[C2A5-
7], c224G11[C5A2-6], c224G11[C9A2-7] y c224G11[A5-6-7-8]) exhibieron efecto
agonista mas debil que c224G11 puesto que sus actividades agonistas estan
comprendidas entre el 6 y el 14% del efecto de HGF comparado con 23% para
c224G11. Como c224G11[TH7], todas esas nuevas versiones exhibieron un
aumento concomitante en la eficacia antagonista [Figura 17B]. Dichos resultados
mostraron que la construccion por ingenieria genética del dominio de cadena
pesada por mutaciéon puntual y/o delecion podria modificar las propiedades
agonistas/ antagonistas de un anticuerpo.

Ejemplo 6: analisis de BRET

En un primer grupo de experimentos, se habia controlado que IgG1 murino,
IgG1 humano e IgG2 humano irrelevantes no tuvieron efecto alguno de sefal de
BRET inducida por HGF en ambos modelos de BRET (experimento representativo
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de 12 experimentos independientes; Figura 6). Estos Mabs son mencionados
como controles.

Se evalub el efecto de una forma quimérica de IgG1 de Mab 224G11 de
ratéon ([224G11]quim) tanto en el modelo BRET de dimerizacion de c-Met como de
activacion de c-Met. Si bien el Mab 224G11 de ratén inhibié 59,4% de la sefial de
BRET inducida por HGF en el modelo de dimerizacion de c-Met, el Mab
[224G11]quim inhibié solamente 28,9% (Figura 7A). El anticuerpo [224G11]quim
también era menos eficaz en la inhibicion de la activacion de c-Met inducida por
HGF puesto que los anticuerpos [224G11]quim y m224G11 inhibieron
respectivamente 34,5% y 56,4% de la sefial de BRET inducida por HGF (Figura
7B). Por afnadidura, m224G11 solo no tuvo efecto alguno sobre la activacion de c-
Met mientras que [224G11]quim tuvo un efecto agonista parcial sobre la activacion
de c-Met correspondiente a 32,9% de la sefial inducida por HGF. Este efecto
agonista parcial del [224G11]quim también fue observado en el modelo BRET de
dimerizacion de c-Met puesto que [224G11]quim solo indujo un aumento de BRET
correspondiente a 46,6% de la sefal inducida por HGF contra 21,3% para
m224G11 (Figura 7A).

En las Figuras 8A y 8B, las formas quiméricas mutadas bisagra de
anticuerpo 224G11 mostraron un efecto inhibidor mayor sobre la sefial de BRET
inducida por HGF que [224G11]quim puesto que mostraron una inhibiciéon del
59,7%, 64,4%, 53,2% y 73,8% de la sefial de BRET de activacién inducida por
HGF (Figura 8B) y 61,8%, 64,4% 52,5% y 64,4% de inhibicion de la sefial de
BRET de dimerizacibn de c-Met inducida por HGF (Figura 8A) para [224G11][MH
quim], [224G11][MUP9H quim], [224G11][MMCH quim] y [224G11][TH7 quim]
respectivamente. En contrario a [224G11]quim, el cual tuvo un efecto agonista
parcial sobre la activacion de c-Met, las formas quiméricas mutadas bisagra del
anticuerpo 224G11 no mostraron un efecto significativo sobre la activacion de c-
Met solamente (5,1%, 7,6%, -2,0% y -6,9% respectivamente) segln lo observado
para m224G11.

En la Figura 9B, al igual que el [224G11] [TH7 quim], las 3 versiones
humanizadas de anticuerpo de IgG1 224G11 con la bisagra TH7 no indujeron un
aumento significativo de la sefial de BRET en el modelo de activaciéon cuando se
analiz6 solo y mostré una fuerte inhibicion de la sefial de BRET inducida por HGF:
59,9%, 41,8% y 57,9% para las formas Hz1, Hz2 y Hz3 respectivamente.
Asimismo, [224G11] [TH7 Hz1], [224G11] [TH7 Hz2] y [224G11] [TH7 Hz3]
inhibieron la sefial de BRET inducida por HGF en el modelo de dimerizacion de

b



60

52,2%, 35,8% y 49,4% respectivamente (Figura 9A).

En contrario a [224G11]quim, la forma quimérica del anticuerpo de 1gG2
224G11 ([224G11] [IgG2 quim]) no mostré efecto agonista parcial alguno solo e
inhibié 66,3% del efecto de HGF sobre el modelo de activacion de c-Met (Figura
10B). En el modelo de dimerizacién de c-Met, [224G11] [IgG2 quim] inhibi6 62,4%
de la sefial de BRET inducida por HGF (Figura 10A).

La eficacia agonista de la segunda serie de versiones construidas por
ingenieria genética del dominio bisagra de cadena pesada se evalué en el modelo
BRET de activacion del c-Met (Figura 18). En contraste con c224G11, el cual tenia
un efecto agonista parcial sobre la activacién del c-Met, las formas quiméricas
mutadas bisagra ¢224G11[C2], c224G11[C3], c224G11[C5], ¢224G11[C8),
c224G11[C7], c224G11[A1-3], c224G11[C7AB], c224G11[CBA9], c224G11[C2A5-
7], c224G11[C5A2-6], c224G11[C9A2-7] y ¢224G11[A5-6-7-8] del anticuerpo

224G11 no mostraron efecto significativo alguno sobre la activacion del c-Met sola.

Ejemplo 7: Reconocimiento del c-Met por formas de 224G11
quiméricas y humanizadas

Se ha llevado a cabo un ELISA directo para determinar la habilidad de
unién de las diversas formas quiméricas y humanizadas en el c-Met recombinante.
Brevemente, c-Met dimérico recombinante de R&D Systems fue recubierto a 1,25
ug/ml en placas de 96 pocillos Immunlon II. Después de una incubacion durante
toda la noche a 4°C, los pocillos fueron saturados con una solucion de 0,5% de
gelatina/PBS. A continuacion, las placas se incubaron durante 1 hora a 37°C antes
de la adicion de diluciones de 2 veces de anticuerpos que se van a analizar. Las
placas se incubaron durante 1 hora mas antes de la adicion de un HRP de lgG de
cabra anti-raton para detectar el anticuerpo murino y una HRP de cadena ligera
Kappa anti-humana de cabra para el reconocimiento de anticuerpos quiméricos y
humanizados. Las placas se incubaron durante una hora y se agrego el sustrato
de peroxidasa TMB Uptima durante 5 min antes de |a neutralizacion con H,SO,
1M. Los resultados presentados en la Figura 11 demostraron que todas las formas

analizadas eran comparables para el reconocimiento del c-Met.

Ejemplo 8: Efecto de 224G11 murino y quimérico sobre la proliferacion
inducida por HGF de células NCI-H441 in vitro

Se cultivaron de manera rutinaria células NCI-H441 de ATCC en medio
RPMI 1640 (Invitrogen Corporation, Escocia, Reino Unido), 10% FCS (Invitrogen

7
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Corporation), 1% L-Glutamina (Invitrogen corporation). Para los ensayos de
proliferacion, las células se separaron 3 dias antes del uso de modo que
estuviesen en la fase confluente de crecimiento antes del plaqueo. Las células
NCI-H441 se colocaron en placas de cultivo tisular de 96 pocillos a una densidad
de 3,75x10* células/pocillo en 200 ul de medio libre de suero (medio RPMI 1640
mas 1% de L-Glutamina). Veinticuatro horas después de la colocacién en placas,
se agregaron los anticuerpos que se van a analizar a NCI-H441 y se incubaron a
37°C durante treinta minutos antes del agregado de HGF a una concentracion final
de 400 ng/ml (5 nM) durante 142 horas adicionales. El rango de dosis ensayado
para cada anticuerpo es de 10 a 0,0097 ug/ml (concentracién final en cada
pocillo). En este experimento, se agregdé un Mab de IgG1 murino como un control
de isotipo murino y los anticuerpos ensayados eran los siguientes: m224G11 y su
forma quimérica de IgG1 humana identificada como [224G11]quim. Los pocillos
plagueados con células solas -/+ HGF también fueron incluidos. Luego, las células
se pulsaron con 0,25 uCi de [*H]Timidina (Amersham Biosciences AB, Uppsala,
Suecia) durante 7 horas y 30 minutos. La magnitud de [*H]Timidina incorporada en
ADN insoluble en écido tricloroacético se cuantificd por recuento por centelleo
liquido. Los resultados son expresados como datos de cpm no transformados para
evaluar mejor la actividad agonista intrinseca potencial que podria ocurrir con
Mabs anti-c-Met cuando se agregan solos a célula tumoral.

Los resultados descritos en la Figura 12 demostraron que, segin lo
esperado, el anticuerpo murino m224G11 no exhibié efecto agonista alguno
cuando se agreg6 solo a células cancerigenas cualquiera sea la dosis ensayada.
No se observé inhibicion significativa alguna de la proliferacién inducida por HGF
con el control de isotipo con respecto a las variaciones de cpm observadas para
este compuesto en este experimento. Cuando se agrega solo, el anticuerpo
m224G11 no mostré efecto agonista alguno en comparacion con el Mab control de
isotipo de migG1 o las células solas. Se observd una actividad antiproliferativa
dependiente de la dosis que alcanzé 78% para m224G11 (% de calculo de
inhibicion: 100-[(cpom de células+Mab a ser ensayadas- cpm media de mlgG1
“background”) x 100 / (cpm media de células + HGF- cpm media células solas)]).
Sorprendentemente, la forma quimérica de los Mabs 224G11 indujo un efecto
agonista dependiente de la dosis, significativo, cuando se agregé sola. Este efecto
agonista tuvo un impacto sobre la inhibicion in vitro de la proliferacién inducida por
HGF que cambié de 78% para el 224G11 murino hasta 50% para su forma

quimérica. Para determinar su dicha actividad agonista intrinseca in vitro “inferior”
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era compatible con un efecto in vivo sin cambiar, se produjeron tanto m224G11
como [224G11]quim para el ensayo in vivo. Como, en estudios previos, la dosis de
30 ug/raton habia demostrado una actividad in vivo significativa, esa dosis fue

seleccionada para la evaluacion in vivo.

Ejemplo 9: Comparacién in vivo de Mabs 224G11 murinos vy
quiméricos en el modelo de xenoinjerto de NCI-H441

NCI-H441 es derivado de adenocarcinoma pulmonar papilar, expresa altos
niveles de c-Met, y demuestra fosforilacion constitutiva de c-Met RTK.

Para evaluar el efecto in vivo de anticuerpos en el modelo de xenoinjerto de
NCI-H441, se alojaron ratones atimicos de seis a ocho semanas de edad en jaulas
esterilizadas con filtro superior, se mantuvieron en condiciones estériles y se
manipularon de acuerdo con las pautas francesas y europeas. Los ratones
recibieron inyecciones subcutaneas con 9x10° células. Luego, seis dias después
del implante de células, se midieron los tumores (aproximadamente 100 mm®), los
animales se dividieron en grupos de 6 ratones con tamario de tumores comparable
y se trataron, en primer lugar, con una dosis de carga de 60 pg de anticuerpo/raton
y luego dos veces por semana con 30 pg/dosis de cada anticuerpos que se va a
analizar. Los ratones fueron monitoreados para la observacion del indice de
crecimiento del xenoinjerto. El volumen tumoral se calculé mediante la férmula: =
(Piy)6 X largo X ancho X altura. Los resultados descritos en la Figura 13
demuestran que el Mab murino desprovisto de actividad agonista se comporta, in
vivo, segun lo esperado, como antagonista potente incluso a la dosis analizada
baja. Contrariamente a lo observado con el Mab murino, el Mab quimérico exhibio
una actividad in vivo muy transitoria y el tumo escapé completamente al
tratamiento a la inyeccion de células luego de D20. Este experimento demuestra
claramente que el aumento del efecto agonista in vitro que dio como resultado una
disminucion de la actividad antagonista también fue responsable de una pérdida in
vivo significativa de actividad antagonista.

Ejemplo 10: Efecto del Mab 224G11 murino y de diversas versiones
quiméricas y humanizadas de este anticuerpo sobre la proliferacion inducida
por HGF de células NCI-H441 in vitro

Se cultivaron rutinariamente células NCI-H441 de ATCC en medio RPMI
1640 (Invitrogen Corporation, Escocia, Reino Unido), 10% de FCS (Invitrogen

Corporation), 1% de L-Glutamina (Invitrogen Corporation). Para los ensayos de
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proliferacion, las células se dividieron 3 dias antes del uso de modo que
estuviesen en la fase confluente de crecimiento antes de la colocacién en placas.
Las células NCI-H441 se colocaron en placas de cultivo tisular de 96 pocillos a
una densidad de 3,75x10* células/pocillo en 200 ul de medio libre de suero (medio
RPMI 1640 méas 1% de L-Glutamina). Veinticuatro horas después de la colocacion
en placas, los anticuerpos que se van a ensayar fueron agregados a NCI-H441 e
incubados a 37°C durante treinta minutos antes de agregar HGF a una
concentracion final de 400 ng/ml (5 nM) durante 142 horas mas. El rango de dosis
ensayado para cada anticuerpo es de 10 a 0,0097 ug/ml (concentracién final en
cada pocillo). En este experimento, se agregé Mab de IgG1 murino como un
control de isotipo murino y como un control negativo agonista. Los anticuerpos
ensayados fueron los siguientes: i) m224G11, ii) sus formas quiméricas de IgG1
humanas respectivamente identificadas como [224G11] quim, [224G11] [MH
quim], [224G11] [MUP9H quim], [224G11] [MMCH quim], [224G11] [TH7 quim] iii)
sus formas de IgG1 humanizadas respectivamente descritas como [224G11]
[Hz1], [224G11] [Hz2], [224G11] [Hz3]. También se incluyeron pocillos plaqueados
con células solas -/+ HGF. El anticuerpo entero 5D5 de Genentech disponible en
el mercado en la ATCC como una linea de células de hibridoma se introdujo como
un control positivo agonista completo y llamado a continuacion m5D5. Luego, las
células fueron pulsadas con 0,25 uCi de [*H]Timidina (Amersham Biosciences AB,
Uppsala, Suecia) durante 7 horas y 30 minutos. La magnitud de [°H]Timidina
incorporada en ADN insoluble en &cido tricloroacético se cuantifico por recuento
por centelleo liquido. Los resultados son expresados como datos de cpm no
transformados para evaluar mejor la actividad agonista intrinseca potencial que
podria ocurrir con Mabs anti-c-Met cuando se agregan solos a células tumoral.

