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RESUMO

"ANTICORPOS DE C-MET"

Sdo proporcionados anticorpos monoclonais, fra-
gmentos de ligacdo ao antigénio destes, e combinacdes dos
anteriores, gque se ligam a, e inibem a atividade de, c-Met
e que sdo eficazes em tratamento de cancros e outras
doencas, disturbios ou condigdes onde a patogénese seja

mediada por c-Met.
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DESCRICAO

"ANTICORPOS DE C-MET"

O presente invento refere-se a anticorpos que se
ligam a c-Met e a sua utilizacdo em tratamento de condicdes

e disturbios onde a patogénese é mediada por este recetor.

c-Met, um membro da superfamilia das tirosina-
cinases, é o recetor para o Fator de Crescimento de Hepa-
tdécitos (HGF). A ligacdo de HGF a c-Met leva a dimerizacéo
ou multimerizacdo do recetor, fosforilacdo de multiplos
residuos de tirosina na regido intracelular, ativacéo
catalitica, e sinalizacdo a Jjusante. c-Met é também ativado
através de mecanismos independentes do ligando, incluindo
sobre-expressdo, amplificacdo, e mutacdo do recetor. A
ativacdo de c-Met aumenta a proliferacédo celular, migracéo,
morfogénese, sobrevivéncia (incluindo protecéo contra
apoptose), e sintese de proteases, caracteristicas gue
estdo associadas a fendétipo <celular invasivo e fracos
resultados clinicos e resisténcia a fédrmacos em pacientes
com cancro. A via de sinalizacdo de c-Met ¢é uma das vias
mais frequentemente desreguladas em cancros humanos, e

ocorre em praticamente todos os tipos de tumores sdélidos.

A Publicacdo Internacional PCT WO 09/007427 di-

vulga anticorpos de c¢-Met de murideo e humanizados
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enxertados com CDR. O anticorpo de murideo 224Gl1 ai
divulgado ndo se ligava ao dominio Sema de c-Met. Outras
propriedades funcionais do derivado humanizado de IgGl
deste anticorpo de murideo, designado mAb h224Gl1, séo
relatadas nos Resumos Nos. 835 (dados in vitro) e 2792
(dados in vivo) e seus podsteres acompanhantes apresentados
na reunido da American Association for Cancer Research
(Denver, CO) em abril de 2009. Estes resumos e pdsteres
divulgam gque o mAb h224Gl1 Dbivalente ¢é desprovido de
propriedades agonistas intrinsecas, comporta-se como um
antagonista total de c¢-Met, e diminui potencialmente a
dimerizacdo de c-Met. E relatado que 224Gll de murideo
subregula c-Met e blogueia a fosforilacdo de c-Met in vivo.
No caso de outros recetores, a dimerizacdo ¢é um pré-
requisito para a internalizacdo e degradacdo do recetor.
Esses resumos e pdbsteres ndo divulgam quaisquer dados
relativos a internalizacdo de c-Met. Além disso, o epitopo
ao qual o anticorpo humanizado se liga dentro de c-Met né&o

estd identificado.

A Publicacdo Internacional PCT WO 05/016382
divulga também anticorpos de c-Met, mas ndo identifica o ou
0s epitopos aos quais os anticorpos se ligam. E
proporcionado um exemplo de mapeamento de epitopo, no
entanto os resultados apresentados indicam apenas que seis
anticorpos de c-Met se ligam a um epitopo comum enquanto um
sétimo anticorpo de c-Met se liga a um epitopo distinto. Os
epitopos particulares aos quais estes anticorpos de c-Met

se ligam ndo sdo proporcionados.
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Existe a necessidade de anticorpos antagonistas
para c-Met humano, cuja ligacdo a cadeia o de c-Met humano
facilite a internalizacdo do recetor a partir da superficie
da célula, na presenca e/ou auséncia de HGF. H& também a
necessidade de anticorpos antagonistas para c-Met humano,
cuja ligacdo a cadeia o de c¢-Met humano facilite a
internalizacdo do recetor a partir da superficie celular em
células compreendendo variantes de c-Met contendo mutacdes
de ganho de funcdo. H& também a necessidade de anticorpos
antagonistas para c-Met humano que induzam degradacdo de c-
Met e reducdo de c-Met fosforilado. Tais atividades
antagonistas poderiam diminuir o numero de locais de
ligacdo disponiveis para HGF na superficie de células
tumorais, e terminar a ativacdo da via causada pela sobre-
expressdo, amplificacdo, ou mutacdo de c-Met. Ao mesmo
tempo, tais anticorpos devem inibir a ligacdo de HGFEF a c-
Met e a ativacdo de c-Met induzida por HGF, e induzir pouca

ou nenhuma atividade agonista eles préprios.

Os compostos de anticorpos do presente invento
satisfazem estas necessidades. Ligam-se a epitopos na
cadeia o do dominio Sema de c¢-Met humano, inibindo a
ligacdo de HGF a c-Met e a ativacdo do recetor, induzindo
ao mesmo tempo pouca ou nenhuma atividade agonista. Os
anticorpos do presente invento induzem também a interna-
lizacdo do recetor na presenca ou auséncia de HGEF e também
em células compreendendo variantes de c¢-Met contendo

mutacdes de ganho de funcdo. Induzem a degradacdo de c-Met
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e induzem a reducdo de c-Met humano fosforilado, e inibem a
proliferacdo dependente de HGF e independente de HGFE de
células tumorais que expressam este recetor. Tendo em vista
estas propriedades, estes compostos de anticorpos devem ser
terapeuticamente Uteis no tratamento de cancros mediados
por c-Met através de uma variedade de diferentes meca-

nismos.

Além disso, o0s presentes compostos de anticorpos
possuem vVvarias outras propriedades desejaveis. Exibem
elevada afinidade (Kp) para c-Met, bloqueiam a fosforilacédo
de c-Met mediada por HGF e a sinalizacdo a 7jusante, a
proliferacdo celular, e a migracdo celular; e induzem
apenas fraca fosforilacdo de c-Met induzindo ao mesmo tempo
pouca ou nenhuma atividade bioldgica agonista semelhante a
de HGF tal como a inducdo da proliferacdo de células
tumorais, motilidade, invasdo, tubulogénese, angiogénese,
ou efeitos anti-apoptdticos. Eles inibem tanto a ativacéo
da wvia de c¢c-Met dependente do ligando (HGF) como
independente do ligando. Adicionalmente, o0s compostos de
anticorpos do presente invento ligam-se de preferéncia ao
dominio extracelular (ECD) de c¢c-Met humano em comparacio
com os ECD dos recetores intimamente relacionados RON e

PlexinA2, e ndo causam "derramamento" do ECD de c-Met.

De acordo com o presente invento, é proporcionado
um anticorpo monoclonal de c-Met, ou fragmento de ligacéo
ao antigénio deste, compreendendo trés regides determi-

nantes de complementaridade de cadeia leve (LCDR) e trés
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regides determinantes de complementaridade de cadeia pesada
(HCDR), em que LCDR1 compreende a sequéncia de amino&cidos
SVSSSVSSIYLH (SEQ ID NO: 53), LCDR2 compreende a sequéncia
de aminodcidos STSNLAS (SEQ ID NO: 54), LCDR3 compreende a
sequéncia de aminodcidos QVYSGYPLT (SEQ ID NO: 56), HCDRIL
compreende a sequéncia de aminoacidos GYTFTDYYMH (SEQ 1ID
NO: 65), HCDR2 compreende a sequéncia de aminoédcidos
RVNPNRRGTTYNQKFEG (SEQ ID NO: 68), e HCDR3 compreende a

sequéncia de aminoacidos ANWLDY (SEQ ID NO: 69).

De preferéncia, o) anticorpo monoclonal, ou
fragmento de ligacdo ao antigénio deste, de acordo com o
presente invento liga-se a um epitopo dentro da cadeia o de
c-Met humano e induz a internalizacdo de c-Met humano da

superficie celular.

De maior preferéncia, o anticorpo monoclonal, ou
fragmento de ligacdo ao antigénio deste, de acordo com o
presente invento induz internalizacdo de c-Met humano da
superficie celular independente do fator de crescimento de

hepatdécitos (HGE).

Ainda de preferéncia, o anticorpo monoclonal, ou
fragmento de ligacdo ao antigénio deste, de acordo com o
presente invento, 1liga-se dentro de um segquéncia de
aminodcidos selecionada a partir de:

a) 121VVDTYYDDQL13o (SEQ ID NO: 77),

b) 131 ISCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQS 156 (SEQ ID NO:

78),
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c) 179ALGAKVLSSVKDRFINF195 (SEQ ID NO: 79), e

d) 216VRRLKETKDGEMz27 (SEQ ID NO: 80).

E preferido que o anticorpo monoclonal, ou
fragmento de ligacdo ao antigénio deste, de acordo com o
presente invento, se ligue dentro uma sequéncia de

aminodcidos selecionada a partir de:

a. 123DTYYDD12g (SEQ ID NO: 81),

b. 144HVEFPHNHTADIQS156 (SEQ ID NO: 82),
c. 192FINF195s (SEQ ID NO: 83), e

d. 220KETKDGFM227 (SEQ ID NO: 84).

Ainda mais preferido é um anticorpo monoclonal,
ou fragmento de ligacdo ao antigénio deste, de acordo com ©
presente invento que se ligue a uma sequéncia de
aminodcidos dentro do epitopo conformacional caracterizado
por 123DTYYDDi2s (SEQ ID NO: 81), 144HVFPHNHTADIQS1s6 (SEQ ID
NO: 82), 192FINF1¢e5 (SEQ ID NO: 83), e 220KETKDGFM227 (SEQ ID

NO: 84), inclusive.

De preferéncia, o) anticorpo monoclonal, ou
fragmento de ligacdo ao antigénio deste, de acordo com o
presente invento compreende uma regido variavel de cadeia
leve (LCVR) e uma regido varidvel de cadeia pesada (HCVR),
em que a LCVR compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ
ID NO: 5 e a HCVR compreende a sequéncia de aminoéadcidos de

SEQ ID NO: 17.

E preferido que o anticorpo monoclonal, ou
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fragmento de ligacdo ao antigénio deste, de acordo com o
presente invento compreenda uma cadeia leve possuindo uma
regido constante capa e uma cadeia pesada possuindo uma

regido constante de cadeia pesada de IgG4.

A cadeia leve ¢é de preferéncia codificada pela
sequéncia polinucleotidica de SEQ ID NO: 35, e a cadeia
pesada é de preferéncia codificada ©pela sequéncia

polinucleotidica de SEQ ID NO: 47.

De preferéncia, o anticorpo monoclonal de acordo
com O presente invento compreende duas cadeias leves
codificadas pela sequéncia polinucleotidica de SEQ ID NO:
35 e duas cadeias pesadas codificadas pela segquéncia

polinucleotidica de SEQ ID NO: 47.

De maior preferéncia, o anticorpo monoclonal, ou
fragmento de ligacdo ao antigénio deste, de acordo com o
presente invento, tem uma cadeia leve que ¢ idéntica a
sequéncia de aminodacidos codificada pela sequéncia
polinucleotidica de SEQ ID NO: 35; e uma cadeia pesada que
é idéntica a sequéncia de aminoacidos codificada por SEQ ID

NO: 47.

De preferéncia, 0 anticorpo monoclonal, ou
fragmento de ligacdo ao antigénio deste, de acordo com o
presente invento, compreende duas cadeias leves em que a
sequéncia de aminocadcidos da cadeia leve ¢é idéntica a

sequéncia de aminoacidos codificada pela sequéncia



PE2358755 -8 -

polinucleotidica de SEQ ID NO: 35; e duas cadeias pesadas
em que a sequéncia de aminocdcidos da cadeia pesada é
idéntica a sequéncia de aminodcidos codificada por SEQ ID

NO: 47.

De preferéncia, o anticorpo monoclonal, ou
fragmento de ligacdo ao antigénio deste, de acordo com o
presente invento, compreende uma cadeia leve possuindo a
sequéncia de aminoédcidos de SEQ ID NO: 29 e uma cadeia
pesada possuindo uma regido constante de cadeia pesada de

IgG4.

Ainda de maior preferéncia, o anticorpo
monoclonal de acordo com o presente invento compreende duas
cadeias leves possuindo a sequéncia de aminodcidos de SEQ
ID NO: 29 e duas cadeias pesadas possuindo uma regido

constante de cadeia pesada de IgG4.

De acordo com um segundo aspeto do presente
invento, é proporcionada uma composicdo farmacéutica, com-
preendendo o anticorpo monoclonal, ou fragmento de ligacédo
ao antigénio deste, do presente invento, e um veiculo,

diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitéavel.

De acordo com um terceiro aspeto do presente
invento, é proporcionado um anticorpo monoclonal, ou fra-
gmento de ligacdo ao antigénio deste, do presente invento

para utilizacdo em terapia.
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De preferéncia, o anticorpo monoclonal, ou fra-
gmento de ligacdo ao antigénio deste, do presente invento é

para utilizacdo no tratamento de cancro num humano.

De maior preferéncia, o anticorpo monoclonal, ou
fragmento de ligacdo ao antigénio deste, de acordo com o
presente invento é para tratar cancro gastrico, do rim, do
cblon, colorretal, da cabeca e do pescoco, da prdbstata,

melanoma ou do pulmdo.

Por conseguinte, o presente invento proporciona:

Um anticorpo monoclonal, ou fragmento de ligacéo
ao antigénio deste, que:

a) se liga a um epitopo dentro da cadeia o de
c-Met humano, e

b) induz internalizacdo de c¢-Met humano da

superficie celular.

Qualguer um dos anticorpos anteriores ou fra-
gmento de ligacdo ao antigénio destes em que o anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigénio deste induz internali-
zacdo de c-Met humano da superficie celular independente do
fator de crescimento de hepatdécitos. Numa concretizacéo
preferida, o anticorpo monoclonal ou fragmento de ligacéo
ao antigénio deste compreende uma cadeia leve e uma cadeia
pesada, em que a cadeia leve compreende a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 28 e a cadeia pesada compreende a

sequéncia de aminoédcidos de SEQ ID NO: 40. Noutra
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concretizacdo, o anticorpo monoclonal ou fragmento de
ligacdo ao antigénio deste compreende uma cadeia leve e uma
cadeia pesada, em que a cadeia leve compreende a sequéncia
de aminodcidos de SEQ ID NO: 29 e a cadeia pesada

compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 41.

Qualguer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes que induz
internalizacdo de c-Met humano em células compreendendo uma
variante de c¢-Met humano contendo uma mutacdo de ganho de
funcdo. A mutacdo de ganho de funcdo pode ser a mutacdo do
dominio c¢inase de c¢-Met M149T ou a mutacdo do dominio

justamembranar R988C.

Qualquer um dos anticorpos anteriores ou fra-
gmentos de ligacdo ao antigénio destes em que o anticorpo
ou fragmento de ligacdo ao antigénio deste induz pelo menos
40% de internalizacdo de c-Met humano da superficie celular
em células. Qualgquer um dos anticorpos anteriores ou
fragmentos de ligacdo ao antigénio destes em que o©
anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigénio deste induz
pelo menos 45% de internalizacdo de c¢-Met humano da
superficie celular em células. Qualquer um dos anticorpos
anteriores ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes em
que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigénio deste
induz pelo menos 50% de internalizacdo de c-Met humano da
superficie celular em células. Qualgquer um dos anticorpos
anteriores ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes em

que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigénio deste
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induz pelo menos 55% de internalizacdo de c-Met humano da
superficie celular em células. Qualquer um dos anticorpos
anteriores ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes em
que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigénio deste
induz pelo menos 60% de internalizacdo de c-Met humano da
superficie celular em células. Qualquer um dos anticorpos
anteriores ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes em
que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigénio deste
induz pelo menos 65% de internalizacdo de c-Met humano em
células. Qualguer um dos anticorpos anteriores ou fra-
gmentos de ligacdo ao antigénio destes em que o anticorpo
ou fragmento de ligacdo ao antigénio deste induz pelo menos
70% de internalizacdo de c-Met humano da superficie celular

em células.

Qualguer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes, o qual induz
reducdo do c-Met total em células tumorais independentes do
fator de crescimento de hepatdécitos. Numa concretizacédo
preferida, o anticorpo monoclonal ou fragmento de ligacéo
ao antigénio deste que induz reducdo do c-Met total em
células tumorais independentes do fator de crescimento de
hepatécitos compreende uma cadeia leve e uma cadeia pesada,
em que a cadeia leve compreende a sequéncia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 28 e a cadeia pesada compreende a sequéncia
de aminodcidos de SEQ ID NO: 40. Noutra concretizacéo
preferida, o anticorpo monoclonal ou fragmento de ligacéo
ao antigénio deste que induz reducdo do c-Met total em

células tumorais independentes do fator de crescimento de
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hepatdécitos compreende uma cadeia leve e uma cadeia pesada,
em que a cadeia leve compreende a sequéncia de aminoédcidos
de SEQ ID NO: 29 e a cadeia pesada compreende a sequéncia

de aminodcidos de SEQ ID NO: 41.

Qualguer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes, que induz
reducédo do c-Met fosforilado em células tumorais

independentes do fator de crescimento de hepatdcitos.

Qualguer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes, que se liga a
cadeia o de c-Met humano substancialmente no mesmo epitopo
que um anticorpo compreendendo uma cadeia leve possuindo a
sequéncia de aminoédcidos mostrada em SEQ ID NO: 28 e uma
cadeia pesada possuindo a sequéncia de aminoacidos mostrada
em SEQ ID NO: 40, ou que se liga a cadeia o de c-Met humano
substancialmente no mesmo epitopo gue um anticorpo compre-
endendo uma cadeia leve possuindo a sequéncia de aminoaci-
dos mostrada em SEQ ID NO: 29 e uma cadeia pesada possuindo

a sequéncia de aminodcidos mostrada em SEQ ID NO: 41.

Qualgquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes, excluindo
aqueles compreendendo uma cadeia leve possuindo a segquéncia
de aminodcidos mostrada em SEQ ID NO: 26 e uma cadeia
pesada possuindo a sequéncia de aminodcidos mostrada em SEQ
ID NO: 38, em que o epitopo compreende um ou mais residuos
de aminoédcidos dentro de 144HVFPHNHTADIQS1ss (SEQ ID NO: 82)

inclusive.
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Qualquer um dos anticorpos anteriores ou fra-
gmentos de ligacdo ao antigénio, em que o epitopo compre-
ende ainda um ou mais residuos de aminoédcidos dentro de

123DTYYDD12g (SEQ ID NO: 81) inclusive.

Qualquer um dos anticorpos anteriores ou fra-
gmentos de ligacdo ao antigénio, em que o epitopo compre-
ende ainda um ou mais residuos de aminoédcidos dentro de

192FINF195 (SEQ ID NO: 83) inclusive.

Qualquer um dos anticorpos anteriores ou fra-
gmentos de ligacdo ao antigénio, em que o epitopo compre-
ende ainda um ou mais residuos de aminoédcidos dentro de

220KETKDGEM227 (SEQ ID NO: 84) inclusive.

Qualquer um dos anticorpos anteriores ou fra-
gmentos de ligacdo ao antigénio destes, em gque o anticorpo
se liga dentro de uma sequéncia de aminoédcidos selecionada

a partir do grupo que consiste em:

a) 121VVDTYYDDQL130 (SEQ ID NO: 77),

b) 131 ISCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQS156 (SEQ ID NO:
78),

c) 179ALGAKVLSSVKDRFINF195 (SEQ ID NO: 79), e

d) 216VRRLKETKDGFM227 (SEQ ID NO: 80), inclusive.

Qualgquer um dos anticorpos anteriores ou fra-
gmentos de ligacdo ao antigénio destes, em que o anticorpo
se liga dentro de uma sequéncia de aminoacidos selecionada

a partir do grupo que consiste em:
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a) 123DTYYDD12¢ (SEQ ID NO: 81),

b) 144HVFPHNHTADIQS:156 (SEQ ID NO: 82),

c) 192FINF195 (SEQ ID NO: 83), e

d) 220KETKDGEMz27 (SEQ ID NO: 84), inclusive.

Qualquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes que se liga a uma
sequéncia de aminodcidos dentro do epitopo caracterizado por
121VVDTYYDDQL140 (SEQ ID NO: 77), 131ISCGSVNRGTCQRHVEFPHNHTADIQS 56
(SEQ ID NO: 78), 179ALGAKVLSSVKDRFINF105 (SEQ ID NO: 79), e

216VRRLKETKDGFM27 (SEQ ID NO: 80), inclusive.