Los resultados descritos en la Figura 14A demostraron que, segun lo
esperado, ni el control de isotipo ni el m224G11 exhibieron actividad agonista
alguna en la proliferacion de NCI-H441. El control isotipo no tuvo efecto alguno
sobre la proliferacién celular inducida por HGF mientras que m224G11 mostré un
66% de inhibicion cuando se agregé a la concentracién final de 10 ug/ml. El m5D5
utilizado como control agonista mostrd, segln lo esperado, un efecto completo
agonista dependiente de la dosis cuando se agrega solo a las células. Como ya se
ha observado, el Mab [224G11] quim exhibi6 un efecto agonista dependiente de la
dosis significativo y, se observé una actividad inhibidora disminuida de esta forma
quimeérica: 19% en lugar de 66% para la forma murina. Cuando se agregan por si

solos, los 3 Mabs humanizados de IgG1 demostraron efectos agonistas
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dependientes de la dosis comparados con la forma m224G11. [224G11] [Hz1],
[224G11] [Hz2] y [224G11] [Hz3] tuvieron actividades antagonistas comparables
aproximadamente 46, 30 y 35%. Estas actividades son significativamente
inferiores que aquella observada para m224G11. En la Figura 14B, se analizaron
diversas formas quiméricas de 1gG1. Comparada con la forma [224G11] quim la
cual exhibio un efecto agonista dependiente de la dosis cuando se agregd por si
sola a células NCI-H441, las formas [224G11] [MH quim], [224G11] [MUP9H
quim], [224G11] [MMCH quim], [224G11] [TH7 quim] no tuvieron un efecto
agonista intrinseco significativo. Su actividad antagonista era superior a la
observada para el Mab m224G11 (57%) con inhibiciones que alcanzan 79, 78, 84
y 93% respectivamente para [224G11] [MH quim], [224G11] [MUP9H quim],
[224G11] [MMCH quim] y [224G11] [TH7 quim].

Ejemplo 11: Efecto in vitro de diversas formas humanizadas de IgG1
del Mab 224G11

Se cultivaron rutinariamente células NCI-H441 de ATCC en medio RPMI
1640 (Invitrogen Corporation, Escocia, Reino Unido), 10% de FCS (Invitrogen
Corporation), 1% de L-Glutamina (Invitrogen Corporation). Para los ensayos de
proliferacién, las céiulas se separaron 3 dias antes del uso de modo que
estuviesen en la fase confluente de crecimiento antes de la colocacién en placas.
Las ceélulas NCI-H441 se colocaron en placas de cultivo tisular de 96 pocillos a
una densidad de 3,75x10* células/pocillo en 200 pl de medio libre de suero (medio
RPMI 1640 mas 1% de L-Glutamina). Veinticuatro horas después de la colocacion
en placas, se agregaron los anticuerpos que se van a analizar a NCI-H441 y se
incubaron a 37°C durante treinta minutos antes de agregar HGF a una
concentracién final de 400 ng/ml (5 nM) durante 142 horas adicionales. El rango
de dosis analizado para cada anticuerpo es de 10 a 0,0097 pg/ml (concentracion
final en cada pocillo). En este experimento, se agregé Mab de IgG1 murino como
un control negativo de “background” para la actividad agonista y los anticuerpos
analizados eran los siguientes: i) m224G11, ii) sus formas quiméricas de IgG1
humanas respectivamente identificadas como [224G11] quim, [224G11] [TH7
quim] iii) sus formas de IgG1 humanizadas respectivamente descritas como
[224G11] [TH7 Hz1], [224G11] [TH7 Hz3]. También se incluyeron pocillos
plaqueados con células solas -/+ HGF. El anticuerpo entero 5D5 de Genentech
disponible en el mercado en la ATCC como una linea celular de hibridoma se

introdujo como un control positivo agonista completo y luego se lo llamé m5D5.
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Luego, las células fueron pulsadas con 0,25 uCi de [*H|Timidina (Amersham
Biosciences AB, Uppsala, Suecia) durante 7 horas y 30 minutos. La magnitud de
[*H]Timidina incorporada en ADN insoluble en acido tricloroacético se cuantifico
mediante recuento por centelleo liquido. Los resultados son expresados como
datos de cpm no transformados para evaluar mejor la potencial actividad agonista
intrinseca que podria producirse con Mabs anti-c-Met cuando se agregan por si
solos a células tumorales.

La Figura 15 mostré que el Mab m224G11 exhibi6 el efecto inhibidor usual
(74% de inhibicion). La forma de IgG1 quimérica [224G11] quim tuvo, segun lo
esperado, un efecto agonista intrinseco dependiente de la dosis y un efecto
antagonista inferior comparado con la forma murina: 33% contra 74% de
inhibicion. EI [224G11] [TH7 quim] tuvo una actividad agonista muy débil en este
experimento. Sin embargo, exhibié un efecto inhibidor elevado (81%) cercano al
observado para el Mab murino. Las 2 formas humanizadas no tuvieron efecto
agonista intrinseco alguno y tuvieron una actividad antagonista cercana a las
observadas para el Mab murino o el [224G11] [TH7 quim] con respectivamente 67
y 76% de inhibicién para [224G11] [TH7 Hz1] y [224G11] [TH7 Hz3).

Ejemplo 12: Comparaciéon in vivo de Mabs 224G11 murinos,
quiméricos y humanizados que portan el tipo salvaje o la bisagra construida
por ingenieria genética TH7 (modelo de xenoinjerto NCI-H441).

NCI-H441 es derivado de adenocarcinoma pulmonar papilar, expresa altos
niveles de c-Met, y demuestra fosforilacion constitutiva de c-Met RTK.

Para evaluar la necesidad de la construccion por ingenieria genética de
bisagra para ahorrar actividad in vivo del anticuerpo murino 224G11, se albergaron
ratones atimicos de seis a ocho semanas de edad en jaulas esterilizadas con filtro
superior, mantenidas en condiciones estériles y manipuladas de acuerdo con las
pautas Francesas y Europeas. Los ratones recibieron inyecciones subcutaneas
con 9x10° células NCI-H441. Luego, seis dias después de la implantacion celular,
los tumores eran medibles (aproximadamente 100 mm®), los animales se
dividieron en grupos de 6 ratones con tamafio tumoral comparable y se trataron,
en primer lugar, con una dosis de carga de 2 mg de anticuerpo/ratones y luego
dos veces a la semana con una dosis de 1 mg de cada anticuerpo que se va a
ensayar. Se evaluaron diez anticuerpos en este experimento incluyendo el
m224G11, la forma quimérica que exhibe la bisagra del tipo salvaje (c224G11), la
forma quimérica construida por ingenieria genética TH7 (224G11[TH7 quim]),
portando tres formas humanizadas la bisagra del tipo salvaje (224G11[IgG1 Hz1],
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224G11[lgG1 Hz2] y 224G11 [IgG1 Hz3]) y las tres formas construidas por
ingenieria genética TH7 correspondientes (224G11[TH7 Hz1], 224G11[TH7 Hz2]y
224G11 [TH7 Hz3)). Se les hizo un seguimiento a los ratones para la observacién
del indice de crecimiento de los xenoinjertos.

El volumen tumoral se calculé mediante la formula: = (Pi)/6 X largo X ancho
X altura.

Los resultados descritos en la Figura 16 demuestran que el Mab murino
desprovisto de cualquier actividad agonista in vitro se comportd, segun lo
esperado, como un potente antagonista in vivo. En contraste con lo observado con
el Mab murino, ambas formas quiméricas y humanizadas que portan la bisagra del
tipo salvaje exhibieron solamente una actividad in vivo muy transitoria. En
cualquiera de los casos, la sustitucion de la bisagra del tipo salvaje por la
construida por ingenieria genética - TH7 dio como resultado una completa
restauracion de la actividad in vivo observada con anticuerpos murinos. Este
experimento demuestra claramente que el aumento del efecto agonista in vitro que
dio como resultado una reduccion de la actividad antagonista también fue
responsable de una pérdida in vivo significativa de la actividad antagonista.
También demuestra que el uso de una region construida geneticamente — TH7 en
lugar de la del tipo salvaje es necesaria para mantener las propiedades in vivo del
Mab murino.

Ejemplo 13: Efecto de m224G11 y su forma humanizada h224G11
sobre la regulacion descendente de c-Met in vitro

En los siguientes ejemplos, para que lo haya lugar a duda alguna, la
expresion h224G11 se refiere a la forma humanizada 224G11 [TH7 Hz3] del
anticuerpo de la invencion.

Se han seleccionado dos lineas celulares para ensayar la actividad de
anticuerpos anti-c-Met en la degradacidn del receptor c-Met. A549 (#HTB-174) y
NCI-H441 (#CCL-185) son dos lineas celulares NSCLC de la recoleccion ATCC.
Las células NCI-H441 se sembraron en RPMI 1640 + 1% de L-glutamina + 10% de
FBS inactivado por calor, a 3x10* células/cm? en placas de seis pocillos durante
24 h a 37°C en una atmosfera de 5% de CO,. Las células A549 se sembraron en
F12K + 10% de FBS inactivado por calor, a 2x10* células/cm? en placas de seis
pocillos durante 24 h a 37°C en una atmoésfera de 5% de COa,.

A continuacion, las células se lavaron dos veces con solucidn salina
tamponada con fosfato (PBS) antes de ser sometidas a privacion de suero durante

24 horas adicionales. Se agregaron los anticuerpos anti-c-Met (10 pg/ml),

7
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migG1(10 pg/m!) irrelevante, o HGF (400 ng/mL) en medio DMEM libre de suero a
37°C. Después de 4 horas o 24 horas de incubacion, el medio se retird
suavemente y las células se lavaron dos veces con PBS fria. Las células se
lisaron con 500 uL de buffer de lisis enfriado con hielo [50 mM de Tris-HCI (pH
7,5); NaCl 150 mM; 1% de Nonidet P40; 0,5% de desoxicolato: y 1 tableta de
céctel de inhibidor de proteasa completo mas 1% de antifosfatasas). Los lisados
celulares se agitaron durante 90 min a 4°C y se aclararon a 15.000 rpm durante 10
minutos. En esta etapa, los lisados celulares pudieron almacenarse a —20°C hasta
ser necesarios para el analisis western blot. Se cuantificd la concentracién proteica
utilizando BCA. Se separaron los lisados de células enteras (5ug en 20 ul) por
SDS-PAGE y se transfirieron a membrana de nitrocelulosa. Las membranas se
saturaron durante 1 h a TA con TBS-Tween 20 0,1%(TBST); 5% de leche en polvo
descremada y se sondearon con anticuerpo anti-c-Met (dilucién 1/1000) durante
toda la noche a 4°C en TBST-5% de leche en polvo descremada. Los anticuerpos
se diluyeron en solucion salina tamponada con TRIS -0,1% de tween 20 (v/v)
(TBST) con 1% de leche en polvo descremada. A continuacién, las membranas se
lavaron con TBST y se incubaron con anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa (dilucion 1:1000) durante 1 h a TA. Las proteinas inmunorreactivas se
visualizaron con ECL (Pierce # 32209). Después de la visualizacion de c-Met, las
membranas se lavaron una vez mas con TBST y se incubaron durante 1 h a TA
con anticuerpo anti-GAPDH de ratén (dilucién 1/200 000) en TBST-5% de leche en
polvo descremada. Luego, las membranas se lavaron en TBST y se incubaron con
anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa, durante 1 h a TA. Las
membranas se lavaron y GAPDH se revelé utilizando ECL. Se midié Ia intensidad
de banda por densitometria.

Los resultados presentados en las Figuras 19A y 20A demostraron que
tanto m224G11 como h224G11 son capaces de regular en forma descendente y
significativamente c-Met, de un modo dependiente de la dosis, en lineas de células
A549 y NCI-H441. La regulacion descendente ya es significativa después de un
tiempo de incubacion de 4 horas y siguid aumentando a 24 horas. Los
histogramas presentados en las Figuras 19A y 20A corresponden a los valores
medios o respectivamente 4 y 3 experimentos independientes. Se incluyeron las
imagenes de Western blot correspondientes a un experimento significativo en las
Figuras 19B y 20B.

Ejemplo 14: Efecto de m224G11 y su forma humanizada h224G11
sobre la propagacion de c-Met in vitro
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Las formas propagadas solubles del receptor c-Met se producen
naturalmente en el suero de ratones con xenoinjerto de tumor humano o en suero
de paciente humano con tumores que expresan c-Met. Adicionalmente, los
anticuerpos dirigidos contra c-Met tales como el Mab DN30, son descritos como
inductores de la propagacion de c-Met en experimentos in vitro. Para determinar si
el m224G11 como ese tipo de propiedad, las células se sembraron en placas de
seis pocillos en medio de FCS al 10%. Cuando alcanzaron aproximadamente
80% de confluencia, se retiré el medio y se agregé medio de cultivo completo
fresco +/- los compuestos que se van a ensayar. Las células se incubaron 72
horas adicionales con m224G11, un control de isotipo mlgG1 o PBS. Se introdujo
PMA (acetato de forbol meristato) como un inductor de la propagacion. También
se ensayd HGF en células para determinar el impacto del ligando de c-Met sobre
la propagacion natural. Los sobrenadantes se recolectaron vy filtraron en 0,2 pm
antes del uso en un ensayo ELISA cuyas formas solubles de c-Met fueron
capturadas con un anticuerpo anti-c-Met que no reconoce el mismo epitopo como
m224G11 o el c11E1 (Figura 21). Por afiadidura, las células de cada pocillo se
lavaron una vez con PBS y se lisaron para determinar la concentracion proteica.
Para el ELISA, 224D10 se utilizo como un anticuerpo de captura y después
saturacion de placas, los sobrenadantes filtrados de placas de seis pocillo se
agregaron en el ensayo ELISA. Se utilizé una forma de c-Met monomérica como
un control positivo. Después de la incubacion de los sobrenadantes, las placas se
lavaron para eliminar el c-Met no unido y se utilizd c11E1 para detectar c-Met
capturado por el Mab 224G11. La revelacion del ensayo se llevé a cabo finalmente
mediante la adicién de un anticuerpo policlonal anti-hFc HRP-conjugado.