Qualguer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes que se liga a
uma sequéncia de aminoédcidos dentro do epitopo caracteri-
zado por 123DTYYDDi2s (SEQ ID NO: 81), 144HVFPHNHTADIQS1s6 (SEQ
ID NO: 82), 192FINF19s (SEQ ID NO: 83), e 220KETKDGEMz27 (SEQ

ID NO: 84) inclusive.

Qualguer um dos anticorpos anteriores ou fra-
gmentos de ligacdo ao antigénio destes, em que o anticorpo
se liga dentro de uma sequéncia de aminoacidos de

95CFPCQODCSSKA105 (SEQ ID NO: 86) inclusive.

Qualquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de 1ligacdo ao antigénio destes, excluindo
aqueles que compreendem uma cadeia leve possuindo a
sequéncia de aminoédcidos mostrada em SEQ ID NO: 29 e uma

cadeia pesada possuindo a sequéncia de aminoacidos mostrada
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em SEQ ID NO: 41, em gque o epitopo compreende um ou mais
residuos de aminodcidos dentro de osCFPCQDCSSKA10s (SEQ ID

NO: 86) inclusive.

Qualquer um dos anticorpos monoclonais ante-
riores, ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes, que
se liga a c¢-Met humano, gque compreende trés regides
determinantes de complementaridade de cadeia leve (LCDR) e
trés regides determinantes de complementaridade de cadeia
pesada (HCDR),

em que as referidas trés LCDR e as referidas trés
HCDR sé&o selecionadas a partir do grupo que consiste em:

a) LCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos SVSSSISSTNLH (SEQ ID NO: 49);

LCDR2 compreendendo a sequéncia de amino-
acidos GTSX1LX»2S (SEQ ID NO: 87), em que X1 &€ Y ou R, e Xy é
A ou Ry

LCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-
adcidos QQWSSYPYS (SEQ ID NO: 51);

HCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos GYTFTSRYIH (SEQ ID NO: 59);

HCDR2 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos WIYPVTGDTYYX7EXsFKG (SEQ ID NO: 90), em que X7 & N,
1, ou R, e Xs € K ou P; e

HCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos GYGAFXoeY (SEQ ID NO: 91), em que X9 &€ Y ou F; e

b) LCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-
acidos SVSSSVX3SIYLH (SEQ ID NO: 88), em que X3 € S ou R;

LCDR2 compreendendo a sequéncia de amino-

dcidos STSNLAS (SEQ ID NO: 54);
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LCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-
acidos XiXsYXsGYPLT (SEQ ID NO: 89), em que Xz é I ou Q, Xs
€ QouV, e X¢6 &€ 3 ou R;

HCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos GYTFTDYYMH (SEQ ID NO: 65);

HCDR2 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos RVNPX19RX11X12TTYNQKFEG (SEQ ID NO: 92), em gque Xio é
N ou Y, Xi11 € G ou R, e Xi12 € G ou S; e

HCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-
acidos Xi13NX12LDY (SEQ ID NO: 93), em gque Xiz3 € T ou A, e Xig
é W ou I;

em que o referido anticorpo monoclonal ou fra-
gmento de ligacdo ao antigénio deste se liga a um epitopo
dentro da cadeia o do referido c¢-Met humano e induz

internalizacdo de c¢c-Met humano da superficie celular.

Qualgquer um dos anticorpos monoclonais anterio-
res, ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes, que se
liga a c¢-Met humano, que compreende trés regides determi-
nantes de complementaridade de cadeia leve (LCDR) e trés
regides determinantes de complementaridade de cadeia pesada
(HCDR), em gque o anticorpo compreende trés regides deter-
minantes de complementaridade de cadeia leve (LCDR) e trés
regides determinantes de complementaridade de cadeia pesada
(LCDR), em que

LCDR1 compreende a sequéncia de aminoéacidos
SVSSSISSTNLH (SEQ ID NO: 49);

LCDR2 compreende a sequéncia de aminoéacidos
GTSX1LX2S (SEQ ID NO: 87), em que X1 € Y ou R, e Xz é A ou

R;
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LCDR3 compreende a sequéncia de aminoéacidos
QOQWSSYPYS (SEQ ID NO: 51);

HCDR1 compreende a sequéncia de aminoéacidos
GYTFTSRYIH (SEQ ID NO: 59);

HCDR2 compreende a sequéncia de aminoéacidos
WIYPVTGDTYYX,EXsFKG (SEQ ID NO: 90), em que X7 é N, I, ou R,
e Xg &€ K ou P; e

HCDR3 compreende a sequéncia de aminoéacidos

GYGAFXsY (SEQ ID NO: 91), em que X9 € Y ou F.

Qualgquer um dos anticorpos monoclonais anterio-
res, ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes, que se
liga a c-Met humano, que compreende trés regides determi-
nantes de complementaridade de cadeia leve (LCDR) e trés
regides determinantes de complementaridade de cadeia pesada
(LCDR), em que

LCDR1 compreende a sequéncia de aminoéacidos
SVSSSVX3SIYLH (SEQ ID NO: 88); em que X3 € S ou R;

LCDR2 compreende a sequéncia de aminoéacidos
STSNLAS (SEQ ID NO: 54);

LCDR3 compreende a sequéncia de aminoécidos
X4XsYXsGYPLT (SEQ ID NO: 89), em que X4 € I ou Q, Xs &€ Q ou
V, e X6 € S ou R;

HCDR1 compreende a sequéncia de aminoéacidos
GYTFTDYYMH (SEQ ID NO: 65);

HCDR2 compreende a sequéncia de aminoéacidos
RVNPX10RX11X12TTYNQKFEG (SEQ ID NO: 92), em que Xi0 € N ou Y,

X111 é€ G ou R, e Xi2 € G ou S; e
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HCDR3 compreende a sequéncia de aminoéacidos
X13NX14LDY (SEQ ID NO: 93), em que Xi13 € T ou A, e X142 € W ou

I.

Qualquer um dos anticorpos monoclonais anterio-
res, ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes, que se
liga a c¢-Met humano, que compreende trés regides determi-
nantes de complementaridade de cadeia leve (LCDR) e trés
regides determinantes de complementaridade de cadeia pesada
(HCDR), e

em que as referidas trés LCDR e as referidas trés
HCDR sé&o selecionadas a partir do grupo que consiste em:

a) LCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos SVSSSISSTNLH (SEQ ID NO: 49);

LCDR2 compreendendo a sequéncia de amino-
acidos GTSYLAS (SEQ ID NO: 50);

LCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-
acidos QQWSSYPYS (SEQ ID NO: 51);

HCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos GYTFTSRYIH (SEQ ID NO: 59);

HCDR2 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos WIYPVTGDTYYNEKFKG (SEQ ID NO: 60); e

HCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-
acidos GYGAFYY (SEQ ID NO: o61);

b) LCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos SVSSSISSTNLH (SEQ ID NO: 49);

LCDR2 compreendendo a sequéncia de amino-
acidos GTSYLAS (SEQ ID NO: 50);
LCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-

adcidos QQWSSYPYS (SEQ ID NO: 51);
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adcidos

adcidos
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acidos
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acidos

adcidos

acidos

acidos

HCDR1 compreendendo a sequéncia
GYTFTSRYIH (SEQ ID NO: 59);

HCDR2 compreendendo a sequéncia
WIYPVTGDTYYIEKFKG (SEQ ID NO: 62); e

HCDR3 compreendendo a sequéncia
GYGAFFY (SEQ ID NO: 63);

c) LCDR1 compreendendo a sequéncia

SVSSSISSTNLH (SEQ ID NO: 49);

LCDR2 compreendendo a sequéncia
GTSRLRS (SEQ ID NO: 52);

LCDR3 compreendendo a sequéncia
QQWSSYPYS (SEQ ID NO: 51);

HCDR1 compreendendo a sequéncia
GYTFTSRYIH (SEQ ID NO: 59);

HCDR2 compreendendo a sequéncia
WIYPVTGDTYYREPFKG (SEQ ID NO: 64), e

HCDR3 compreendendo a sequéncia
GYGAFYY (SEQ ID NO: 61);

d) LCDR1 compreendendo a sequéncia

SVSSSVSSIYLH (SEQ ID NO: 53);

LCDR2 compreendendo a sequéncia
STSNLAS (SEQ ID NO: 54);

LCDR3 compreendendo a sequéncia
IQYSGYPLT (SEQ ID NO: 55);

HCDR1 compreendendo a sequéncia
GYTFTDYYMH (SEQ ID NO: 65);

HCDR2 compreendendo a sequéncia
RVNPNRGGTTYNQKFEG (SEQ ID NO: 66), e

HCDR3 compreendendo a sequéncia

TNWLDY (SEQ ID NO: 67);
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e) LCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos SVSSSVSSIYLH (SEQ ID NO: 53);
LCDR2 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos STSNLAS (SEQ ID NO: 54);
LCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-
acidos QVYSGYPLT (SEQ ID NO: 56);
HCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos GYTFTDYYMH (SEQ ID NO: 65);
HCDR12 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos RVNPNRRGTTYNQKFEG (SEQ ID NO: 68); e
HCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-
acidos ANWLDY (SEQ ID NO: 69); e
f) LCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos SVSSSVRSIYLH (SEQ ID NO: 57);
LCDR2 compreendendo a sequéncia de amino-
adcidos STSNLAS (SEQ ID NO: 54);
LCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos QVYRGYPLT (SEQ ID NO: 58);
HCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos GYTFTDYYMH (SEQ ID NO: 65);
HCDR2 compreendendo a sequéncia de amino-
acidos RVNPYRGSTTYNQKFEG (SEQ ID NO: 70); e
HCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos ANILDY (SEQ ID NO: 71); e
em que o referido anticorpo monoclonal ou fra-
gmento de ligacdo ao antigénio deste se liga a um epitopo
dentro da cadeia o do referido c¢c-Met humano e induz

internalizacdo de c-Met humano da superficie celular.
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Qualgquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes compreendendo
trés regides determinantes de complementaridade de cadeia
leve (LCDR) e trés regides determinantes de complemen-
taridade de cadeia pesada (LCDR), em que as referidas trés
LCDR e as referidas trés HCDR sédo selecionadas a partir do
grupo gque consiste em:

a) LCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-
acidos SVSSSISSTNLH (SEQ ID NO: 49);

LCDR2 compreendendo a sequéncia de amino-
acidos GTSYLAS (SEQ ID NO: 50);

LCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos QQWSSYPYS (SEQ ID NO: 51);

HCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos GYTFTSRYIH (SEQ ID NO: 59);

HCDR2 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos WIYPVTGDTYYNEKFKG (SEQ ID NO: 60); e

HCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-
acidos GYGAFYY (SEQ ID NO: 61);

b) LCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos SVSSSISSTNLH (SEQ ID NO: 49);

LCDR2 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos GTSYLAS (SEQ ID NO: 50);

LCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos QQWSSYPYS (SEQ ID NO: 51);

HCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos GYTFTSRYIH (SEQ ID NO: 59);

HCDR2 compreendendo a sequéncia de amino-

acidos WIYPVTGDTYYIEKFKG (SEQ ID NO: 62); e
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HCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-

dcidos GYGAFFY (SEQ ID NO: 63);
c) LCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-

dcidos SVSSS1SSTNLH (SEQ ID NO: 49);

LCDR2 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos GTSRLRS (SEQ ID NO: 52);

LCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-
adcidos QQWSSYPYS (SEQ ID NO: 51);

HCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos GYTFTSRYIH (SEQ ID NO: 59);

HCDR2 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos WIYPVIGDTYYREPFKG (SEQ ID NO: 64); e

HCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-

dcidos GYGAFYY (SEQ ID NO: ©ol1).

Qualgquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes compreendendo
trés regides determinantes de complementaridade de cadeia
leve (LCDR) e trés regides determinantes de complemen-
taridade de cadeia pesada (HCDR), em que as referidas trés
LCDR e as referidas trés HCDR sédo selecionadas a partir do
grupo gque consiste em:

a) LCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos SVSSSVSSIYLH (SEQ ID NO: 53);

LCDR2 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos STSNLAS (SEQ ID NO: 54);

LCDR3 compreendendo a sequéncia de amino-
dcidos IQYSGYPLT (SEQ ID NO: 55);

HCDR1 compreendendo a sequéncia de amino-

dcidos GYTFTDYYMH (SEQ ID NO: 65);
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HCDR2 compreendendo a sequéncia
RVNPNRGGTTYNQKFEG (SEQ ID NO: 66); e

CDR3 compreendendo a sequéncia
TNWLDY (SEQ ID NO: 67);

b) LCDR1 compreendendo a sequéncia

SVSSSVSSIYLH (SEQ ID NO: 53);

LCDR2 compreendendo a sequéncia
STSNLAS (SEQ ID NO: 54);

LCDR3 compreendendo a sequéncia
QVYSGYPLT (SEQ ID NO: 56);

HCDR1 compreendendo a sequéncia
GYTFTDYYMH (SEQ ID NO: 65);

HCDR2 compreendendo a sequéncia
RVNPNRRGTTYNQKFEG (SEQ ID NO: 68); e

HCDR3 compreendendo a sequéncia
ANWLDY (SEQ ID NO: 69); e

c) LCDR1 compreendendo a sequéncia

SVSSSVRSIYLH (SEQ ID NO: 57);

LCDR2 compreendendo a sequéncia
STSNLAS (SEQ ID NO: 54);

LCDR3 compreendendo a sequéncia
QVYRGYPLT (SEQ ID NO: 58);

HCDR1 compreendendo a sequéncia
GYTFTDYYMH (SEQ ID NO: 65);

HCDR2 compreendendo a sequéncia
RVNPYRGSTTYNQKFEG (SEQ ID NO: 70); e

HCDR3 compreendendo a sequéncia

ANILDY (SEQ ID NO: 71).
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Qualgquer um dos anticorpos monoclonais anterio-
res, ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes compreen-
dendo trés regides determinantes de complementaridade de
cadeia leve (LCDR) e trés regides determinantes de
complementaridade de cadeia pesada (HCDR), em que:

LCDR1 compreende a sequéncia de aminoacidos
SVSSSVSSIYLH (SEQ ID NO: 53);

LCDR2 compreende a sequéncia de aminoéacidos
STSNLAS (SEQ ID NO: 54);

LCDR3 compreende a sequéncia de aminoéacidos
IQYSGYPLT (SEQ ID NO: 55);

HCDR1 compreende a sequéncia de aminoéacidos
GYTFTDYYMH (SEQ ID NO: 65);

HCDR2 compreende a sequéncia de aminoacidos
RVNPNRGGTTYNQKFEG (SEQ ID NO: 66); e

HCDR3 compreende a sequéncia de aminoacidos

TNWLDY (SEQ ID NO: 67).

Qualquer um dos anticorpos monoclonais anterio-
res, ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes compreen-
dendo trés regides determinantes de complementaridade de
cadeia leve (LCDR) e trés regides determinantes de comple-
mentaridade de cadeia pesada (HCDR), em que:

LCDR1 compreende a sequéncia de aminoéacidos
SVSSSVSSIYLH (SEQ ID NO: 53);

LCDR2 compreende a sequéncia de aminoéacidos
STSNLAS (SEQ ID NO: 54);

LCDR3 compreende a sequéncia de aminoéacidos

QVYSGYPLT (SEQ ID NO: 56);
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HCDR1 compreende a sequéncia de aminoacidos
GYTFTDYYMH (SEQ ID NO: 65);

HCDR12 compreende a sequéncia de aminoacidos
RVNPNRRGTTYNQKFEG (SEQ ID NO: 68); e

HCDR3 compreende a sequéncia de aminoéacidos

ANWLDY (SEQ ID NO: 69).

Qualquer um dos anticorpos monoclonais anterio-
res, ou fragmentos de 1ligacdo ao antigénio destes,
compreendendo uma regido varidvel de cadeia leve (LCVR) e
uma regido variavel de cadeia pesada (HCVR), em que a
referida LCVR e a referida HCVR, respetivamente, compreen-
dem sequéncias de aminoacidos selecionadas a partir do
grupo que consiste em:

a) SEQ ID NO: 94 e SEQ ID NO: 96; e

b) SEQ ID NO: 95 e SEQ ID NO: 97,

em que o referido anticorpo monoclonal ou
fragmento de ligacdo ao antigénio deste se liga a um
epitopo dentro da cadeia o do referido c-Met humano e induz

internalizacdo de c-Met humano da superficie celular.

Qualgquer um dos anticorpos monoclonais anterio-
res, ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes compre-
endendo uma regido variavel de cadeia leve (LCVR) e uma
regido varidvel de cadeia pesada (HCVR), em que a referida
LCVR compreende SEQ ID NO: 94 e a referida HCVR compreende

SEQ ID NO: 96.

Qualquer um dos anticorpos monoclonais anterio-
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res, ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes compreen-
dendo uma regido variédvel de cadeia leve (LCVR) e uma
regido varidvel de cadeia pesada (HCVR), em que a referida
LCVR compreende SEQ ID NO: 95 e a referida HCVR compreende

SEQ ID NO: 97.

Qualguer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de 1ligacdo ao antigénio destes, em que a
referida LCVR e a referida HCVR compreende segquéncias de
aminodcidos que sdo selecionadas a partir do grupo dque

consiste em:

a) LCVR é SEQ ID NO: 1 e HCVR é SEQ ID NO: 13;

b) LCVR é SEQ ID NO: 2 e HCVR é SEQ ID NO: 14;

C) LCVR é SEQ ID NO: 3 e HCVR é SEQ ID NO: 15;

d) LCVR é SEQ ID NO: 4 e HCVR é SEQ ID NO: 16;

e) LCVR & SEQ ID NO: 5 e HCVR & SEQ ID NO: 17;
S

f) LCVR é SEQ ID NO: 6 e LCVR é& SEQ ID NO: 18.

Qualquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de 1ligacdo ao antigénio destes, em que a
referida LCVR e a referida HCVR, respetivamente, compreen-
dem sequéncias de aminoacidos selecionadas a partir do
grupo que consiste em:

a) LCVR é& SEQ ID NO: 1 e HCVR & SEQ ID NO: 13;

b) LCVR é SEQ ID NO: 2 e HCVR é SEQ ID NO: 14;

C) LCVR é SEQ ID NO: 3 e HCVR é SEQ ID NO: 15.
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Qualgquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de 1ligacdo ao antigénio destes, em que a
referida LCVR e a referida HCVR, respetivamente, compreen-
dem sequéncias de aminodcidos selecionadas a partir do

grupo que consiste em:

a) LCVR é SEQ ID NO: 4 e HCVR é SEQ ID NO: 16;

b) LCVR é SEQ ID NO: 5 e HCVR é SEQ ID NO: 17;
S

c) LCVR é SEQ ID NO: 6 e HCVR é SEQ ID NO: 18.

Qualquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de 1ligacdo ao antigénio destes, em que a
referida LCVR compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 4 e a referida HCVR compreende a sequéncia de

aminodcidos de SEQ ID NO: 16.

Qualguer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de 1ligacdo ao antigénio destes, em que a
referida LCVR compreende a sequéncia de aminocacidos de SEQ
ID NO: 5 e a referida HCVR compreende a sequéncia de

aminodcidos de SEQ ID NO: 17.

Qualguer um dos anticorpos monoclonais anteriores
em que o referido anticorpo compreende uma cadeia leve e
uma cadeia pesada em que a cadeia leve e a cadeia pesada
compreendem sequéncias de aminodcidos que sdo selecionadas
a partir do grupo que consiste em:

a) cadeia leve é SEQ ID NO: 25 e cadeia pesada

é SEQ ID NO: 37;
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b) cadeia leve é SEQ ID NO: 26 e cadeia pesada
¢ SEQ ID NO: 38;

c) cadeia leve é SEQ ID NO: 27 e cadeia pesada
¢ SEQ ID NO: 39;

d) cadeia leve é SEQ ID NO: 28 e cadeia pesada
é SEQ ID NO: 40;

e) cadeia leve ¢é& SEQ ID NO: 29 e cadeia pesada
é SEQ ID NO: 41; e

f) cadeia leve é SEQ ID NO: 30 e cadeia pesada é

SEQ ID NO: 42.

Qualquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
em que o referido anticorpo compreende uma cadeia leve e
uma cadeia pesada em que a cadeia leve e a cadeia pesada
compreendem sequéncias de aminoadcidos que sdo selecionadas
a partir do grupo que consiste em:

a) cadeia leve é SEQ ID NO: 25 e cadeia pesada
é SEQ ID NO: 37;

b) cadeia leve ¢é SEQ ID NO: 26 e cadeia pesada é
SEQ ID NO: 38; e

c) cadeia leve é SEQ ID NO: 27 e cadeia pesada é

SEQ ID NO: 39.

Qualgquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
em que o referido anticorpo compreende uma cadeia leve e
uma cadeia pesada em que a cadeia leve e a cadeia pesada
compreendem sequéncias de aminodcidos que sdo selecionadas

a partir do grupo que consiste em:
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a) cadeia leve é SEQ ID NO: 28 e cadeia pesada
é SEQ ID NO: 40;

b) cadeia leve ¢é& SEQ ID NO: 29 e cadeia pesada
é SEQ ID NO: 41; e

c) cadeia leve é SEQ ID NO: 30 e cadeia pesada

¢ SEQ ID NO: 42.

Qualguer um dos anticorpos monoclonais anteriores
em que a referida cadeia leve compreende a sequéncia de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 28 e a referida cadeia pesada

compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 40.

Qualgquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
em que a referida cadeia leve compreende a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 29 e a referida cadeia pesada

compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 41.

Qualgquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
em que o referido anticorpo compreende duas cadeias leves e
duas cadeias pesadas, em que cada cadeia leve compreende a
sequéncia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 28 e cada cadeia
pesada compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:

40.

Qualquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
em que o referido anticorpo compreende duas cadeias leves e
duas cadeias pesadas, em gue cada cadeia leve compreende a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 29 e cada cadeia
pesada compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:

41.
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Um anticorpo monoclonal ou fragmento de ligacéo
ao antigénio deste que compete com qualquer um dos
anticorpos monoclonais de c-Met anteriores ou fragmentos de
ligacdo ao antigénio destes para ligacdo a c-Met. Tal
anticorpo monoclonal de competicdo ou fragmento de ligacéo
ao antigénio deste pode ligar-se ao mesmo epitopo de c-Met
como qualquer um dos anticorpos monoclonais de c¢-Met
anteriores ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes.
Numa concretizacdo preferida, o anticorpo monoclonal ou
fragmento de ligacdo ao antigénio deste compete com um
anticorpo gque compreende uma cadeia leve e uma cadeia
pesada, em que a cadeia leve compreende a sequéncia de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 28 e a cadeia pesada compreende a
sequéncia de aminoédcidos de SEQ ID NO: 40. Noutra concre-
tizacdo preferida, o anticorpo monoclonal ou fragmento de
ligacdo ao antigénio deste compete com um anticorpo que
compreende uma cadeia leve e uma cadeia pesada, em que a
cadeia leve compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 29 e a cadeia pesada compreende a seguéncia de

aminodcidos de SEQ ID NO: 41.

Qualguer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes, gue induz
reducdo do c-Met humano total e c-Met humano fosforilado em
células tumorais independentes do fator de crescimento de
hepatdcitos que sobre-expressam constitutivamente o)
referido c¢-Met humano. Numa concretizacdo preferida, o

anticorpo monoclonal ou fragmento de ligacdo ao antigénio
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deste que induz reducdo do c¢-Met humano total e c-Met
humano fosforilado em células tumorais independentes do
fator de crescimento de hepatdcitos que sobre-expressam
constitutivamente o referido c-Met humano, compreende uma
cadeia leve e uma cadeia pesada, em que a cadeia leve
compreende a sequéncia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 28 e a
cadeia pesada compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ
ID NO: 40. Noutra concretizacdo preferida, o anticorpo
monoclonal ou fragmento de ligacdo ao antigénio deste que
induz reducdo do c¢-Met humano total e c¢-Met humano
fosforilado em células tumorais independentes do fator de
crescimento de hepatdcitos que sobre-expressam constitu-
tivamente o referido c¢c-Met humano, compreende uma cadeia
leve e uma cadeia pesada, em que a cadeia leve compreende a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 29 e a cadeia pesada

compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 41.

Qualquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes, que induz
reducdo do c-Met humano total e c-Met humano fosforilado em
células tumorais independentes do fator de crescimento de
hepatdédcitos que fosforilam constitutivamente o referido c-
Met humano. Numa concretizacdo preferida, o anticorpo
monoclonal ou fragmento de ligacdo ao antigénio deste que
induz reducdo do c¢-Met humano total e c¢-Met humano
fosforilado em células tumorais independentes do fator de
crescimento de hepatdcitos que fosforilam constitutivamente
o referido c-Met humano, compreende uma cadeia leve e uma

cadeia pesada, em que a cadeia leve compreende a sequéncia
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de aminodcidos de SEQ ID NO: 28 e a cadeia pesada
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 40.
Noutra concretizacdo preferida, o anticorpo monoclonal ou
fragmento de ligacdo ao antigénio deste que induz reducédo
do c-Met humano total e c-Met humano fosforilado em células
tumorais independentes do fator de crescimento de
hepatécitos que fosforilam constitutivamente o referido c-
Met humano, compreende uma cadeia leve e uma cadeia pesada,
em que a cadeia leve compreende a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 29 e a cadeia pesada compreende a sequéncia

de aminodcidos de SEQ ID NO: 41.

Qualguer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes, gue induz
reducdo do c-Met humano total e c-Met humano fosforilado em
células tumorais independentes do fator de crescimento de
hepatdécitos que respondem ao fator de crescimento de

hepatdcitos.

Qualguer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes, que se ligam
de preferéncia ao dominio extracelular de c-Met humano em
comparacdo com o dominio extracelular de RON humano ou o

dominio extracelular de PlexinA2 humano.

Qualgquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes, gque ndo induz
derramamento do dominio extracelular de c-Met humano. Numa

concretizacdo preferida, o anticorpo monoclonal ou fragmen-
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to de ligacdo ao antigénio deste gque ndo induz derramamento
do dominio extracelular de c¢-Met humano, compreende uma
cadeia leve e uma cadeia pesada, em que a cadeia leve
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 28 e a
cadeia pesada compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ
ID NO: 40. Noutra concretizacdo preferida, o anticorpo
monoclonal ou fragmento de ligacdo ao antigénio deste que
ndo induz derramamento do dominio extracelular de c-Met
humano, compreende uma cadeia leve e uma cadeia pesada, em
que a cadeia leve compreende a sequéncia de aminoédcidos de
SEQ ID NO: 29 e a cadeia pesada compreende a sequéncia de

aminodcidos de SEQ ID NO: 41.

Qualquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes, gue néo
protege células tumorais expressando c¢-Met humano de
apoptose induzida por estaurosporina. Numa concretizacéo
preferida, o anticorpo monoclonal ou fragmento de ligacéo
ao antigénio deste que ndo protege células tumorais
expressando c-Met humano de apoptose induzida por
estaurosporina, compreende uma cadeia leve e uma cadeia
pesada, em que a cadeia leve compreende a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 28 e a cadeia pesada compreende a
sequéncia de aminoédcidos de SEQ ID NO: 40. Noutra concre-
tizacdo preferida, o anticorpo monoclonal ou fragmento de
ligacdo ao antigénio deste que ndo protege células tumorais
expressando c-Met humano de apoptose induzida por
estaurosporina, compreende uma cadeia leve e uma cadeia

pesada, em que a cadeia leve compreende a sequéncia de
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aminodcidos de SEQ ID NO: 29 e a cadeia pesada compreende a

sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 41.

Qualguer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes, que inibe a
proliferacdo dependente do fator de crescimento de hepatd-
citos e independente do fator de crescimento de hepatdcitos

de células tumorais gque expressam c-Met humano.

Qualguer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes, que inibe a
ligacdo do fator de crescimento de hepatdécitos humano a c-

Met humano.

Qualquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes que nédo induz
atividades bioldgicas agonistas semelhantes a HGF'.
Atividades bioldgicas agonistas semelhantes a HGEF incluem
proliferacdo de células tumorais, motilidade de células
tumorais, invasdo de células tumorais, tubulogénese,
angiogénese, e efeitos anti-apoptdéticos. Numa concretizacédo
preferida, o anticorpo monoclonal ou fragmento de ligacédo
ao antigénio deste que ndo induz atividades bioldbgicas
agonistas semelhantes a HGF, compreende uma cadeia leve e
uma cadeia pesada, em qgue a cadeia leve compreende a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 29 e a cadeia pesada

compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 41.

Uma composicdo farmacéutica compreendendo qual-
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quer um dos anticorpos monoclonais anteriores ou fragmentos
de ligacdo ao antigénio destes, e um veiculo, diluente ou

excipiente farmaceuticamente aceitavel.

Qualquer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes para utili-
zacdo em terapia. Numa concretizacdo preferida, o anticorpo
monoclonal ou fragmento de ligacdo ao antigénio deste para
utilizacdo em terapia compreende uma cadeia leve e uma
cadeia pesada, em que a cadeia leve compreende a seqgquéncia
de aminocdcidos de SEQ ID NO: 28 e a cadeia pesada
compreende a sequéncia de aminoédcidos de SEQ ID NO: 40.
Noutra concretizacdo, o anticorpo monoclonal ou fragmento
de ligacdo ao antigénio deste para utilizacdo em terapia
compreende uma cadeia leve e uma cadeia pesada, em que a
cadeia leve compreende a sequéncia de aminoadcidos de SEQ ID
NO: 29 e a cadeia pesada compreende a seguéncia de

aminodcidos de SEQ ID NO: 41.

Qualguer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes para utiliza-
cdo em tratamento de um cancro num humano. Numa concre-
tizacdo preferida, o anticorpo monoclonal ou fragmento de
ligacdo ao antigénio deste para utilizacdo em tratamento de
um cancro num humano compreende uma cadeia leve e uma
cadeia pesada, em que a cadeia leve compreende a sequéncia
de aminodcidos de SEQ ID NO: 28 e a cadeia pesada
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 40.

Noutra concretizacdo preferida, o anticorpo monoclonal ou



PE2358755 - 36 -

fragmento de ligacdo ao antigénio deste para utilizacdo em
tratamento de um cancro num humano compreende uma cadeia
leve e uma cadeia pesada, em que a cadeia leve compreende a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 29 e a cadeia pesada

compreende a sequéncia de aminoédcidos de SEQ ID NO: 41.