Los resultados mostrados en la Figura 22 indican que se produjo una
propagacion natural de c-Met cuando las células se cultivaron durante 72 horas in
vitro. No se observo efecto alguno del migG1. Sin embargo, la adicién de
m224G11 parecié inhibir la propagacién del c-Met. Estos resultados fueron
confirmados para 3 ofras lineas celulares (Hs746T, EBC1 y MKN45) en la Figura
23. En ese segundo experimento, el PMA, agregado como un inductor de
propagacion positivo, aumenté significativamente, segun lo esperado, la
propagacion del c-Met por lo menos en 2 lineas celulares (Hs746T y MKN45).
Finaimente, en un tercer experimento (Figura 24), se introdujo HGF como un
control. No se indujo propagacion adicional por HGF en comparacién con células
solas o células + migG1. Una vez mas, se observo una inhibicion significativa de la
propagacioén de c-Met con m224G11.

P
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Ejemplo 15: Efecto intrinseco de h224G11 Ab sobre diversas lineas
celulares

En experimentos previos descritos en esta patente, se ha demostrado que,
en contraste con lo observado con otros anticuerpos tales como 5D5, el m224G11
y su forma humanizada h224G11 no exhiben actividad intrinseca significativa en
lineas celulares tumorales. Para extender esta propiedad a otras lineas celulares,
se llevaron a cabo experimentos western blot y fosfo-ELISA con el anticuerpo por
si solo, agregado en diversos momentos, en un conjunto de lineas de células
cancerigenas, con niveles variables de expresion de c-Met, incluyendo Hs746T,
NCI-H441, Hs578T, NCI-H125, T98G, MDA-MB-231, PC3. También se llevo a
cabo el mismo ensayo en una célula normal: HUVEC.

El método para el ensayo ELISA de fosfo cMet ya fue descrito en el ejemplo
5 de la presente solicitud de patente. Para el analisis western, se prepararon
lisados proteicos a partir de células peletizadas mediante incubacion en buffer de
lisis con proteasas e inhibidores de fosfatasas [10nM Tris (pH 7,4), NaCl 150 mM,
EDTA 1mM, EGTA 1mM, 0,5% de Nonidet P40, fluoruro sédico 100 mM,
pirofosfato sédico 10 mM, ortovanadato sédico 2 mM, PMSF 2 mM, 10 mg/ml de
leupeptina, 10 mg/ml de aprotinina] a 4°C. Se aclararon los lisados proteicos de
restos celulares por centrifugacion, se resolvieron por electroforesis en geles 8%
SDS-PAGE, y se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Para los
experimentos con c-Met, los lisados fueron inmunoprecipitados para proteina
especifica de interés antes de la electroforesis y transferencia.

Los resultados presentados en las Figuras 25 a 32 demuestran una vez
mas que no se observé actividad intrinseca alguna del anticuerpo h224G11 en las
células ehsayadas.

Ejemplo 16: Comparacion in vivo del anticuerpo 224G11 murino de
tipo salvaje con una forma del 224G11 quimérico con modificacién en la
regiéon bisagra descripta como 224G11[C2D5-7] (modelo de xenoinjerto NCI-
H441).

El NCI-H441 deriva de adenocarcinoma pulmonar papilar, expresa niveles
elevados de c-Met y demuestra fosforilacién constitutiva de c-Met RTK.

A los efectos de evaluar la necesidad de la modificacion en la region
bisagra para proteger la actividad in vivo del anticuerpo murino 224G11, se
colocaron en jaulas tapadas con filtro esterilizado ratones atimicos de seis a ocho
semanas de vida, se los mantuvo en condiciones estériles y se los manipul6 de

acuerdo con los lineamientos franceses y europeos. A los ratones se les inyecté
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por via subcutanea 9x10° de células NCI-H441. Posteriormente, a los seis dias del
implante celular, fue posible medir los tumores (aproximadamente 100 mm?), se
dividi6 a los animales en grupos de seis ratones con tamafio de tumor comparable
y se los tratd primero con una dosis de carga de 2 mg de anticuerpo/ratén y luego
dos veces por semana con 1 mg/dosis de cada anticuerpo a ser evaluado. Se llevé
a cabo un seguimiento de los ratones a fin de observar el indice de crecimiento del
xenoinjerto. E! volumen tumoral fue calculado por medio de la férmula: & (Pi)/6 X
longitud X ancho X alto. Los resultados que se describen en la Figura 33
demuestran que el Mab murino desprovisto de toda actividad agonista in vitro, se
comporta, segun lo esperado, como un potente antagonista in vivo. Tal como lo
sugieren los resultados obtenidos in vitro, en los ensayos de fosforilacion, el
anticuerpo con modificacion en la regién bisagra 224G11[C2D5-7], que no
demostraba un efecto agonista significativo, demuestra una fuerte actividad in
vivo, comparable a la del m224G11 en el modelo de xenoinjerto NCI-H441.

Ejemplo 17: Evaluacion de h224G11 en un ensayo ADCC

Puesto que h224G11 es del isotipo 19G1, el ADCC podria ser parte de su
eficacia in vivo en seres humanos. Se llevd a cabo un ensayo in vifro de
citotoxicidad de liberacion [°'Cr] usando ya sea células Hs746T o NCI-H441 como
celulas objetivo y células NK purificadas a partir de linfocitos mononucleares de
sangre periférica humana.

En resumen, se incubaron un millén de células objetivo Hs746T o NCI-H441
con o sin 20 pg de h224G11 Ab en presencia de 100 pCi de *'Cromo (Perkin
Elmer) por espacio de 1 hr. A continuacién, se plaquetearon 4 X 10° células con
una cantidad creciente de células asesinas naturales (NK) aisladas de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) usando una seleccién negativa
(Stemcell Technologies). Las células se incubaron juntas durante un lapso
adicional de 4 horas a 37°C. Se calcul6 el porcentaje de lisis celular siguiendo la
férmula:  [(liberacion experimental de *'Cr - liberacion espontanea de
*'Cr)/(liberacion total de ®'Cr — liberacién espontanea *'Cn)] X 100. La liberacion
espontanea representa los recuentos obtenidos cuando las células objetivo fueron
cultivadas en ausencia de células asesinas naturales. La liberacion total
representa los recuentos obtenidos cuando las células objetivo fueron lisadas con
1% Triton X-100. El h224G11 aumento significativamente la lisis de tanto células
Hs746T (Figura 34a) como NCI-H441 (Figura 34b) en un 62,9% y 63,2%,
respectivamente, en una relacion de células NK/Objetivo de 100.

Ejemplo 18: Estudios Inmunohistoquimicos (IHC)
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Procedimientos para la tincion IHC de tumores incrustados en parafina: Se
fraccionaron secciones de 8 a 12 uM de tumor congelado e inmediatamente se las
fijo en acetona pre enfriada -20°C durante 3 minutos. Los cortes se enfriaron a
temperatura ambiente durante 30 minutos a 1 hora. Luego de dos lavados en PBS
se bloqueé la actividad de peroxidasa endogena usando Reactivo de Bloqueo de
Peroxidase (Peroxidase Blocking Reagent) (Dako K4007) durante cinco minutos.
Las secciones fueron lavados con PBS y se incubaron en reactivo de bloqueo
avidina/biotina (Dako X0590) inmediatamente antes de la saturacién de los sitios
no especificos en PBS-BSA 4% durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Luego, se incubaron los cortes con h224G11 biotinilado (50 a 10 pg/ml) o
lgG1/kappa biotinilado humano (50 a 10 pg/ml, el Sitio de Unién) como control
negativo durante 2 horas a temperatura ambiente.

Las secciones se lavaron con PBS y se incubaron con complejo universal
estreptavidina-peroxidasa (Dako K0679) por espacio de 30 a 45 minutos. Se usd
3-amino-9-etilcarbazol para el desarrollo de un producto de reaccion de color rojo
(Sigma). Los cortes fueron sumergidos en hematoxilina durante 4 minutos para
contratefir (Dako S3309).

Los resultados estan representados en la Figura 35.

El h224G11 tine diferencialmente la membrana celular de diversos tipos de
tumor. En este procedimiento inmunohistoquimico, el producto de reaccién rojo se
correlaciona con la tincién positiva de la membrana celular y la falta de producto
de reaccion rojo se correlaciona con la tincion negativa y la no visualizacion de la
membrana celular. El control 1gG, IgG1/kappa humano es un control

correlacionado con el isotipo.

Bf@



REIVINDICACIONES
D uivaosall

Un anticuerpo monoclonal, o un fragmento funcional o derivado del mismo, capaz de
inhibir la dimerizacién de c-Met, en donde dicho anticuerpo comprende una cadena
pesada que comprende CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 de las respectivas secuencias de
aminodcidos SEQ ID Nos: 1, 2y 3, y una cadena ligera que comprende CDR-L1, CDR-L2
y CDR-L3 de las respectivas secuencias de aminoécidos SEQ ID Nos. 5, 6 y 7, en donde
dicho anticuerpo consiste en un anticuerpo quimérico, humano. o humanizado y en
donde también comprende una regién de bisagra que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID No: 56.

El anticuerpo de la reivindicacién 1, o un fragmento funcional o derivado del mismo,
en donde dicha regién bisagra comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No:

57021.

El anticuerpo de la reivindicacién 1, o un fragmento funcional o derivado del mismo,
en donde dicha region bisagra comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID No:
22 0delaSEQID No: 23.

El anticuerpo de la reivindicacién 1, o un fragmento funcional o derivado del mismo,
en donde dicho anticuerpo comprende un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 4, y un dominio variable de

cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 8, 9 o 10.

El anticuerpo de la reivindicacién 1, o un fragmento funcional o derivado del mismo,
en donde dicho anticuerpo comprende un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 4; un dominio variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoicidos de SEQ ID No: 8, y una

region bisagra que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No. 22.

El anticuerpo de la reivindicacién 1, o un fragmento funcional o derivado del mismo,
en donde dicho anticuerpo comprende un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 4; un dominio variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 9, y una

region bisagra que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID No: 22.

El anticuerpo de la reivindicacién 1, o un fragmento funcional o derivado del mismo,
en donde dicho anticuerpo comprende un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 4; un dominio variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 10, y una

region bisagra que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 22.



8.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

El anticuerpo de la reivindicacién 1, o un fragmento funcional o derivado del mismo,
en donde dicho anticuerpo comprende un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 4; un dominio variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 8, y una regién

bisagra que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 23.

El anticuerpo de la reivindicacién 1, o un fragmento funcional o derivado del mismo,
en donde dicho anticuerpo comprende un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 4; un dominio variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 9, y una

region bisagra que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 23.

El anticuerpo de la reivindicacién 1, o un fragmento funcional o derivado del mismo,
en donde dicho anticuerpo comprende un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID No: 4; un dominio variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID No: 10, y una

region bisagra que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID No: 23.
Un 4cido nucleico aislado, el cual se elige a partir de los siguientes acidos nucleicos:

a) un acido nucleico, ADN o ARN, que codifica para un anticuerpo, o un fragmento

funcional o derivado del mismo, como se reivindica en una de las reivindicaciones 1
al0;

b) los acidos nucleicos complementarios de los dcidos nucleicos definidos en a).

Un é4cido nucleico aislado, el cual se elige a partir de un 4cido nucleico, ADN o ARN, que
codifica para un anticuerpo, o un fragmento funcional o derivado del mismo, segiin la
reivindicacién 11 y en donde dicha secuencia de 4cido nucleico que codifica para la
region bisagra de dicho anticuerpo comprende o tiene una secuencia seleccionada del

grupo que consiste de las secuencias SEQ ID Nos: 29 o 30.

Un vector que comprende un dcido nucleico como se reivindica en la reivindicacién 11
012

Una célula huésped aislada que comprende un vector como se reivindica en la

reivindicacién 13.

Un animal transgénico, con la excepcién del hombre, que comprende al menos una

célula transformada por un vector como se reivindica en la reivindicacién 13.

Un proceso para la produccidn de un anticuerpo, o un fragmento funcional o derivado
del mismo, como se reivindica en una de las reivindicaciones 1 a 10, en donde dicho

procedimiento comprende las siguientes etapas:



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

a) cultivo en un medio bajo condiciones de cultivo apropiadas de una célula como se
reivindica en la reivindicacion 14; y
b) recuperacién de dicho anticuerpo, o fragmento funcional o derivado del mismo, asf

producido a partir del medio de cultivo o dichas células cultivadas.

El anticuerpo, o un fragmento funcional o derivado del mismo, de las reivindicaciones

1a 10, en donde dicho anticuerpo se acopla quimicamente a un agente citotéxico.

El anticuerpo de la reivindicacién 17, en donde dicho agente citotéxico se selecciona
del grupo que consiste en agentes alquilantes, antimetabolitos, antibi6ticos
antitumorales, inhibidores mitéticos, inhibidores de la funcién de la cromatina,
agentes anti-angiogénesis, agentes anti-estrogénicos, agentes anti-andrégenos o

inmunomoduladores.

El anticuerpo de la reivindicacién 17 o 18, en donde dicho agente citotéxico es un

inhibidor de la mitosis.

El anticuerpo, o un fragmento funcional o derivado del mismo, de las reivindicaciones

1210y 17 a 19 como un medicamento.

Una composicion que comprende como principio activo un compuesto que consiste en
un anticuerpo, o un fragmento funcional o derivado del mismo, como se reivindica en

una de las reivindicaciones 1a 10,y 17 a 20.

La composicion de la reivindicacién 21, en donde dicha composicién comprende,
ademds, como un producto de combinacién para uso simultineo, separado o

secuencial, un anticuerpo anti-tumoral.

La composicién de la reivindicacién 21, en donde dicha composicién comprende,
ademds, como un producto de combinacién para uso simultineo, separado o

secuencial, un agente citotéxico/citostatico.

La composicién de la reivindicacién 23, en donde dicho agente citotéxico/citostatico

se acopla quimicamente a al menos uno de los elementos de dicha composicién para

uso simultaneo.

La composicién de la reivindicacién 24, en donde dicho agente citotéxico/citostatico
se selecciona del grupo que consiste de agentes alquilantes, antimetabolitos,
antibioticos antitumorales, inhibidores mitdticos, inhibidores de la funcién de la
cromatina, agentes anti-angiogénesis, agentes anti-estrogénicos, agentes anti-

andrdgenos o inmunomoduladores.

La composicién de la reivindicacion 24 o 25, en donde dicho agente

citotéxico/citostatico es un inhibidor de la mitosis.



27.

28.

29.

La composicién de la reivindicacion 21, en donde uno, al menos, de dichos
anticuerpos, o un fragmento funcional o derivado de los mismos, estd conjugado con

una toxina celular y/o un radioelemento.