Qualguer um dos anticorpos monoclonais anteriores
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes para utili-
zagcdo em tratamento de um cancro num humano em combinacido
com outro agente terapéutico. Numa concretizacdo preferida,
o anticorpo monoclonal ou fragmento de ligacdo ao antigénio
deste para utilizacdo em tratamento de um cancro num humano
em combinacdo com outro agente terapéutico compreende uma
cadeia leve e uma cadeia pesada, em que a cadeia leve
compreende a sequéncia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 28 e a
cadeia pesada compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 40. Noutra concretizacdo preferida, o anticorpo
monoclonal ou fragmento de ligacdo ao antigénio deste para
utilizacdo em tratamento de um cancro num humano em
combinacdo com outro agente terapéutico compreende uma
cadeia leve e uma cadeia pesada, em que a cadeia leve
compreende a sequéncia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 29 e a
cadeia pesada compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ

ID NO: 41.

Uma composicéo farmacéutica compreendendo
qualquer um dos anticorpos monoclonais anteriores ou
fragmentos de ligacdo ao antigénio destes e um veiculo,

diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitavel.
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Utilizacdo de gqualgquer um dos anticorpos monoclo-
nais anteriores ou fragmentos de ligacdo ao antigénio
destes para o fabrico de um medicamento para tratamento de

um cancro num humano.

Um método de tratamento de um cancro, compreen-
dendo a administracdo a um paciente humano a necessitar
desta de uma quantidade eficaz de qualquer um dos
anticorpos monoclonais anteriores ou fragmentos de ligacéo

ao antigénio destes.

Definigdes

Um anticorpo inteiro tal como existe na natureza
¢ uma molécula de imunoglobulina compreendendo 2 cadeias
pesadas (H) e 2 cadeias leves (L) interligadas por ligacdes
dissulfureto. A porcgdo amino-terminal de cada cadeia inclui
uma regido variavel de cerca de 100-110 ou mais aminoacidos
primeiramente responsaveis pelo reconhecimento do antigénio
através das regides determinantes de complementaridade
(CDR) nela contidas. A porcdo carboxi-terminal de cada ca-
deia define uma regido constante primariamente responsavel

pela funcdo efetora.

As CDR sdo intercaladas com regides gque sdo mais
conservadas, denominadas regides estruturais ("FR"). Cada
regido variavel de cadeia leve (LCVR) e regido variéavel de

cadeia pesada (HCVR) é composta por 3 CDR e 4 FR, dispostas
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do terminal amino para o terminal carboxilo na seguinte
ordem: FR1, CDR1, FR2, CDRZ2, FR3, CDR3, FR4. As 3 CDR da
cadeia leve sdo referidas como "LCDR1l, LCDR2, e LCDR3" e as
3 CDR da cadeia pesada sdo referidas como "HCDR1, HCDR2, e
HCDR3". As CDR contém a maior parte dos residuos que formam
interacdes especificas com o antigénio. A numeracdo e O
posicionamento dos residuos de aminodcidos das CDR dentro
das regides LCVR e HCVR estdo de acordo com a convencdo de

numeracdo de Kabat bem conhecida.

As cadeias leves sdo classificadas como capa ou
lambda, e s&@o caracterizadas por uma regido constante
particular tal como ¢ conhecido na técnica. As cadeias
pesadas sdo classificadas como gama, miu, alfa, delta, ou
épsilon, e define o isotipo de um anticorpo como IgG, IgM,
IgA, IgD, ou IgE, respetivamente. 0Os anticorpos IgG podem
ainda ser divididos em subclasses, e.g., IgGl, IgG2, IgG3,
IgG4. Cada tipo de cadeia pesada é caracterizado por uma
regido constante particular com uma sequéncia bem conhecida

na técnica.

Tal como aqui utilizado, o termo "anticorpo mono-
clonal™ (mAb) aplicado aos presentes compostos anticorpo
refere-se a um anticorpo que é derivado de uma Unica cédpia
ou clone incluindo, por exemplo, qualgquer clone eucarid-
tico, procaridético, ou fagico, e ndo o método através do
qual ¢ produzido. Os mAb do presente invento existem de
preferéncia numa populacdo homogénea ou substancialmente

homogénea. 0Os mAb completos contém 2 cadeias pesadas e 2
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cadeias leves. "Fragmentos de ligacdo ao antigénio" de tais
anticorpos monoclonais incluem, por exemplo, fragmentos
Fab, fragmentos Fab', fragmentos F(ab'):, fragmentos Fv de
cadeia simples, e anticorpos de um braco compreendendo uma
cadeia leve e uma cadeia pesada. Os anticorpos monoclonais
e fragmentos de ligacdo ao antigénio destes do presente
invento podem ser produzidos, por exemplo, através de
tecnologias recombinantes, tecnologias de apresentacédo
fagica, tecnologias sintéticas, e.g., enxerto de CDR, ou
combinaces de tais tecnologias, ou outras tecnologias

conhecidas na técnica.

"Compostos de anticorpos" referem-se a mAb e Fab
aqui divulgados. Compostos de anticorpos adicionais
exibindo propriedades funcionais semelhantes de acordo com
o0 presente invento podem ser gerados através de métodos
convencionais. Por exemplo, podem ser imunizados ratinhos
com c¢-Met humano ou fragmentos deste, o0s anticorpos
resultantes podem ser recuperados e purificados, e a
determinacdo de se possuem propriedades de ligacdo e
funcionais semelhantes a ou iguais as dos compostos de
anticorpos aqui divulgados pode ser avaliada através dos
métodos divulgados nos Exemplos 2-19, abaixo. Fragmentos de
ligacdo ao antigénio podem também ser preparados através de
métodos convencionais. 0s métodos para producdo e puri-
ficacdo de anticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigénio
sdo bem conhecidos na técnica e podem ser verificados, por
exemplo, em Harlow e Lane (1988) "Antibodies, A Laboratory

Manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
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Harbor, Nova Iorque, capitulos 5-8 e 15, ISBN 0-87969-314-

2.

A frase "anticorpos humanos modificados" refere-
se a anticorpos monoclonais e fragmentos de 1ligacdo ao
antigénio para além dos compostos de anticorpos aqui
divulgados que possuem propriedades de ligacdo e funcionais
de acordo com o invento semelhantes aquelas aqui divul-
gadas, e que possuem regides estruturais que sdo substan-
cialmente humanas ou totalmente humanas envolvendo CDR
derivadas de um anticorpo ndo humano. "Regido estrutural"”
ou "sequéncia estrutural" refere-se a qualgquer uma das
regides estruturais 1 a 4. Os anticorpos humanos modifi-
cados e fragmentos de ligacdo ao antigénio englobados pelo
presente invento incluem moléculas em gque qualguer uma ou
mais das regides estruturais 1 a 4 é substancialmente ou
totalmente humana, i.e., em que estd presente qualgquer uma
das possiveis combinac®es individuais de regides estru-
turais substancialmente ou totalmente humanas 1 a 4. Por
exemplo, isto inclui moléculas em que a regido estrutural 1
e a regido estrutural 2, regido estrutural 1 e regiéo
estrutural 3, regido estrutural 1, 2, e 3, etc., sdo subs-
tancialmente ou totalmente humanas. Estruturas substan-
cialmente humanas sdo aquelas que tém pelo menos cerca de
80% de identidade de sequéncia com uma sequéncia estrutural
da linha germinativa humana conhecida. De preferéncia, as
estruturas substancialmente humanas tém pelo menos cerca de
85%, ~cerca de 90%, cerca de 95%, ou cerca de 99% de
identidade de sequéncia com uma sequéncia estrutural da

linha germinativa humana conhecida.
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Estruturas totalmente humanas sdo as que sé&o
idénticas a uma sequéncia estrutural da linha germinativa
humana conhecida. Sequéncias estruturais da linha
germinativa humana podem ser obtidas a partir de
ImMunoGeneTics (IMGT) através do seu sitio da internet
http://imgt.cines.fr, ou a partir de The Immunoglobulin
FactsBook de Marie-Paule Lefranc e Gerard Lefranc, Academic
Press, 2001, ISBN 012441351. Por exemplo, estruturas da
cadeia leve da linha germinativa podem ser selecionadas a
partir do grupo que consiste em: All, Al7, Al8, Al9, AZ20,
A27, A30, LI, Ll11, L12, L2, L5, Ll15, L6, L8, 012, 02, e 08,
e regides estruturais de cadeia pesada da linha germinativa
podem ser selecionadas a partir do grupo que consiste em:
VH2-5, VH2-26, VH2-70, VH3-20, VH3-72, VHI-46, VH3-9, VH3-
66, VH3-74, VH4-31, VHI-18, VHI-69, V1-13-7, VH3-11, VH3-
15, VH3-21, VH3-23, VH3-30, VH3-48, VH4-39, VH4-59, e VH5-

5I.

Anticorpos humanos modificados para além
daqueles aqui divulgados exibindo propriedades funcionais
semelhantes de acordo com o presente invento podem ser
gerados utilizando varios métodos diferentes. Numa
abordagem, as CDR do composto de anticorpo original sé&o
enxertadas numa estrutura humana que tem uma elevada
identidade de sequéncia com a estrutura do composto do
anticorpo original. A identidade de sequéncia da nova
estrutura serd em geral de pelo menos cerca de 80%, pelo

menos cerca de 85%, pelo menos cerca de 90%, pelo menos
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Q. Q.

cerca de 95%, ou pelo menos cerca de 99% idéntica a
sequéncia da estrutura correspondente no composto de
anticorpo original. No caso de estruturas possuindo menos
de 100 residuos de aminoéacidos, um, dois, ou trés residuos
de aminodcidos podem ser mudados. Este enxerto pode
resultar numa reducdo na afinidade de ligacdo em comparacéo
com a do anticorpo original. Se for este o caso, a
estrutura pode ser retro-mutada para a estrutura original
em certas posicdes com base em critérios especificos
divulgados por Queen et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88: 2869. Referéncias adicionais descrevendo métodos
Uteis para humanizar anticorpos de ratinho incluem as
Patentes U.S. Nos. 4816397; 5225539, e 5693761; programas
de computador ABMOD e ENCAD tal como descrito em Levitt
(1983) J. Mol. Biol. 168: 595-620; e o método de Winter e
colaboradores (Jones et al. (1986) Nature 321: 522-525;
Riechmann et al. (1988) Nature 332: 323-327; e Verhoeyen et

al. (1988) Science 239: 1534-1536.

A identificacdo de residuos para considerar a

retro-mutacdo pode ser realizada como se segue.

Quando um aminoadcido recai sob a seguinte
categoria, o aminodcido estrutural da sequéncia da linha
germinativa humana que estd a ser utilizada (a "estrutura
aceitadora™) ¢ substituido por um aminodcido estrutural de
uma estrutura do composto do anticorpo original (a
"estrutura dadora"):

a) 0 aminoacido na regido estrutural humana da
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estrutura aceitadora ¢é invulgar para estruturas humanas
nessa posicdo, enquanto o aminodcido correspondente na
imunoglobulina dadora ¢é tipico para estruturas humanas
nessa posicédo;

b) a posicdo do aminoadcido ¢é imediatamente
adjacente a uma das CDR; ou

c) qualguer &4tomo da <cadeia lateral de um
aminodcido estrutural estd dentro de cerca de 5-6 angstroms
(de centro a centro) de qualquer adtomo de um aminoacido de

CDR num modelo tridimensional de imunoglobulina.

Quando cada um dos aminoacidos na regido estru-
tural humana da estrutura aceitadora e um aminoéacido
correspondente na estrutura dadora é geralmente invulgar
para estruturas humanas nessa posicdo, tal aminodcido pode
ser substituido por um aminodcido tipico para estruturas
humanas nessa posicdo. Este critério de retro-mutacéo
permite recuperar a atividade do composto de anticorpo

original.

Outra abordagem para a criacdo de anticorpos
humanos modificados exibindo propriedades funcionais
semelhantes as dos compostos de anticorpos aqui divulgados
envolve mutacdo aleatéria de aminoadcidos dentro das CDR
enxertadas sem alterar a estrutura, e pesquisa das
moléculas resultantes para afinidade de ligacdo e outras
propriedades funcionais que sejam tdo boas ou melhores que
as dos compostos de anticorpos originais. Mutacdes

individuais podem também ser introduzidas em cada uma das
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posicdes de aminocdcidos dentro de cada CDR, seguido por
avaliacdo dos efeitos de tais mutacgdes na afinidade de
ligacéo e outras propriedades funcionais. Mutacdes
individuais que produzam propriedades melhoradas podem ser
combinadas para avaliar os seus efeitos na combinagdo de

umas com as outras.

Além disso, é possivel uma combinacdo de ambas as
abordagens anteriores. Depois do enxerto de CDR, pode
retro-mutar-se regides estruturais especificas para além de
introduzir alteracbes de aminodcidos nas CDR. Esta
metodologia é descrita em Wu et al. (1999) J. Mol. Biol.

294: 151-162.

Aplicando 0s ensinamentos do presente invento, um
perito na especialidade pode wutilizar técnicas comuns,
e.g., mutagénese dirigida ao local, para substituir
aminodcidos dentro da CDR e sequéncias estruturais
presentemente divulgadas e assim gerar mais sequéncias de
aminocadcidos de regides variadveis derivadas das presentes
sequéncias. Podem ser introduzidos até todos os aminoacidos
de ocorréncia natural num local de substituicdo especifico.
Os métodos aqui divulgados podem ser utilizados para
pesquisar estas sequéncias de aminodcidos da regido
variédvel adicionais para identificar sequéncias possuindo
as fungdes in vivo indicadas. Deste modo, podem ser
identificadas outras sequéncias adequadas para a preparacao
de anticorpos humanos modificados e porcdes de ligacdo ao

antigénio destes de acordo com o presente invento. De
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preferéncia, a substituicdo de aminodcidos dentro das
estruturas estd restringida a uma, duas, ou trés posicdes
dentro de qualgquer uma ou mais das 4 regides estruturais de
cadeia leve e/ou cadeia pesada aqui divulgadas. De
preferéncia, a substituicdo de aminodcidos dentro das CDR
estd restringida a uma, duas, ou trés posicdes dentro
qualquer uma ou mals das 3 CDR de cadeia leve e/ou cadeia
pesada. Combinacdes das varias alteracgdes dentro destas
regides estruturais e CDR descritas acima sdo também

possiveis.

Que as propriedades funcionais dos compostos de
anticorpos geradas através da introducdo das modificacgdes
de aminoadcidos discutidas acima estdo em conformidade com
as exibidas pelas moléculas especificas aqui divulgadas
pode ser confirmado através dos métodos divulgados abaixo

nos Exemplos 2-19.

0 termo "epitopo" refere-se a um arranjo
especifico de aminodcidos localizado num péptido ou numa
proteina ao qual um anticorpo ou fragmento de anticorpo se
liga. Os epitopos consistem frequentemente num agrupamento
de superficie guimicamente ativa de moléculas tais como
aminodcidos ou cadeias laterais de aclcares, e tém
caracteristicas da estrutura tridimensional especificas bem
como caracteristicas de carga especificas. Os epitopos
podem ser lineares, ou seja, envolvendo a ligacdo a uma
Unica sequéncia de aminoacidos, ou conformacionais, i.e.,

envolvendo a ligagcdo a duas ou mais sequéncias de
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aminocadcidos em varias regides do antigénio gue podem né&o
ser necessariamente contiguas. 0Os epitopos aqui divulgados
podem consistir em, consistir essencialmente em, ou
compreender as seqguéncias de aminoécidos divulgadas no

Exemplo 3.

Os anticorpos monoclonais ou fragmentos de
ligacdo ao antigénio destes que "competem" com as moléculas
aqui divulgadas sdo os que se ligam a c-Met humano no ou
nos locais que sdo idénticos a, ou se sobrepdem ao ou aos
locais nos gquais as presentes moléculas se ligam. Os
anticorpos monoclonais de competicdo ou fragmentos de
ligacdo ao antigénio destes podem ser identificados, por
exemplo, através de um ensaio de competicdo de anticorpos.
Por exemplo, uma amostra de c-Met humano purificado ou
parcialmente purificado pode ligar-se a um suporte sdlido.
Depois, ¢ adicionado um composto de anticorpo ou fragmento
de ligacdo ao antigénio deste do presente invento e um
anticorpo monoclonal ou fragmento de ligacdo ao antigénio
deste suspeito de ser capaz de competir com tal composto de
anticorpo do invento. Uma das duas moléculas é marcada. Se
o composto marcado e o composto ndo marcado se ligarem a
locais separados e discretos em c-Met, o composto marcado
ligar-se-4 ao mesmo nivel esteja ou ndo presente o composto
suspeito de competir. No entanto, se os locais de interacéo
forem idénticos ou sobreponiveis, o composto ndo marcado
competird, e a quantidade de composto marcado ligado ao
antigénio seréd reduzida. Se o composto ndo marcado estiver

presente em excesso, ligar-se-a4 muito pouco, se algum,
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composto marcado. Para fins do ©presente invento, o0s
anticorpos monoclonais competidores ou fragmentos de
ligacdo ao antigénio destes sdo os que diminuem a ligacéo
dos presentes compostos de anticorpos a c-Met em cerca de
50%, cerca de ©60%, cerca de 70%, cerca de 80%, cerca de
85%, cerca de 90%, cerca de 95%, ou cerca de 99%. Detalhes
dos processos para realizacdo de tais ensaios de competicéo
sdo bem conhecidos na técnica e podem ser verificados, por
exemplo, em Harlow e Lane (1988) "Antibodies, A Laboratory
Manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, Nova Iorque, péaginas 567-569, ISBN 0-87969-314-2.
Tais ensaios podem ser tornados gquantitativos através da
utilizacdo de anticorpos purificados. Uma curva padrdo é
estabelecida através da titulacdo de um anticorpo contra si
mesmo, 1isto é, o mesmo anticorpo é utilizado tanto para
marcador como competidor. A capacidade de um anticorpo
monoclonal competidor ndo marcado ou fragmento de ligacédo
ao antigénio deste para inibir a ligacdo da molécula
marcada a placa é titulada. Os resultados sdo tracados e as
concentracdes necessarias para alcancar o grau desejado de
inibicdo da ligacdo sdo comparadas. Se o0s anticorpos
monoclonais ou fragmentos de ligacdo ao antigénio destes
que competem com o8 compostos de anticorpo do presente
invento em tais ensaios de competicdo tém propriedades
funcionais iguais ou semelhantes as dos presentes compostos
de anticorpo, pode ser determinado através dos métodos

divulgados nos Exemplos 2-19 aqui.

Os anticorpos monoclonais ou fragmentos de
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ligacdo ao antigénio destes que se ligam substancialmente
ao mesmo ou aos mesmos epitopos de c-Met que os anticorpos
monoclonais ou fragmentos de 1ligacdo ao antigénio aqui
divulgados s&do aqueles que se ligam a c¢-Met humano no ou
nos locais que sdo sobreponiveis ao ou aos locais aos gquais
as presentes moléculas se ligam. Os métodos que facilitam a
identificacdo de anticorpos monoclonais ou fragmentos de
ligacdo ao antigénio destes que se ligam substancialmente
ao mesmo epitopo de c-Met que os anticorpos monoclonais de
c-Met ou fragmentos de ligacdo ao antigénio aqui divulgados
sdo bem conhecidos na técnica e s&o descritos, por exemplo,
na Publicacdo Internacional PCT WO 00/64946. Se tais
anticorpos monoclonais ou fragmentos de ligacdo ao
antigénio destes que se ligam substancialmente ao ou aos
mesmos epitopos de c¢c-Met que agueles aqui divulgados
possuem propriedades funcionais iguais ou semelhantes as
dos presentes compostos de anticorpo, pode ser determinado

através dos métodos divulgados nos Exemplos 2-19 aqui.

"c-Met" ou "c-Met humano" refere-se a qualquer c-
Met humano, bem como a formas mutadas funcionalmente ativas
deste. A estrutura do c-Met é representada esquematicamente

como :

Dominio Extracelular (ECD) Dominio Intracclular

SEMA - PSI ~ 4IPT ~ TM - JM - KD
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SEMA: Dominio Sema

PSI: Dominio de Plexina, Semaforinas, e Integrinas

IPT: 4 Dominios de Imunoglobulinas, Plexinas, e Fator de
Transcricéao

TM: Regido transmembranar

JM: Dominio justamembranar

KD: Dominio cinase

No ECD de c¢-Met humano (SEQ ID NO: 75), os
aminodcidos 1-24 compreendem a sequéncia sinal. A proteina
madura comeca no aminoadcido 25 (E). O dominio Sema consiste
em aproximadamente 500 residuos de aminodcidos no terminal
N de c-Met, e contém a cadeia o (residuos de aminoacidos
25-307) e parte da cadeia B (residuos de aminoidcidos 308-

519).