Un método de diagnéstico in vitro de enfermedades inducidas por una sobreexpresién
0 una subexpresion del receptor c-Met a partir de una muestra biolégica en la que se
sospecha la presencia anormal del receptor c-Met, en donde dicho método comprende
una etapa en donde dicha muestra biolégica es puesta en contacto con un anticuerpo
de las reivindicaciones 1 a 10 y 17 a 20, o un fragmento funcional o derivado del

mismo.

El método de diagndstico in vitro de la reivindicacién 28, en donde dicho método

comprende una etapa en donde dicho anticuerpo esta marcado.



72

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Goetsch, Liliane
Wurch, Thierry
Bes, Cédric

<120> Anticuerpo anti-cMet novedoso
<130> D27117PROV1

<160> 117

<170> Patentin version 3.3

<210> 1

<211> 8

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 1

Gly Tyr lle Phe Thr Ala Tyr Thr
1 5

<210> 2

<211> 8.

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 2

lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala
1 5

<210> 3

<211> 11

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 3

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 4

<211> 118

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 4

!
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GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Thr Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Ala GIn Lys Phe
50 55 60

Gin Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser lle Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 5

<211> 10

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 5

Glu Ser Val Asp Ser Tyr Ala Asn Ser Phe
1 5 10

<210> 6

<211> 3

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 6

Arg Ala Ser
1
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<210> 7

<211> 9

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 7

GIn GIn Ser Lys Glu Asp Pro Leu Thr
1 5

<210> 8

<211> 112

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 8

Asp lle Val Leu Thr Gin Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr lle Asn Cys Lys Ser Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr
20 25 30

Ala Asn Ser Phe Met His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu lle Tyr Arg Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val Pro Asp
50 55 60

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

Ser Leu GIn Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys GIn GIn Ser Lys
85 90 95

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg
100 105 110

<210> 9

<211> 112

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 9
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Asp lle Val Met Thr GIn Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr lle Asn Cys Lys Ser Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr
20 25 30

Ala Asn Ser Phe Met His Trp Tyr Gin GIn Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu lle Tyr Arg Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val Pro Asp
50 55 60

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

Ser Leu GlIn Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys GIn Gin Ser Lys
85 90 95

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg
100 105 110

<210> 10

<211> 112

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 10
Asp lle Val Met Thr GIn Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr lle Asn Cys Lys Ser Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr
20 25 30

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

Lys Leu Leu lle Tyr Arg Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val Pro Asp
50 55 60

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



76

Ser Leu GIn Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gin GIn Ser Lys
85 90 95

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg
100 105 110

<210> 11

<211> 24

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 11
ggctacatct tcacagcata cacc 24

<210> 12

<211> 24

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 12
attaaaccca acaatgggct ggcc 24

<210> 13

<211> 33

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 13

gccaggagcg aaattacaac agaattcgat tac 33

<210> 14

<211> 354

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 14
caggtccagce tggtgcaatc cggcgecagag gtgaagaagce caggcegcttc cgtgaaggtg 60

agctgtaagg cctctggceta catcttcaca gcatacacca tgcactgggt gaggcaaget 120
cctgggcagg gactggagtg gatgggatgg attaaaccca acaatgggct ggccaactac 180
gcccagaaat tccagggtag ggtcactatg acaagggata ccagcatcag caccgeatat 240
atggagctga gcaggctgag gtctgacgac actgetgtct attattgege caggagcgaa 300

attacaacag aattcgatta ctgggggcag ggcacccetgg tgaccgtgtce ctct 354
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<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 15
gaatctgtgg actcttacgc aaacagcttt 30

<210> 16

<211> 9

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 16
agggcttct 9

<210> 17

<211> 27

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 17
cagcagtcca aggaggaccc cctgact 27

<210> 18

<211> 333

<212> ADN

<213> lus musculus

<400> 18
gacattgtgc tgacccagtc tccegatage ctggecgtgt cectgggega gagggetace 60

atcaactgta aaagctccga atctgtggac tcttacgcaa acagctttat gcactggtat 120
cagcaaaagc caggccaacc tccaaagctg ctgatttaca gggcttctac cagggagage 180
ggcgtgceccg ataggttcag cggatctgge agcaggaccg actttacact gaccatctcc 240
agcctgcagg ccgaagatgt ggcagtctat tactgccagce agtccaagga ggaccecctg 300
actttcgggg gtggtactaa agtggagatc aag 333

<210> 19

<211> 333

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 19
gacattgtga tgacccagtc tcccgatage ctggecgtgt cecctgggega gagggetace 60

YA
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atcaactgta aaagctccga atetgtggac tettacgcaa acagctttat gcactggtat 120
cagcaaaagc caggccaacc tccaaagcetg ctgatttaca gggcttctac cagggagage 180
ggcgtgcccg ataggttcag cggatctgge ageggceaceg actttacact gaccatctce 240
agcctgcagg ccgaagatgt ggcagtctat tactgccage agtccaagga ggaccecctg 300

actttcgggg gtggtactaa agtggagatc aag 333

<210> 20

<211> 333

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 20
gacattgtga tgacccagtc tcccgatage ctggeegtgt cecctgggega gagggetace 60

atcaactgta aaagctccga atctgtggac tcttacgcaa acagctttct gcactggtat 120
cagcaaaagc caggccaacc tccaaagctg ctgatttaca gggcttctac cagggagage 180
ggcgtgeceg ataggttcag cggatctgge agcggceaccg actitacact gaccatctce 240
agcctgcagg ccgaagatgt ggcagtctat tactgccage agtccaagga ggaccecetg 300

actttcgggg otggtactaa agtggagatc aag 333

<210> 21

<211> 13

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> secuencia proteica bisagra artificial de consenso

<220>

<221> MUTAGENO
<222> (1)..(1)
<223> XaaesPoR

<220>

<221> MUTAGENO
<222> (2)..(2)
<223> Xaaes KoR

<220>

<221> MUTAGENO
<222> (3)..(3)

<223> Xaaes S, D o nada
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<220>

<221> MUTAGENO
<222> (5)..(5)

<223> Xaaes G, Do nada

<220>

<221> MUTAGENO
<222> (7)..(7)

<223> XaaesK HoV

<220>

<221> MUTAGENO

<222> (8)..(8)

<223> XaaesE, P, T onada

<220>

<221> MUTAGENO
<222> (10)..(10)
<223> XaaesPol

<220>

<221> MUTAGENO
<222> (11)..(11)

<223> Xaa es P o nada

<220>

<221> MUTAGENO
<222> (13)..(13)
<223> XaaesPoT

<400> 21

Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Cys Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Cys Xaa
1 5 10

<210> 22

<211> 11

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> bisagra artificial derivada de IgG2

<400> 22

Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 23
<211> 12
<212> PRT
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> bisagra artificial derivada de IgG1

<400> 23

Pro Arg Asp Cys Gly Cys Lys Pro Cys lle Cys Thr
1 5 10

<210> 24

<211> 12

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> bisagra artificial derivada de IgG1

<400> 24

Pro Lys Ser Cys Gly Cys Lys Pro Cys lle Cys Thr
1 5 10

<210> 25

<211> 12

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> bisagra artificial derivada de 1gG1

<400> 25

Pro Lys Ser Cys Gly Cys Lys Pro Cys lle Cys Pro
1 5 10

<210> 26

<211> 13

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> bisagra artificial derivada de IgG1

<400> 26

Pro Arg Asp Cys Gly Cys Lys Pro Cys Pro Pro Cys Pro

1 5 10

<210> 27



81

<211> 13
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> bisagra artificial derivada de IgG1

<400> 27

Pro Arg Asp Cys Gly Cys His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 28

<211> 12

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> bisagra artificial derivada de IgG1

<400> 28

Pro Lys Ser Cys Asp Cys His Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 29

<211> 33

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> bisagra artificial derivada de 1gG2

<400> 29
aggaagtgct gtgtggagtg ccccecectge cea 33

<210> 30

<211> 36

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> secuencia artificial derivada de IgG1

<400> 30
cccegggact gtgggtgcaa gecttgeatt tgtace 36

<210> 31
<211> 36
<212> ADN

12
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> bisagra artificial derivada de IgG1

<400> 31
cccaagagct gtgggtgcaa gecttgcatt tgtacc

<210> 32

<211> 36

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> bisagra artificial derivada de 1gG1

<400> 32
ccaaagagct gcggctgcaa gcecttgtate tgtcce

<210> 33

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> bisagra artificial derivada de 1gG1

<400> 33

ccacgggact gtggctgcaa gecctgecct cegtgteca

<210> 34

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> bisagra artificial derivada de 1gG1

<400> 34
cccagagact gtgggtgtca cacctgecct cettgtect

<210> 35

<211> 36

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> bisagra artificial derivada de IgG1

<400> 35

36

36

39

39

1



7

83

cccaaaagct gcgattgeca ctgtccteca tgteca 36

<210> 36

<211> 443

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 36
GIn Val GIn Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Thr Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Ala Gin Lys Phe
50 55 60

Gin Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser lle Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin
165 170 175
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Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Asn Phe Gly Thr GIn Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys
210 215 220

Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val
245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val GIn Phe
260 265 270

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
275 280 285

Arg Glu Glu GIn Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr
290 295 300

Val Val His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
305 310 315 320

Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Thr
325 330 335

Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
340 345 350

Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
355 360 365

Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro
370 375 380

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser
385 390 395 400
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Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn
405 410 415

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
420 425 430

Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440

<210> 37

<211> 445

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 37
GlIn Val GIn Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Thr Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Ala Gin Lys Phe
50 55 60

GlIn Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser lle Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
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130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
145 150 165 160

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn Ser
165 170 175

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser
180 185 190

Leu Gly Thr GiIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn
195 200 205

Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Cys His Cys
210 215 220

Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu
225 230 235 240

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu
245 250 255

Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys
260 265 270

Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
275 280 285

Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu
290 295 300

Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
305 310 315 320

Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys
325 330 335

Ala Lys Gly GiIn Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
340 345 350



Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
355 360 365

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn
370 375 380

Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
385 390 395 400

Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn
405 410 415

GlIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
420 425 430

His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 38

<211> 218

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 38
Asp lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr lle Asn Cys Lys Ser Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr
20 25 30

Ala Asn Ser Phe Met His Trp Tyr GIn Gin Lys Pro Gly Gin Pro Pro
35 40 45 .

Lys Leu Leu lle Tyr Arg Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val Pro Asp
50 55 60

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

Ser Leu GIn Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln GIn Ser Lys
85 90 95
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Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg
100 105 110

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gin
115 120 125

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140

Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser
145 150 155 160

Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175

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

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

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

<210> 39

<211> 218

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 39

Asp lle Val Met Thr GIn Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr lle Asn Cys Lys Ser Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr
20 25 30

Ala Asn Ser Phe Met His Trp Tyr Gin GIn Lys Pro Gly GIn Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu lle Tyr Arg Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val Pro Asp



100

89

50 55 60

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

Ser Leu GIn Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys GIn GIn Ser Lys
85 90 95

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg
100 105 110

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn
115 120 125

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140

Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser
145 150 155 160

Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175

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

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro
195 200 205

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

<210> 40

<211> 218

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 40

Asp lle Val Met Thr Gin Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15



90

Glu Arg Ala Thr lle Asn Cys Lys Ser Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr
20 25 30

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

Lys Leu Leu lle Tyr Arg Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val Pro Asp
50 55 60

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

Ser Leu GIn Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys GIn GIn Ser Lys
85 90 95

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg
100 105 110

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn
115 120 125

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140

Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
145 150 155 160

Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175

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

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

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

<210> 41
<211> 1332
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<212> ADN
<213> mus musculus

<400> 41
caggtccagc tggtgcaatc cggcgcagag gtgaagaagce caggcegcttc cgtgaaggtg 60

agctgtaagg cctctggceta catcttcaca gcatacacca tgcactgggt gaggcaaget 120
cctgggcagg gactggagtg gatgggatgg attaaaccca acaatgggct ggccaactac 180
gcccagaaat tccagggtag ggtcactatg acaagggata ccagcatcag cacecgeatat 240
atggagctga gcaggcetgag gtctgacgac actgctgtct attattgcge caggagcgaa 300
attacaacag aattcgatta ctgggggcag ggcaccctgg tgaccgtgtc ctctgecage 360
accaagggcc caagcgtgtt ccegcetageg cectgetcca gaagcaccag cgagagcaca 420
gccgceceetgg getgeetggt gaaggactac ttcceccgage cegtgaccegt gtectggaac 480
agcggagecc tgaccagegg cgtgcacacc ttcceegecg tgctgcagag cageggectg 540
tacagcctga gcagcegtggt gaccgtgeca agcagcaact tcggcaccea gacctacace 600
tgtaacgtgg accacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agaccgtgga gaggaagtgc 660
tgtgtggagt gccececectg ccecageccee cecagtggecg gacccagegt gttectgtte 720
ccccccaagce ccaaggacac cetgatgatc agcagaacce ccgaggtgéc ctgtgtggtg 780
gtggacgtgt cccacgagga ccccgaggtg cagttcaact ggtacgtgga cggegtggag 840
gtgcacaacg ccaagaccaa gcccagagag gagcagttta acagcacctt ccggatggtg 900
tccgtgetga cegtggtgca ccaggactgg ctgaacggca aggagtacaa gtgtaaggtc 960
tccaacaagg gcctgccage ccccatcgaa aagaccatca gcaagaccaa gggacageca 1020
agagagccac aggtctacac cctgccccee agcagggagg agatgaccaa gaaccaggtg 1080
tccetgacct gtetggtgaa gggcttctac ccaagcgaca tegeegtgga gtgggagagc 1140
aacggccage ccgagaacaa ctacaagacc acceecccaa tgetggacag cgacggeage 1200
ttcttcctgt acagcaaget gacagtggac aagagcagat ggcagcaggg caacgtgttc 1260
agctgcteeg tgatgcacga ggccctgeac aaccactaca cccagaagag cetgagectg 1320
tccccaggcet ga 1332

<210> 42

<211> 1341
<212> ADN
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<213> mus musculus

<400> 42
caggtccagc tggtgcaatc cggegcagag gtgaagaagce caggcegcttc cgtgaaggtg 60

agctgtaagg cctctggceta catcttcaca gecatacacca tgcactgggt gaggcaaget 120
cctgggcagg gactggagtg gatgggatgg attaaaccca acaatgggct ggccaactac 180
gcccagaaat tccagggtag ggtcactatg acaagggata ccagcatcag caccgeatat 240
atggagctga gcaggctgag gtctgacgac actgctgtct attattgcge caggagcgaa 300
attacaacag aattcgatta ctgggggcag ggcaccctgg tgaccgtgtc ctctgccage 360
accaagggcc caagcgtgtt cccgctagec cegtettcaa agagtacctc aggeggaact 420
gccgctettg gttgecttgt gaaggactat tttcctgage cegtgacggt cagetggaac 480
tetggcgeac tgactagegg cgtacacaca tteceetgegg tgctccaaag tteegggetg 540
tactcactgt cctcegttgt gaccgttcca tctagttcee tcgggacaca gacatacatc 600
tgtaatgtga atcataagcc ttcaaacacc aaggtcgaca aacgggtcga gecccaaaage 660
tgcgattgce actgtectee atgtccagee cccgaactgt tgggeggace gagegtgttc 720
ttgtttccac ccaagcccaa agatacccte atgatcagca gaacccecga ggtgaccotgt 780
gtggtagtgg acgtgtccca cgaggaccea gaggtgaagt tcaactggta cgtggacgge 840
gtggaggtgc acaacgccaa gaccaagcce agagaggage agtacaacag cacctacagg 900
gtggtgteeg tgctgaccgt getgcaccag gactggetga acggcaagga gtacaagtgt 960
aaggtgtcca acaaggccct gccageccca atcgaaaaga ccatcagcaa ggeccaaggge 1020
cagccaagag agccccaggt gtacaccetg ccacccageca gggaggagat gaccaagaac 1080
caggtgtccc tgacctgtct ggtgaagggc ttctacccaa gegacatege cgtggagtgg 1140
gagagcaacg gccageccga gaacaactac aagaccaccce ccccagtget ggacagegac 1200
ggcagcttct tcctgtacag caagcetgace gtggacaaga gcagatggea gcagggcaac 1260
gtgttcagcet geteegtgat gcacgaggece ctgcacaacc actacaccca gaagagectg 1320
agcctgtcce caggcaagtg a 1341

<210> 43

<211> 657

<212> ADN
<213> mus musculus
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<400> 43
gacattgtgc tgacccagtc tcccgatage ctggecegtgt cectgggega gagggetace 60

atcaactgta aaagctccga atctgtggac tcttacgcaa acagctttat gcactggtat 120
cagcaaaagc caggccaacc tccaaagctg ctgatttaca gggcttctac cagggagage 180
ggcgtgeccg ataggttcag cggatctgge agcaggacceg actttacact gaccatctcc 240
agcctgcagg ccgaagatgt ggcagtctat tactgccage agtccaagga ggacceectg 300
actttcgggg gtggtactaa agtggagatc aagcgtacgg tggccgctee cagegtgttc 360
atcttcccce caagcgacga geagetgaag ageggcaccg ccagegtggt gtgtetgetg 420
aacaacttct accccaggga ggccaaggtg cagtggaagg tggacaacgc cctgcagage 480
ggcaacagcc aggagagcgt caccgagcag gacagcaagg actccaccta cagectgage 540
agcaccctga ccctgagcaa ggccgactac gagaagcaca aggtgtacge ctgtgaggtg 600
acccaccagg gcctgtccag cceegtgace aagagcettca acaggggega gtgcetga 657
<210> 44

<211> 657

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 44
gacattgtga tgacccagtc tcccgatage ctggecgtgt cecctgggega gagggcetace 60

atcaactgta aaagctccga atctgtggac tcttacgcaa acagctttat gcactggtat 120
cagcaaaagc caggccaacc tccaaagctg ctgatttaca gggcttctac cagggagage 180
ggcgtgceccg ataggttcag cggatctgge agcggceaccg actttacact gaccatctece 240
agcctgcagg ccgaagatgt ggcagtctat tactgccage agtccaagga ggacceectg 300
actttcgggg gtggtactaa agtggagatc aagcgtacgg tggccgetee cagegtgttc 360
atcttccece caagegacga gecagcetgaag agecggcaccyg ccagegtggt gtgtctgctg 420
aacaacttct accccaggga ggccaaggtg cagtggaagg tggacaacgce cctgcagage 480
ggcaacagcc aggagagcegt caccgagcag gacagcaagg actccaccta cagectgage 540
agcaccctga ccctgagcaa ggccgactac gagaagcaca aggtgtacge ctgtgaggtg 600

acccaccagg gectgtccag cceccgtgace aagagcttca acaggggega gtgetga 657
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<210> 45

<211> 657

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 45
gacattgtga tgacccagtc tcccgatage ctggecegtgt cectgggega gagggetace 60

atcaactgta aaagctccga atctgtggac tcttacgcaa acagctttct gcactggtat 120
cagcaaaagc caggccaacc tccaaagcetg ctgatttaca gggcttctac cagggagage 180
ggcgtgcccg ataggttcag cggatctgge agcggeaccg actttacact gaccatctcc 240
agcctgcagg ccgaagatgt ggcagtctat tactgccage agtccaagga ggacccectg 300
actttcgggg gtggtactaa agtggagatc aagcgtacgg tggecgcetce cagegtgttc 360
atcttcccece caagcgacga geagetgaag agcggcaccg ccagegtggt gtgtetgetg 420
aacaacttct accccaggga ggccaaggtg cagtggaagg tggacaacgc cctgcagage 480
ggcaacagcc aggagagcgt caccgagcag gacagcaagg actccaccta cagectgage 540
agcaccctga ccctgagcaa ggccgactac gagaagcaca aggtgtacge ctgtgaggtg 600
acccaccagg gcectgtccag ccecegtgace aagagcttca acaggggega gtgetga 657
<210> 46

<211> 118

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 46

?Iu Val Glr; Leu GIn Gln1ger Gly Pro (13I€:J Leu Val Lys Pro Gly Ala

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

Thr Met His Trp Val Arg GIn Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
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Met Asp Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Glu lie Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser
115

<210> 47

<211> 112

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 47

Asp lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Gin Arg Ala Thr lle Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr
20 25 30

Ala Asn Ser Phe Met His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Gin Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu lle Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly lle Pro Ala
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Asn
65 70 75 80

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

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Met Lys Arg
100 105 110

<210> 48

<211> 354

<212> ADN

<213> mus musculus
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<400> 48
gaggtccagc tgcagcagag cgggccagaa ctggttaaac ctggcgecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccagcggtta catctttaca gcatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctctggactg gatcggaggt attaagccca acaatggect ggctaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtcctcttc cacagettac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgcge ccggtctgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgaccgtctc ctec 354
<210> 49

<211> 333

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 49
gatattgtgc tgacacagtc tcccgcaagce ctegetgtta gectgggtca acgggecaca 60

attagttgtc gcgectctga atccgtcgac tettatgeta acagcetttat gcactggtat 120
caacagaagc ccgggcagcec acctaaactg ctgatctaca gggccagcaa tctggagagt 180
ggcatcccag ctagatttag cggttccggg tccaggaccg acttcactct gaccatcaac 240
ccegtggagg cagacgacgt ggccacttac tactgccage agtctaaaga ggatceecte 300
acattcggct ccggaacaaa gctggaaatg aag 333

<210> 50

<211> 443

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 50

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

1 5 10 15

Ser Val Lys lie Ser Cys Lys Thr Ser Gly Tyr lle Phe Thr Ala Tyr
20 25 30

Thr Met His Trp Val Arg GIn Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60
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Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Asn Phe Gly Thr Gin Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys
210 215 220

Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val
245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gin Phe
260 265 270
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Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
275 280 285

Arg Glu Glu GIn Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr
290 295 300

Val Val His GiIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
305 310 315 320

Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Thr
325 330 335

Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
340 345 350

Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
355 360 365

Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
370 375 380

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser
385 390 395 400

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln GIn
405 410 415

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
420 425 430

Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440

<210> 51

<211> 446

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 51

Glu Val Gin Leu GIn Gin Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
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Ser Val Lys lle Ser Cys Lys Thr Ser Gly Tyr lle Phe Thr Ala Tyr
20 25 30

Thr Met His Trp Val Arg GIn Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Cys His
210 215 220

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
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225 230 235 240

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro
245 250 255

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285

Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
200 295 300

Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser
325 330 335

Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350

Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gin Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380

GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415

GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430

Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445
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<210> 52

<211> 218

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 52
Asp lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Gln Arg Ala Thr lle Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr
20 25 30

Ala Asn Ser Phe Met His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu lle Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly lle Pro Ala
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Asn
65 70 75 80

Pro Val Glu Ala Asp Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gin Ser Lys
85 90 95

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Met Lys Arg
100 105 110

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn
115 120 125

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140

Pro Arg Glu Ala Lys Val GiIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser
145 150 155 160

Gly Asn Ser Gin Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175

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



7

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro
195 200 205

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

<210> 53

<211> 1332

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 53
gaggtccagc tgcagcagag cgggccagaa ctggttaaac ctggcgecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccagcggtta catctttaca gcatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctetggactg gatcggaggt attaagccca acaatggect ggctaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtcctcttc cacagettac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgcge ccggtetgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgaccgtcte cteccgeccage 360
accaagggcc caagcgtgtt cccgetageg cectgetcca gaagcaccag cgagagcaca 420
gccgcecetgg getgectggt gaaggactac ttcccegage cegtgacegt gtectggaac 480
agcggagcecc tgaccagegg cgtgcacacce ttcceegeeg tgetgcagag cageggectg 540
tacagcctga gecagegtggt gacegtgeca agcagcaact teggcaccca gacctacace 600
tgtaacgtgg accacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agaccgtgga gaggaagtge 660
tatgtggagt gecccecctg cecageceee cecagtggeeg gacceagegt gttectgttc 720
ccccccaagce ccaaggacac cetgatgate agcagaacce ccgaggtgac ctgtgtggtg 780
gtggacgtgt cccacgagga ccecegaggtg cagttcaact ggtacgtgga cggegtggag 840
gtgcacaacg ccaagaccaa gcccagagag gagcagttta acagcacctt ccgggtggtg 900
tcegtgetga cegtggtgca ccaggactgg ctgaacggea aggagtacaa gtgtaaggtc 960
tccaacaagg gectgccage ccccatcgaa aagaccatca gcaagaccaa gggacageca 1020
agagagccac aggtctacac cetgecccee agcagggagg agatgaccaa gaaccaggtg 1080

tccetgacct gtetggtgaa gggcttctac ccaagegaca tcgcegtgga gtgggagage 1140
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aacggccagce ccgagaacaa ctacaagacc acccccccaa tgetggacag cgacggeage 1200
ttcttcctgt acagcaagct gacagtggac aagagcagat ggcagcaggg caacgtgttc 1260
agctgctceg tgatgcacga ggccctgcac aaccactaca cccagaagag cetgagectg 1320
tccccaggct ga 1332

<210> 54

<211> 1341

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 54
gaggtccagce tgcagcagag cgggecagaa ctggttaaac ctggcgecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccagcggtta catctitaca gcatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctctggactg gatcggaggt attaagccca acaatggcect ggctaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtcctcttc cacagcttac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgege ccggtetgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgaccgtcte cteccgecage 360
accaagggcc caagcgtgtt cccgctagec cegtcttcaa agagtacctc aggcggaact 420
gccgctettg gttgecttgt gaaggactat tttcctgage cegtgacggt cagetggaac 480
tetggcgeac tgactagegg cgtacacaca ttecetgegg tgctccaaag ttccgggetg 540
tactcactgt cctcegttgt gaccgttcea tctagttcee tcgggacaca gacatacatc 600
tgtaatgtga atcataagcc ttcaaacacc aaggtcgaca aacgggtcga gecccaaaage 660
tgcgattgce actgtectee atgtccagee cecgaactgt tgggeggace gagegtgttc 720
ttgtttccac ccaagcccaa agatacccte atgatcagca gaaccccega ggtgacctgt 780
gtggtggtgg acgtgtccca cgaggaccea gaggtgaagt tcaactggta cgtggacgge 840
gtggaggtgc acaacgccaa gaccaagccc agagaggage agtacaacag cacctacagg 900
gtggtgtceg tgctgacegt getgcaccag gactggctga acggcaagga gtacaagtgt 960
aaggtgtcca acaaggccct gccageccca atcgaaaaga ccatcagcaa ggecaaggge 1020
cagccaagag agccccaggt gtacaccctg ccacccagca gggaggagat gaccaagaac 1080
caggtgtcce tgacctgtct ggtgaagggc ttctacccaa gegacatecge cgtggagtgg 1140

gagagcaacg gccagcccga gaacaactac aagaccaccce ccccagtget ggacagecgac 1200
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ggcagcttct tcctgtacag caagcetgace gtggacaaga gcagatggca gcagggcaac 1260
gtgttcagct gctcegtgat gcacgaggec ctgcacaacc actacaccca gaagagectg 1320
agcctgtcee caggcaagtg a 1341

<210> 55

<211> 657

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 55
gatattgtgc tgacacagtc tcccgcaage ctegetgtta gectgggtca acgggecaca 60

attagttgtc gcgectetga atccgtcgac tettatgcta acagctttat gcactggtat 120
caacagaagc ccgggcagcec acctaaactg ctgatctaca gggccagceaa tctggagagt 180
ggcatcccag ctagatttag cggttccggg tccaggaccg acttcactct gaccatcaac 240
cccgtggagg cagacgacgt ggccacttac tactgccage agtctaaaga ggatcececte 300
acattcggct ccggaacaaa getggaaatg aagcgtacgg tggecgctee cagegtgtic 360
atcttcccce caagcgacga gecagetgaag ageggcaccg ccagegtggt gtgtetgetg 420
aacaacttct accccaggga ggccaaggtg cagtggaagg tggacaacgc cctgcagage 480
ggcaacagcc aggagagcgt caccgagcag gacagcaagg actccaccta cagectgage 540
agcaccctga ccctgagcaa ggccgactac gagaagcaca aggtgtacgce ctgtgaggtg 600
acccaccagg gectgtccag cccegtgace aagagcttca acaggggcega gtgetga 657
<210> 56

<211> 14

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> secuencia proteica bisagra artificial de consenso

<220>

<221> MUTAGENO
<222> (1)..(1)

<223> Xes P, R, Conada

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



<223>

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

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

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

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

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

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

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

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

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

<400>

Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Cys Xaa

1

<210>

XesK, C, Ronada

MUTAGENO

(3)--3)
XesS, C,Donada

MUTAGENO

(5)..(5)
XesD, C, Gonada

MUTAGENO

(6)..(6)
XesK, Conada

MUTAGENO

(7)..(7)
XesT, Conada

MUTAGENO

(8)..(8)
XesH,V, Konada

MUTAGENO

(9)-.(9)
XesT,C, E, Ponada

MUTAGENO

(11)..(11)
XesPol

MUTAGENO
(12)..(12)
X es P o nada

MUTAGENO
(14)..(14)
XesPoT

56

5 10

57

105



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

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

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

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

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

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

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

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

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

<400>

Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Pro Pro Cys Pro

1

106

14
PRT
artificial

secuencia proteica bisagra artificial de consenso

MUTAGENO

(N..(1)
XesP, R, Conada

MUTAGENO

(2)..(2)
XesK, C,Ronada

MUTAGENO

(3)..(3)
Xes S, C,Donada

MUTAGENO

(5)..(5)
XesD, C, Gonada

MUTAGENO

(6)..(6)
Xes K, Conada

MUTAGENO

(7).(7)
XesT, Conada

MUTAGENO

(8)..(8)
XesH,V, Konada

MUTAGENO
(9)..(9)
XesT,C, E, Ponada

57

5 10
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<210> 58
<211> 14
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> region bisagra artificial

<400> 58

Cys Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 59
<211> 14
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> regidn bisagra artificial

<400> 59

Pro Cys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 60
<211> 14
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> regién bisagra artificial

<400> 60

Pro Lys Cys Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 61
<211> 14
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> regién bisagra artificial

<400> 61

Pro Lys Ser Cys Cys Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10
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<210> 62
<211> 14
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> regibn bisagra artificial

<400> 62

Pro Lys Ser Cys Asp Cys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 63
<211> 14
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> regi6n bisagra artificial

<400> 63

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Cys His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 64
<211> 14
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> regién bisagra artificial

<400> 64

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Cys Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 65
<211> 12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> regiodn bisagra artificial

<400> 65
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Lys Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 66
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> region bisagra artificial

<400> 66

Pro Lys Ser Cys Asp Cys His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 67
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> regién bisagra atrtificial

<400> 67

Pro Lys Ser Cys Asp Cys Thr His Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 68
211> 12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> regiodn bisagra artificial

<400> 68

Pro Cys Ser Cys Lys His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 69
<211> 12
<212> PRT
<213> attificial

<220>
<223> regién bisagra artificial

0
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<400> 69

Pro Ser Cys Cys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 70
<211> 12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> region bisagra artificial

<400> 70

Pro Ser Cys Asp Lys His Cys Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 71
<211> 10
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> regién bisagra artificial

<400> 71

Pro Lys Ser Cys Thr Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 72
<211> 14
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> regidn bisagra artificial

<400> 72

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro

1 ) 10

<210> 73
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>

1
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<223> region bisagra artificial

<400> 73
tgcaagagct gcgacaagac ccacacctgt ccceectgec ct

<210> 74
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> region bisagra artificial

<400> 74
ccctgecagcet gcgacaagac ccacacctgt ccececctgec ct

<210> 75
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> region bisagra artificial

<400> 75
cccaagtgct gcgacaagac ccacacctgt ccceectgec ct

<210> 76
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> region bisagra artificial

<400> 76
cctaagagct gttgcaagac ccacacctgt ccccectgec ct

<210> 77
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> regién bisagra artificial

<400> 77
cccaagagct gegactgcac ccacaccetgt ceeeectgec ct

42

42

42

42

42
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<210> 78
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> region bisagra artificial

<400> 78
cccaagagct gecgacaagtg ccacacctgt ccceectgec ct

<210> 79
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> region bisagra artificial

<400> 79
cccaagagct gcgacaagac ccactgetgt cceeectgec ct

<210> 80
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> regibn bisagra artificial

<400> 80
aagtgcgaca agacccacac ctgtcceccce tgeect

<210> 81
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> regiodn bisagra artificial

<400> 81
cccaagagct gegactgeca cacctgtece cectgeect

<210> 82
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>

42

42

36

39
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<223> region bisagra artificial

<400> 82
cccaagagct gcgactgcac ccactgecce cectgecect

<210> 83
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> dominio bisagra artificial

<400> 83
ccetgcagcet gcaagcacac ctgtcceece tgeect

<210> 84
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> regién bisagra artificial

<400> 84
cctagcetgcet gcacccacac ctgtecececce tgecect

<210> 85
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> regidn bisagra artificial

<400> 85
ccecagcetgeg acaagcactg ctgeecccecc tgeect

<210> 86
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> regién bisagra artificial

<400> 86
cccaagagct gecacctgtee cecttgtect

39

36

36

36

30

'
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<210> 87
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> regién bisagra artificial

<400> 87
cccaagagct gcgataagtg cgtggagtge ccccecttgte ct 42

<210> 88

<211> 448

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 88
Glu Val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Thr Met His Trp Val Arg Gin Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140
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Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Cys Lys Ser Cys Asp Lys Thr
210 215 220

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
225 230 235 240

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg
245 250 255

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
260 265 270

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
275 280 285

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr
325 330 335

lle Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu
340 345 350

Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gin Val Ser Leu Thr Cys
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355 360 365

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 395 400

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415

Arg Trp GIn Gin Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 89

<211> 448

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 89
Glu Val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Thr Met His Trp Val Arg GIn Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn Gin Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Asp Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
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Ala Arg Ser Glu lie Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

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

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
225 230 235 240

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg
245 250 255

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
260 265 270

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
275 280 285

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320

)
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Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr
325 330 335

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu
340 345 350

Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys
355 360 365

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 395 400

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415

Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 90

<211> 448

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 90

Glu Val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Thr Met His Trp Val Arg GIn Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
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50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 1565 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Cys Cys Asp Lys Thr
210 215 220

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
225 230 235 240

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg
245 250 255

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
260 265 270
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Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
275 280 285

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr
325 330 335

lle Ser Lys Ala Lys Gly GlIn Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu
340 345 350

Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gin Val Ser Leu Thr Cys
355 360 365

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 395 400

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415

Arg Trp GiIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 91

<211> 448

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 91

Glu Val GiIn Leu GIn GIn Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
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Ser Val Lys lle Ser Cys Lys Thr Ser Gly Tyr lle Phe Thr Ala Tyr
20 25 30

Thr Met His Trp Val Arg Gin Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Cys Lys Thr
210 215 220
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His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
225 230 235 240

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg
245 250 255

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
260 265 270

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
275 280 285

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr
325 330 335

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu
340 345 350

Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys
355 360 365

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 395 400

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415

Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445
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<210> 92

<211> 448

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 92

Glu Val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Thr Met His Trp Val Arg GIn Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
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180 185 190

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205 ,

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

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
225 230 235 240

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg
245 250 255

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
260 265 270

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
275 280 285

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr
325 330 335

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu
340 345 350

Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys
355 360 365

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 395 400
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Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415

Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 93

<211> 448

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 93
Glu Val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys lie Ser Cys Lys Thr Ser Gly Tyr lle Phe Thr Ala Tyr
20 25 30

Thr Met His Trp Val Arg GIn Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125
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Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Giu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

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

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
225 230 235 240

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg
245 250 255

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
260 265 270

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
275 280 285

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr
325 330 335

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu
340 345 350
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Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys
355 360 365

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 395 400

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415

Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 94

<211> 448

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 94

Glu Val GIn Leu GIn Gin Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Thr Met His Trp Val Arg Gln Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn Gin Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

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

His Cys Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
225 230 235 240

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg
245 250 255

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
260 265 270

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
275 280 285

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300
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Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr
325 330 335

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu
340 345 350

Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys
3565 - 360 365

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 395 400

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415

Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 95

<211> 446

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 95
Glu Val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Thr Met His Trp Val Arg GIn Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45
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Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn Gin Lys Phe
50 95 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Lys Cys Asp Lys Thr His Thr
210 215 220

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro
245 250 255
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Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285

Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
290 295 300

Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser
325 330 335

Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350

Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gin Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380

Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415

GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430

Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 96

<211> 447

<212> PRT

<213> mus musculus
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<400> 96
Glu Val GIn Leu GIn Gin Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Thr Met His Trp Val Arg GIn Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn Gin Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205
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Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Cys His
210 215 220

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr
245 250 255

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
260 265 270

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285

Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 295 300

Val Leu Thr Val Leu His Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
305 310 315 320

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle
325 330 335

Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350

Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 360 365

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415

Trp Gin GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430

4y
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His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 97

<211> 447

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 97

Glu Val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Thr Met His Trp Val Arg GIn Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn Gin Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lie Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin
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165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190 '

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

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

His Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr
245 250 255

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
260 265 270

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285

Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 295 300

Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
305 310 315 320

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle
325 330 335

Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350

Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 360 365

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380
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Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415

Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430

His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 98

<211> 446

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 98
Glu Val GIn Leu Gin GIn Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Thr Met His Trp Val Arg GIn Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125
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Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Cys Ser Cys Lys His Thr
210 215 220

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro
245 250 255

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285

Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
290 295 300

Leu Thr Val Leu His Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser
325 330 335
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Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350

Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415

GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430

Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 99

<211> 446

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 99
Glu Val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Thr Met His Trp Val Arg Gin Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
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Met Asp Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Ser Cys Cys Thr His Thr
210 215 220

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro
245 250 255

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285
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Lys Pro Arg Glu Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
290 295 300

Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser
325 330 335

Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350

Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
' 405 410 415

GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430

Asn His Tyr Thr Gin Lys Sef Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 100
<211> 446
<212> PRT
<213> mus musculus

<400> 100
Glu Val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys lle Ser Cys Lys Thr Ser Gly Tyr lle Phe Thr Ala Tyr
20 25 30
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Thr Met His Trp Val Arg GIn Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Ser Cys Asp Lys His Cys
210 215 220

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro
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245 250 255

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285

Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
290 295 300

Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser
325 330 335

Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350

Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380

GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415

GIn GlIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430

Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 101
<211> 444
<212> PRT
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<213> mus musculus

<400> 101

Glu Val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Thr Met His Trp Val Arg Gin Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205
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Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Thr Cys Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val
245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe
260 265 270 ‘

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
275 280 285

Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr
290 295 300

Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
305 310 315 320

Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala
325 330 335

Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
340 345 350

Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
355 360 365

Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro
370 375 380

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
385 390 395 400

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn
405 410 415
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Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
420 425 430

Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440

<210> 102
<211> 448
<212> PRT
<213> mus musculus

<400> 102
Glu Val GIn Leu GIn Gin Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Thr Met His Trp Val Arg Gin Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Glu lle Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr
100 105 110

Ala Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160
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Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

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

Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
225 230 235 240

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg
245 250 255

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
260 265 270

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
275 280 285

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr
325 330 335

lle Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu
340 345 350

Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys
355 360 365
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Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 395 400

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415

Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 103
<211> 1347
<212> ADN
<213> mus musculus

<400> 103
gaggtccagc tgcagcagag cgggccagaa ctggttaaac ctggegecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccagceggtta catctttaca geatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctetggactg gatcggaggt attaagccca acaatggect ggctaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtcctcttc cacagcttac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgege ceggtetgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgaccgtcte ctcecgecage 360
accaagggcc caagcgtgtt cccgctagee cccagcagea agagcaccag cggeggecaca 420
gcegecectgg getgectggt gaaggactac ttccccgage cegtgaccegt gtectggaac 480
agcggagccc tgacctcegg cgtgcacaca ttcceegecg tgctgcagag cageggectg 540
tacagcctga geagegtggt gaccgtgect agcagcagcee tgggcaccca gacctacatc 600
tgcaacgtga accacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agcgggtgga gtgcaagage 660
tgcgacaaga cccacacctyg tecccecetge cetgeecetg aactgetggg cggacccage 720
gtgttcetgt tcccecccaa geccaaggac accetgatga tcagcagaac ceccegaggtg 780

acctgtgtgg tggtggacgt gtcccacgag gacccagagg tgaagticaa ctggtacgtg 840
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gacggcgtgg aggtgcacaa cgccaagacce aagcccagag aggagcagta caacagcace 900
tacagggtgg tgtccgtget gaccgtgetg caccaggact ggctgaacgg caaggagtac 960
aagtgtaagg tgtccaacaa ggccctgcca gecccaatcg aaaagaccat cagcaaggec 1020
aagggccagce caagagagcc ccaggtgtac accctgccac ccagcaggga ggagatgacc 1080
aagaaccagg tgtccctgac ctgtetggtg aagggcettct acccaagega catcgeegtg 1140
gagtgggaga gcaacggcca geccgagaac aactacaaga ccacccccce agtgetggac 1200
agcgacggca gcttettect gtacagcaag ctgaccgtgg acaagagceag atggcagcag 1260
ggcaacgtgt tcagctgctc cgtgatgcac gaggcecctge acaaccacta cacccagaag 1320
agcctgagcc tgtccccagg caagtga 1347

<210> 104

<211> 1347

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 104
gaggtccagce tgcagcagag cgggccagaa ctggttaaac ctggcgecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccageggtta catctttaca gcatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctetggactg gatcggaggt attaagccca acaatggect ggctaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtcctcttc cacagettac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgege ccggtctgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgaccgtcte ctccgccage 360
accaagggcc caagegtgtt cccgetagee cccagecagea agagcaccag cggeggcaca 420
gccgecctgg getgectggt gaaggactac ttcccecgage cegtgacegt gtectggaac 480
agcggagcecc tgacctcegg cgtgcacaca ttcceegeceg tgctgcagag cageggectg 540
tacagcctga gecagegtggt gaccgtgect agcageagec tgggcaccca gacctacatc 600
tgcaacgtga accacaagce cagcaacacc aaggtggaca agagagtgga gccctgcage 660
tgcgacaaga cccécacctg tccceectge cetgeecctg aactgetggg cggacccage 720
gtgttcetgt tcccecccaa geccaaggac accctgatga tcagcagaac ccccgaggtg 780
acctgtgtgg tggtggacgt gtcccacgag gacccagagg tgaagttcaa ctggtacgtg 840

gacggcegtgg aggtgcacaa cgccaagacc aagcccagag aggagcagta caacagcace 900

N
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tacagggtgg tgtccgtgct gaccgtgetg caccaggact ggctgaacgg caaggagtac 960
aagtgtaagg tgtccaacaa ggccctgeca gecccaatcg aaaagaccat cagcaaggee 1020
aagggccagc caagagagcc ccaggtgtac accctgccac ccagcaggga ggagatgacc 1080
aagaaccagg tgtccctgac ctgtctggtg aagggcttct acccaagega catcgeegtg 1140
gagtgggaga gcaacggcca gecccgagaac aactacaaga ccacccecce agtgetggac 1200
agcgacggcea gcttcttect gtacagcaag ctgaccgtgg acaagagcag atggcagcag 1260
ggcaacgtgt tcagctgcte cgtgatgcac gaggecctge acaaccacta cacccagaag 1320
agcctgagcc tgtccccagg caagtga 1347

<210> 105

<211> 1347

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 105
gaggtccagce tgcagcagag cgggccagaa ctggttaaac ctggegecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccagcggtta catctttaca gcatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctetggactg gatcggaggt attaagccca acaatggect ggetaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtectette cacagettac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgcgc ccggtctgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgaccgtcte ctccgecage 360
accaagggcc caagcgtgtt ccegetagee cccagcagea agagcaccag cggeggcaca 420
gccgecectgg getgectggt gaaggactac ttcccegage cegtgacegt gtectggaac 480
agcggagccc tgacctcegg cgtgcacaca ttcceegecg tgetgcagag cageggectg 540
tacagcctga gcagegtggt gacegtgect agcagcagece tgggcaccca gacctacatc 600
tgcaacgtga accacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agcgegtgga gcccaagtgc 660
tgcgacaaga cccacacctg tececectge cetgeecctg aactgetggg cggacccage 720
gtgttcetgt tccceeccaa geccaaggac acccetgatga tcagcagaac ccccgaggtg 780
acctgtgtgg tggtggacgt gtcccacgag gacccagagg tgaagttcaa ctggtacétg 840

gacggcgtgg aggtgcacaa cgccaagacce aagcccagag aggagcagta caacagcacc 900
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tacagggtgg tgtccgtgct gaccgtgcetg caccaggact ggctgaacgg caaggagtac 960
aagtgtaagg tgtccaacaa ggccctgeca gecccaateg aaaagaccat cagcaaggee 1020
aagggccagc caagagagcc ccaggtgtac accctgccac ccagcaggga ggagatgace 1080
aagaaccagg tgtccctgac ctgtctggtg aagggcettct acccaagega catcgecgtg 1140
gagtgggaga gcaacggcca gcccgagaac aactacaaga ccaccccccc agtgetggac 1200
agcgacggca gcttcttect gtacagcaag ctgaccgtgg acaagagcag atggcagcag 1260
ggcaacgtgt tcagctgcte cgtgatgcac gaggcecectge acaaccacta cacccagaag 1320
agcctgagcc tgtccccagg caagtga 1347

<210> 106

<211> 1347

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 106
gaggtccagce tgcagcagag cgggccagaa ctggttaaac ctggcgecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccagcggtta catctttaca gcatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctctggactg gatcggaggt attaagccca acaatggect ggctaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtcctcttc cacagettac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgege ccggtetgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgaccgtctc ctccgecage 360
accaagggcc caagcgtgtt cccgctagec cccagcagcea agagcaccag cggeggecaca 420
gccgecectgg getgectggt gaaggactac ttccccgage cegtgacegt gtectggaac 480
agcggagccc tgacctcegg cgtgcacaca tteceegeceg tgctgcagag cageggectg 540
tacagcctga gecagegtggt gaccgtgect agcagecagee tgggcaccca gacctacatc 600
tgcaacgtga accacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agagagtgga gcctaagagc 660
tgttgcaaga cccacacctg tccecectge cetgecectg aactgetggg cggacccage 720
gtgtteetgt tccceeccaa geccaaggac accctgatga tcagcagaac ceccgaggty 780
acctgtgtgg tggtggacgt gtcccacgag gacccagagg tgaagttcaa ctggtacgtg 840
gacggcgtgg aggtgcacaa cgccaagacc aagcccagag aggagceagta caacagcace 900

tacagggtgg tgtcegtgct gacegtgcetg caccaggact ggctgaacgg caaggagtac 960
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aagtgtaagg tgtccaacaa ggccctgceca gecccaateg aaaagaccat cagcaaggee 1020
aagggccagce caagagagcc ccaggtgtac accetgecac ccagcaggga ggagatgace 1080
aagaaccagg tgtccctgac ctgtctggtg aagggcettct acccaagega catcgeegtg 1140
gagtgggaga gcaacggcca gcccgagaac aactacaaga ccacccecce agtgetggac 1200
agcgacgg‘ca gcttcttect gtacagcaag ctgacegtgg acaagagceag atggcagcag 1260
ggcaacgtgt tcagctgcte cgtgatgcac gaggecctge acaaccacta cacccagaag 1320
agcctgagcece tgtccccagg caagtga 1347

<210> 107

<211> 1346

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 107
gaggtccage tgcagcagag cgggccagaa ctggttaaac ctggcgecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccagcggtta catctttaca geatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctetggactg gatcggaggt attaagecca acaatggect ggctaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtcctcttc cacagcttac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgege ceggtetgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgacegtete ctecgecage 360
accaagggcc caagcgtgtt ccecgetagec cccagecagea agagcaccag cggeggeaca 420
gccgecetgg getgectggt gaaggactac ttccccgage cegtgacegt gtectggaac 480
agcggagecc tgacctcegg cgtgcacaca ttcccecgeceg tgctgcagag cageggectg 540
tacagcctga gcagegtggt gaccgtgect agcagcagee tgggcaccca gacctacatc 600
tgcaacgtga accacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agagagtgga gcccaagagc 660
tgcgactgca cccacacctg tcccecctge cetgececetg aactgctggg cggacccage 720
gigttcctgt tecceecccaa geccaaggac accctgatga tcagcagaac cecegaggtg 780
acctgtgtgg tggtggacgt gtcccacgag gacccagagg tgaagttcaa ctggtacgtg 840
gacggcgtgg aggtgcacaa cgccaagacc aagcccagag aggagcagta caacagcacc 900

tacagggtgg tgtcegtgcet gacegtgetg caccaggact ggetgaacgg caaggagtac 960

L
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aagtgtaagg tgtccaacaa ggccctgcca gecccaatcg aaaagaccat cagcaaggee 1020
aagggccagce caagagagcec ccaggtgtac accetgecac ccagcaggga ggagatgace 1080
aagaaccagg tgtccctgac ctgtctggtg aagggcttct acccaagega catcgeegtg 1140
gagtgggaga gcaacggcca gcccgagaac aactacaaga ccacccecce agtgetggac 1200
agcgacggca gcttcttcct gtacagcaag ctgaccgtgg acaagagcag atggcagcag 1260
ggcaacgtgt tcagctgctc cgtgatgcac gaggccctge acaaccacta cacccagaag 1320
agcctgagcc tgtccccagg caagtg 1346

<210> 108

<211> 1347

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 108
gaggtccagc tgcagcagag cgggcecagaa ctggttaaac ctggcgecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccageggtta catctttaca geatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctctggactg gatcggaggt attaagccca acaatggect ggctaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtcctettc cacagcttac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgcge ceggtetgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgaccgtcte ctccgeccage 360
accaagggcc caagcgtgtt cccgetagee cccagcagea agagcaccag cggeggcaca 420
gccgecectgg getgectggt gaaggactac ttccccgage cegtgacegt gtectggaac 480
agcggagccc tgacctcegg cgtgcacaca ttcceegeceg tgctgcagag cageggectg 540
tacagcctga gcagegtggt gaccgtgect agcagcagec tgggcaceca gacctacatc 600
tgcaacgtga accacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agagagtgga gcccaagage 660
tgcgacaagt gccacacctg tceceectge cetgeeectg aactgetggg cggacccagc 720
gtgttcetgt tccececcaa geccaaggac acectgatga tcagcagaac ccecgaggtg 780
acctgtgtgg tggtggacgt gtcccacgag gacccagagg tgaagttcaa ctggtacgtg 840
gacggcegtgg aggtgcacaa cgccaagacc aagcccagag aggagceagta caacagcace 900
tacagggtgg tgtccgtgct gacegtgetg caccaggact ggctgaacgg caaggagtac 960

aagtgtaagg tgtccaacaa ggccctgeca gecccaateg aaaagaccat cagcaaggee 1020
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aagggccagc caagagagcc ccaggtgtac accctgccac ccagcaggga ggagatgace 1080
aagaaccagg tgtccctgac ctgtctggtg aagggcttct acccaagega catcgeegtg 1140
gagtgggaga gcaacggcca geccgagaac aactacaaga ccaccccece agtgetggac 1200
agcgacggca gcttcttect gtacagcaag ctgaccgtgg acaagagcag atggcagcag 1260
ggcaacgtgt tcagetgcte cgtgatgcac gaggecctge acaaccacta cacccagaag 1320
agcctgagcc tgtccccagg caagtga 1347

<210> 109

<211> 1347

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 109
gaggtccage tgcagcagag cgggccagaa ctggttaaac ctggcgecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccagcggtta catctttaca gcatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctetggactg gatcggaggt attaagccca acaatggect ggctaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtcctcttc cacagcttac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgege ccggtetgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgaccgtctc ctccgccage 360
accaagggcc caagcegtgtt cccgcetagec cccagcagea agagcaccag cggeggecaca 420
gecgceectgg getgeetggt gaaggactac ttccecgage cegtgacegt gtectggaac 480
agcggagecc tgacctcegg cgtgcacacc ttecccegecg tgctgcagag cageggectg 540
tacagcctga gcagegtggt gaccgtgect agcagcagece tgggcacceca gacctacatc 600
tgcaacgtga accacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agagagtgga gcccaagagce 660
tgcgacaaga cccactgctg tcccecctge cetgeccectg aactgetggg cggacccage 720
gtgttcctgt tcccececcaa geccaaggac accectgatga tcagecagaac cccecgaggtg 780
acctgtgtgg tggtggacgt gtcccacgag gacccagagg tgaagttcaa ctggtacgty 840
gacggcgtgg aggtgcacaa cgccaagacc aagcccagag aggagcagta caacagcace 900
tacagggtgg tgtccgtgct gacegtgetg caccaggact ggctgaacgg caaggagtac 960

aagtgtaagg tgtccaacaa ggccctgcca gecccaatcg aaaagaccat cagcaaggcc 1020
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aagggccagce caagagagcc ccaggtgtac accctgeccac ccagcaggga ggagatgacc 1080
aagaaccagg tgtccctgac ctgtctggtg aagggcettct acccaagega catcgeegtg 1140
gagtgggaga gcaacggcca gcccgagaac aactacaaga ccaccecccc agtgetggac 1200
agcgacggca gcttcttect gtacagcaag ctgaccgtgg acaagagcag atggcagcag 1260
ggcaacgtgt tcagetgctc cgtgatgcac gaggcecctge acaaccacta cacccagaag 1320
agcctgagcc tgtccccagg caagtga 1347

<210> 110

<211> 1341

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 110
gaggtccagc tgcagcagag cgggcecagaa ctggttaaac ctggcgecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccagcggtta catctttaca gcatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctctggactg gatcggaggt attaagccca acaatggcect ggctaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtcctcttc cacagettac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgcge ccggtetgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgaccgtctc ctccgecage 360
accaagggcc caagcgtgtt cccgctagee cccagcagea agagcaccag cggcggcaca 420
gccgcecetgg getgectggt gaaggactac ttccccgage cegtgaccegt gtectggaac 480
agcggagecc tgaccteegg cgtgcacaca ttcceegeceg tgetgcagag cageggectg 540
tacagcctga gcagegtggt gaccgtgect agecageagec tgggcaccea gacctacatc 600
tgcaacgtga accacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agegggtgga gaagtgcgac 660
aagacccaca cctgtcecce ctgecctgee cetgaactgce tgggeggace cagegtgtte 720
ctgttccece ccaageccaa ggacaccetg atgatcagca gaaccecega ggtgacctgt 780
gtggtggtgg acgtgtccca cgaggaccca gaggtgaagt tcaactggta cgtggacggq 840
gtggaggtgc acaacgccaa gaccaagcce agagaggage agtacaacag cacctacagg 900
gtggtgtceg tgctgaccgt getgecaccag gactggetga acggcaagga gtacaagtgt 960
aaggtgtcca acaaggccct gccageccea atcgaaaaga ccatcagcaa ggccaaggge 1020

cagccaagag agccccaggt gtacaccctg ccacccagca gggaggagat gaccaagaac 1080
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caggtgtcce tgacctgtct ggtgaaggge ttctacccaa gegacatege cgtggagtgg 1140
gagagcaacg gccagceccga gaacaactac aagaccaccce ccccagtget ggacagegac 1200
ggcagcttct tcctgtacag caagetgacce gtggacaaga gcagatggea gcagggcaac 1260
gtgttcagcet getcegtgat gcacgaggece ctgcacaace actacaccca gaagagectg 1320
agcctgtcce caggcaagtg a 1341

<210> 111

<211> 1344

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 111
gaggtccagc tgcagcagag cgggccagaa ctggttaaac ctggcgcecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccagcggtta catctttaca gcatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctctggactg gatcggaggt attaagccca acaatggect ggctaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtcctcttc cacagettac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgege ceggtetgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgaccgtctc ctccgecage 360
accaagggcc caagcgtgtt cccgetagee cccagcagea agagcaccag cggeggecaca 420
gccgeecetgg getgectggt gaaggactac ttccecgage cegtgacegt gtectggaac 480
agcggagecc tgaccteegg cgtgcacaca ttecccegeceg tgctgcagag cageggectg 540
tacagcctga geagcegtggt gaccgtgect agecagcagece tgggcaceca gacctacatc 600
tgcaacgtga accacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agagagtgga gcccaagagc 660
tgcgactgce acacctgtee cecctgecect geccctgaac tgctgggegg acccagcgtg 720
ttcctgttce cceccaagec caaggacacc ctgatgatca gcagaacceee cgaggtgacc 780
tgtgtggtgg tggacgtgtc ccacgaggac ccagaggtga agttcaactg gtacgtggac 840
ggcgtggagg tgcacaacgce caagaccaag cccagagagg agcagtacaa cagcacctac 900
agggtggtgt ccgtgctgac cgtgetgcac caggactggce tgaacggcaa ggagtacaag 960
tgtaaggtgt ccaacaaggc cctgccagec ccaatcgaaa agaccatcag caaggccaag 1020

ggccagccaa gagagccecca ggtgtacacc ctgccaccca gcagggagga gatgaccaag 1080

b
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aaccaggtgt ccctgacctg tetggtgaag ggcttctacc caagcgacat cgecgtggag 1140
tgggagagca acggccagcc cgagaacaac tacaagacca cccceccagt getggacage 1200
gacggcagct tcttcctgta cagcaagctg accgtggaca agagcagatg gcagcaggge 1260
aacgtgttca gctgcteegt gatgcacgag gecctgcaca accactacac ccagaagage 1320
ctgagcctgt ccccaggcaa gtga 1344

<210> 112

<211> 1344

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 112
gaggtccage tgcagcagag cgggecagaa ctggttaaac ctggcgecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccagcggtta catctttaca geatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctetggactg gatcggaggt attaagecca acaatggect ggctaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtectette cacagettac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgege ccggtctgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgaccgtctc ctccgeccage 360
accaagggcc caagcegtgtt cccgetagee cccagcagea agagcaccag cggeggcaca 420
gccgecectgg getgectggt gaaggactac ttccccgagce cegtgacegt gtectggaac 480
agcggagcecc tgacctcegg cgtgcacacc ttccecegeeg tgctgcagag cageggectg 540
tacagcctga gcagegtggt gaccgtgect agcagcagece tgggcaccea gacctacatc 600
tgcaacgtga accacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agagagtgga gcccaagage 660
tgcgactgca cccactgece cecctgeect gecectgaac tgetgggegg acccagcgtg 720
tteetgttee ceeccaagece caaggacacc ctgatgatca gcagaacccc cgaggtgacc 780
tgtgtggtgg tggacgtgtc ccacgaggac ccagaggtga agttcaactg gtacgtggac 840
ggcgtggagg tgcacaacgce caagaccaag cccagagagg agcagtacaa cagcacctac 900
agggtggtgt ccgtgctgac cgtgctgcac caggactgge tgaacggcaa ggagtacaag 960
tgtaaggtgt ccaacaaggc cctgccagec ccaatcgaaa agaccatcag caaggccaag 1020
ggccagccaa gagagceccca ggtgtacace ctgccaccca gcagggagga gatgaccaag 1080

aaccaggtgt ccctgacctg tctggtgaag ggcttctacc caagegacat cgcegtggag 1140
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tgggagagca acggcecagcec cgagaacaac tacaagacca cccecccagt getggacage 1200
gacggcagct tcttcctgta cagcaagcetg accgtggaca agagcagatg gcagcaggge 1260
aacgtgttca getgcteegt gatgcacgag gecctgeaca accactacac ccagaagage 1320
ctgagcctgt ccccaggceaa gtga 1344

<210> 113

<211> 1341

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 113
gaggtccage tgcagcagag cgggccagaa ctggttaaac ctggegecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccagcggtta catctttaca gcatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctetggactg gatcggaggt attaagccca acaatggect ggctaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtcctcttc cacagcttac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgcge ceggtctgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgaccgtctc ctccgecage 360
accaagggcc caagcegtgtt ceccgetagee cccagcagea agagcaccag cggeggecaca 420
gccgecectgg getgectggt gaaggactac ttccccgage cegtgacegt gtcectggaac 480
agcggagccc tgacctcegg cgtgcacaca ttcccegeceg tgctgcagag cageggectg 540
tacagcctga gcagegtggt gaccgtgect agcagcagcec tgggcaccea gacctacatc 600
tgcaacgtga accacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agagagtgga gccctgcage 660
tgcaagcaca cctgtcecee ctgeectgece cetgaactge tgggeggace cagcgtgttc 720
ctgttcccee ccaageccaa ggacacccty atgatcagca gaacceccga ggtgacctgt 780
gtggtggtgg acgtgtccca cgaggaccca gaggtgaagt tcaactggta cgtggacggc 840
gtggaggtgc acaacgccaa gaccaagcce agagaggage agtacaacag cacctacagg 900
gtggtgtceg tgctgacegt getgcaccag gactggetga acggcaagga gtacaagtgt 960
aaggtgtcca acaaggccct gccageccea atcgaaaaga ccatcagcaa ggccaaggge 1020
Cagccaagag agccccaggt gtacaccetg ccacccagea gggaggagat gaccaagaac 1080

caggtgtcec tgacctgtct ggtgaagggc ttctacccaa gegacatege cgtggagtgg 1140



158 L

gagagcaacg gccagcccga gaacaactac aagaccaccce ccccagtget ggacagecgac 1200
ggcagcttct tcetgtacag caagctgace gtggacaaga gcagatggea gcagggcaac 1260
gtgttcagct getcegtgat gcacgaggece ctgcacaacce actacaccca gaagagectg 1320
agcctgtcce caggcaagtg a 1341

<210> 114

<211> 1341

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 114
gaggtccagce tgcagcagag cgggcecagaa ctggttaaac ctggcgecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccagcggtta catctttaca gcatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctctggactg gatcggaggt attaagccca acaatggcect ggctaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtcctettc cacagettac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgege ceggtetgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgaccgtcte ctcecgecage 360
accaagggcc caagcgtgtt cccgetagec cccagcagea agagcaccag cggeggcaca 420
gcegceccetgg getgectggt gaaggactac ttccccgage cegtgacegt gtcctggaac 480
agcggagcecc tgacctcegg cgtgcacaca ttcceegeceg tgctgcagag cageggectg 540
tacagcctga gcagegtggt gaccgtgect agcageagece tgggcaccca gacctacatc 600
tgcaacgtga accacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agagagtgga gcctagetge 660
tgcacccaca cetgteecee ctgeectgec cetgaactge tgggeggace cagcgtgttc 720
ctgttccece ccaageccaa ggacacccetg atgatcagea gaacccccga ggtgacctgt 780
gtggtggtgg acgtgtccca cgaggaccca gaggtgaagt tcaactggta cgtggacggc 840
gtggaggtgc acaacgccaa gaccaagccc agagaggagc agtacaacag cacctacagg 900
gtggtgtceg tgctgacegt getgcaccag gactggetga acggcaagga gtacaagtgt 960
aaggtgtcca acaaggccct gccageccca atcgaaaaga ccatcagcaa ggccaagggce 1020
cagccaagag agccccaggt gtacaccctg ccacccagca gggaggagat gaccaagaac 1080
caggtgtcce tgacctgtct ggtgaagggc ttctacccaa gegacatege cgtggagtgg 1140

gagagcaacg gccagcccga gaacaactac aagaccacce cccecagtget ggacagegac 1200
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ggcagcttct tcetgtacag caagcetgacce gtggacaaga gcagatggea gcagggcaac 1260
gtgttcagct getcegtgat gcacgaggec ctgcacaace actacaccca gaagagectg 1320
agcctgtccc caggcaagtg a 1341

<210> 115

<211> 1341

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 115
gaggtccagc tgcagcagag cgggccagaa ctggttaaac ctggcgecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccagcggtta catctitaca gcatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctctggactg gatcggaggt attaagccca acaatggect ggctaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtcctcttc cacagettac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgcgc ccggtctgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgaccgtcte cteccgecage 360
accaagggcc caagcgtgtt ccegetagee cccagcagea agagcaccag cggeggecaca 420
gccgcecctgg getgectggt gaaggactac ttccccgagce cegtgacegt gtectggaac 480
agcggagccc tgaccteegg cgtgeacacc tteceegeceg tgctgcagag cageggectg 540
tacagcctga gecagegtggt gaccgtgect agcageagcece tgggeaccea gacctacatc 600
tgcaacgtga accacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agagagtgga gcccagetge 660
gacaagcact getgeccccce ctgecctgee cctgaactge tgggeggace cagegtgtte 720
ctgttcceee ccaageccaa ggacaccctg atgatcagca gaaccecega ggtgacctgt 780
gtggtggtgg acgtgtccca cgaggaccca gaggtgaagt tcaactggta cgtggacgge 840
gtggaggtgc acaacgccaa gaccaagece agagaggagce agtacaacag cacctacagg 900
gtggtgteeg tgctgaccgt getgcaccag gactggetga acggecaagga gtacaagtgt 960
aaggtgtcca acaaggccct gecageccea atcgaaaaga ccatcagcaa ggecaaggge 1020
cagccaagag agccccaggt gtacaccetg ccacccagea gggaggagat gaccaagaac 1080
caggtgtcce tgacctgtct ggtgaagggc ttctacccaa gegacatcge cgtggagtgg 1140

gagagcaacg gccagcccga gaacaactac aagaccaccce ccecagtgct ggacagegac 1200
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ggcagcttct tcetgtacag caagcetgace gtggacaaga gcagatggea gcagggcaac 1260
gtgttcagct getcegtgat gcacgaggece ctgcacaacc actacaccca gaagagectg 1320
agcctgtccc caggcaagtg a 1341

<210> 116

<211> 1335

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 116
gaggtccage tgcagcagag cgggccagaa ctggttaaac ctggcgecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccageggtta catctttaca geatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctetggactg gatcggaggt attaagccca acaatggect ggctaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtectettc cacagettac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgege ccggtctgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgaccgtetc ctccgccage 360
accaagggcc caagcegtgtt cccgetagee cccagcagea agagcacaag cggeggaaca 420
gecgecectgg getgeetggt gaaggactac ttccccgage cegtgacegt gtettggaac 480
agceggagecc tgaccagegg cgtgeacacc tttccagecg tgctgcagag cageggectg 540
tacagcctga gcagegtggt gaccgtgect agcageagec tgggcaccca gacctacatc 600
tgcaacgtga accacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agagagtgga gcccaagage 660
tgcacctgtc ccecttgtee tgceectgag ctgetgggeg gacccagcgt gttectgttc 720
cccececcaage ccaaggacac cetgatgate agcagaacce ccgaggtgac ctgtgtggtg 780
gtggacgtgt cccacgagga cccagaggtg aagttcaact ggtacgtgga cggcgtggag 840
gtgcacaacg ccaagaccaa gcccagagag gagcagtaca acagcaccta cagggtggtg 900
tccgtgetga cegtgetgea ccaggactgg ctgaacggea aggagtacaa gtgtaaggtg 960
tccaacaagg cectgccage cecaatcgaa aagaccatca gcaaggccaa gggecageca 1020
agagagcccc aggtgtacac cctgccacce agcagggagg agatgaccaa gaaccaggtg 1080
tccctgacct gtetggtgaa gggcttctac ccaagegaca tcgeccgtgga gtgggagage 1140
aacggccagce ccgagaacaa ctacaagacc acccceccag tgctggacag cgacggeage 1200

ttcttcctgt acagcaagct gacegtggac aagagcagat ggcagcaggg caacgtgttc 1260



161

agctgctceg tgatgcacga ggecctgeac aaccactaca cccagaagag cetgagectg 1320
tccccaggcea agtga 1335

<210> 117

<211> 1347

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 117
gaggtccagce tgcagcagag cgggcecagaa ctggttaaac ctggegecag cgtgaagatt 60

agctgtaaga ccagceggtta catctttaca geatatacca tgcactgggt gaggcagagt 120
ctgggggaat ctetggactg gatcggaggt attaagccca acaatggect ggctaactat 180
aatcaaaaat tcaagggcaa agccacactg accgtcgata agtcctcttc cacagettac 240
atggatctga gaagcctgac atccgaggac agtgcagtgt actactgcge ccggtetgag 300
atcactaccg agttcgacta ttggggacag ggcactgcac tgaccgtcte cteccgeccage 360
accaagggcc caagcgtgtt cccgetagee cccagcagea agagcacaag cggcggaaca 420
gccgecectgg getgectggt gaaggactac ttccccgage cegtgaccegt gtettggaac 480
agcggagcecc tgaccagegg cgtgcacacc tttccagecg tgctgcagag cageggectg 540
tacagcctga gcagegtggt gaccgtgect agcagcagec tgggcaccea gacctacatc 600
tgcaacgtga accacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agagagtgga gcccaagage 660
tgcgataagt gegtggagtg ceccecttgt cetgecectg agetgetggg cggacccage 720

| gtgttcetgt tcccecccaa geccaaggac accetgatga tcagcagaac cccecgaggtg 780
acctgtgtgg tggtggacgt gtcccacgag gacccagagg tgaagttcaa ctggtacgtg 840
gacggcegtgg aggtgcacaa cgccaagacc aagcccagag aggagceagta caacagcace 900
tacagggtgg tgtcegtgcet gaccgtgcetg caccaggact ggctgaacgg caaggagtac 960
aagtgtaagg tgtccaacaa ggccctgcca geccccaatcg aaaagaccat cagcaaggcc 1020
aagggccagc caagagagcc ccaggtgtac accctgccac ccagcaggga ggagatgacc 1080
aagaaccagg tgtccctgac ctgtctggtg aagggcttct acccaagega catcgeegtg 1140
gagtgggaga gcaacggcca geccgagaac aactacaaga ccaccecece agtgetggac 1200

agcgacggca gcttcttcet gtacagcaag ctgaccgtgg acaagagcag atggcagcag 1260
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ggcaacgtgt tcagctgetc cgtgatgcac gaggcecctge acaaccacta cacccagaag 1320

agcctgagcce tgtccccagg caagtga 1347
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RESUMEN

La invencion se refiere a un anticuerpo novedoso capaz de unirse
especificamente al receptor c-Met humano y/o capaz de inhibir especificamente la
actividad de tirosina quinasa de dicho receptor, con una actividad antagonista
mejorada, comprendiendo dicho anticuerpo una region bisagra modificada.

La invencion se refiere ademas a una composicion que comprende ese tipo
de anticuerpo antagonista de c-Met y su uso como un medicamento para tratar el
cancer.
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The Undersigned,

1. Liliane GOETSCH
2, Thierry WURCH
3. Cédric BES
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Titled:
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No.
Titulada:

con domicilio en,

declara(n) por el presente documento que
cede(n) todos los derechos de propiedad
que le(s) correspondan, asi como las
prerrogativas, sin excepcion alguna, sobre la
siguiente solicitud de patente en Colombia:
No.

Titulada:

a,

domiciliada en,

El(los) cedente(s) y el cesionario firman este
documento como prueba de su aceptacion
de la cesion.

Dado y firmado a los

. .dias del mes de
de 200_ T

Firma del Cedente
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hierry WURCH

Cédric BES
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On this 18" day of April of 2011 personally appeared before
me

Pierick ROUSSEAU

to me known, and known to me to be the person who signed
the foregoing instrument who being by me duly swom did
depose and say that he (she) is the Intellectual Property
Director

of (name of applicant)
PIERRE FABRE MEDICAMENT

Which is legally constituted for a term not yet expired, that
deponent is authorized by said Company to confer this
Assignment document: that the seal affixed hereunto by the
deponent in the name and on behalf of said Corporation is the
corporate seal thereof, and that the purpose for which this
instrument is granted is included within the corporate purpose
of company.

The undersigned Notary Public attests that he has seen the
documents that prove the existence of the company.

State of France

under date of
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document is its Representative.
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a quien conozco, y de quien me consta que firmo el anterior
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El suscrito Notario hace constar que tuvo a la vista las
pruebas de la existencia de la sociedad.

Estado de
con fecha

¥y que quilen confiere el presente documento de Cesitn es su
representants.

Notario Pablico (sello)
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Notario Publico (sello)
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APOSTILLE
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Le présent acle public
4 signé par Maitre Jérdme RANCOULE ... oo
3 - agissant en qualité de NOTAIRE
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Atteste
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