O termo "inibe" significa a capacidade de
substancialmente antagonizar, proibir, impedir, restringir,
atrasar, interromper, eliminar, parar, reduzir ou inverter

os efeitos bioldgicos de c-Met.

O termo "tratar" (ou "tratamento") significa
atraso, interrupcdo, paragem, controlo, termo, reducdo, ou
inversdo do progresso ou da gravidade de um sintoma, um
distirbio, uma condicdo ou uma doenca, mas nido envolve
necessariamente uma eliminacdo total de todos os sintomas,

condicdes ou distUrbios relacionados com doenca.

Eventos agudos e condic¢cdes crdénicas podem ser
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tratados. Num evento agudo, um anticorpo ou fragmento de
ligacdo ao antigénio deste é administrado no inicio de um
sintoma, um distirbio, uma condicdo ou uma doenca, e &
descontinuado gquando o evento agudo termina. Em contraste,
um sintoma, uma desordem, uma condicdo ou uma doenca
crénico é tratado ao longo de um periodo de tempo mais

prolongado.

0 termo "quantidade eficaz" refere-se a
quantidade ou dose de um composto de anticorpo do presente
invento que, apds administracdo de uma ou de multiplas
doses a um paciente, proporciona o tratamento ou a
prevencido desejados. Quantidades terapeuticamente eficazes
dos presentes compostos de anticorpos podem compreender uma
quantidade no intervalo de cerca de 0,1 mg/kg a cerca de 20
mg/kg por dose Unica. Uma guantidade terapeuticamente
eficaz para qualqguer paciente individual pode ser
determinada pelo prestador de cuidados de satde através da
monitorizacdo do efeito dos compostos de anticorpos num
biomarcador, tal como um c-Met da superficie celular em
tecidos tumorais ou ndo tumorais, regressido tumoral, etc. A
analise dos dados obtidos através destes métodos permite a
modificacdo do regime de tratamento durante a terapia de
modo a gue as quantidades o¢timas dos compostos de
anticorpos, empregues isoladamente ou em combinacdo com um
outro agente terapéutico, sejam administradas, e de modo a
que a duracdo do tratamento possa também ser determinada.
Desta forma, o regime de dosagem/tratamento pode ser

modificado ao longo do curso da terapia de modo a que sejam
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administradas menores quantidades de compostos de
anticorpos utilizados sozinhos ou em combinacdo que exibam
eficdcia satisfatdédria na reducdo de tumor, e de modo a que
a administracdo de tais compostos seja continuada apenas o

tempo necessdrio para tratar com sucesso o paciente.

Os compostos de anticorpos do presente invento
podem ser utilizados como medicamentos em medicina humana,
administrados através de uma variedade de vias. De maior
preferéncia, tais composicdes sdo para administracéo
parentérica. Tais composicdes farmacéuticas podem ser
preparadas através de métodos bem conhecidos na técnica.
Ver, e.g., Remington: "The Science and Practice of
Pharmacy", 1928 ed. (1995), A. Gennaro et al., Mack
Publishing Co., e compreendem um ou mais dos compostos de
anticorpos aqui divulgados, e um veiculo, diluente ou

excipiente farmaceuticamente aceitavel.

O termo "tumor" refere-se a todo o crescimento e
proliferacdo de células neoplédsicas, malignas ou benignas,
e a todas as células e tecidos pré-cancerosos € cancerosos.
Os termos "cancro", "canceroso" e "tumor" nao sdao

mutuamente exclusivos tal como agqui utilizados.

Os termos "cancro" e "canceroso" referem-se a ou
descrevem a condicédo fisioldgica em mamiferos que & tipica-
mente caracterizada por crescimento/proliferacdo celular
aberrante. Exemplos de cancros incluem, mas ndo estéo
limitados a, carcinomas, linfomas, blastomas, sarcomas e

leucemias.
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c-Met e Cancro

As vias desreguladas de c-Met podem ser induzidas
através de sobrerregulacdo da transcricédo, amplificacdo do
gene de c-Met, alteracdes genéticas especificas, ou
mecanismos autdcrinos ou paridcrinos dependentes do ligando.
A causa mais frequente de ativacdo constitutiva de c-Met em
tumores humanos ¢ o aumento da expressdo da proteina como
consequéncia da sobrerregulacdo da transcricdo, na auséncia
de amplificacdo génica. Além disso, a amplificacdo do gene
MET, com a consequente sobre-expressdo proteica e ativacédo
constitutiva da cinase, foli relatada em varios tumores
primadrios  humanos, incluindo carcinomas gastricos e
esofédgicos, carcinomas do pulmdo de células nédo pequenas
(NSCL) e meduloblastomas. Tumores de origem mesenguimatosa,
tais como osteossarcomas e rabdomiossarcomas, utilizam
frequentemente mecanismos autdcrinos através da producdo de
HGF. Niveis elevados de HGF e sobre-expressdo de c-Met
estdo frequentemente associados a fracos resultados clini-
cos que incluem doenca mais agressiva, aumento da metastase
tumoral e sobrevida encurtada do paciente. Além disso,
niveis elevados de HGF e/ou proteinas c-Met em tumores
conferem resisténcia a quimioterapia e radioterapia. Além
da expressdo anormal de HGF e c-Met, a via de c-Met pode
ser ativada através de alteracdes genéticas tais como
mutacdes de c-Met, amplificacdo génica, e rearranjo de
genes. Mutacdes missense ("sem sentido") de c¢c-MET sé&o

verificadas em todos os individuos com carcinomas renais
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papilares (PRCC) hereditédrios bem caracterizados e num
pequeno subconjunto (13%) de amostras de PRCC esporéadico.
Algumas das mutacdes possuem potencial oncogénico devido ao
aumento da atividade da cinase. Trissomia do cromossoma 7/,
no qual ambos o0s genes HGF e ¢-MET residem, ocorre
frequentemente em PRCC, e resulta numa duplicacdo né&o
aleatéria do alelo mutante de c¢c-MET. Além disso, foram
identificadas mutacdes somédticas de c¢-MET noutros cancros
humanos, incluindo cancros gastricos, da cabeca e do
pescoco, do figado, do ovario, do pulmdo de células né&o
pequenas e da tiroide, bem como em metédstases de alguns
destes cancros. Ao contrdrio de PRCC, onde as mutacdes
estdo tipicamente confinadas ao dominio cinase, estas
mutacdes estdo fregquentemente localizadas noutras regides
do recetor, por exemplo, no dominio justamembranar. Além da
mutacdo, o gene c-MET ¢é frequentemente amplificado em
cancros da mama, do figado, do <cérebro, colorrectal,
gastrico, do pulmdo e do estdmago, que é correlacionado com

a progressdo da doenca nalguns pacientes.

Indicacgdes terapéuticas

Sinalizacdo de HGF/c-MET aberrante foi documen-
tada numa ampla variedade de malignidades humanas,
incluindo cancros da bexiga, da mama, cervical, colorretal,
do endométrio, esofdgico, gastrico, da cabeca e do pescoco,
do rim, do figado, do pulmdo, nasofaringeo, do ovéario,
pancreadtico, da prdbéstata e da tiroide, bem como colangio-

carcinoma, osteossarcoma, rabdomiossarcoma, sarcoma sino-
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vial, sarcoma de Kaposi, leiomiossarcomas, e MFH/fibros-
sarcoma. Além disso, a expressdo anormal de HGF e/ou c-Met
foi também relatada em malignidades hematoldgicas tais como
leucemia mielogénica aguda, leucemia de células T do
adulto, leucemia mieloide crénica, linfomas e mieloma
maltiplo, bem como outros tumores tais como melanoma,
mesotelioma, tumor de Wilms, glioblastomas, e astrocitomas
(resumidos em Liu et al. (2008) Expert. Opin. Investig.
Drugs 17(7): 997-1011). 0Os anticorpos de c-Met do presente
invento podem inibir tanto tumores dependentes de HGF como

independentes de HGF.

Os seguintes exemplos ndo limitativos ilustram

vdrios aspetos do presente invento.

Nos exemplos abaixo, o0s anticorpos de controlo
IgG2 e IgG4 humanizados e IgG de murideo (também por vezes
referido como mIgGl) sdo anticorpos de controlo do isotipo
ndo relacionados com oS presentes anticorpos de c-Met. Os
anticorpos C8, D11, e optDll sdo anticorpos de murideo. Em
todos os casos, o HGF humano é obtido a partir de Ré&D

Systems (#294).

Exemelo 1

Anticorpos de c-Met

As sequéncias de aminoacidos das regides
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variaveis

cadeias leves e

sequéncias nucleotidicas codificadoras das anteriores,

presentes anticorpos
abaixo na secéo

Nucleotidicas". As

pesadas

humanos
intitulada

sequéncias

modificados

"Sequéncias

de cadeia leve e de cadeia pesada,

completas, e as

de aminoéacidos

estado

das

talis como
respetivas
dos

listadas

de Aminoédcidos

CDR de

cadeia leve e cadeia pesada sdo mostradas nas Tabelas 1 e

2, respetivamente.

Tabela 1. CDR de Cadeia Leve

Anticorpo CR 1 CIR 2 CDR 3
D11-S17Y SVSSSISSTNLH GI'SYLAS QOWSSYPYS
(SEQ ID NO: 49) (SEQ ID NO: 50) (SEQ ID NO: 51)
D11-8B8 SVSSSISSTNLH GISYLAS QOWSSYPYS
(SEQ ID NO: 49) (SEQ ID NO: 50) (SEQ ID NO: 51)
D11-C27G3 SVSSSISSTNLH GISRIRS QOWNSSYPYS
(SEQ ID NO: 49) (SEQ ID NO: 52) (SEQ ID NO: 51)
Sequéncia de Consenso de D11 - GISXiLX:S -
(SEQ ID NO: 87)
C8-6 SVSSSVSSIYIH STSNLAS IQYSGYPLT
(SEQ ID NO: 53) (SEQ ID NO: 54) (SEQ ID NO: 55)
C8-H241 SVSSSVSSIYIH STSNLAS QVYSGYPLT
(SEQ ID NO: 53) (SEQ ID NO: 54) (SEQ ID NO: 56)
C8-co-16 SVSSSVRSIYIH STSNLAS QOVYRGYPLT
(SEQ ID NO: 57) (SEQ ID NO: 54) (SEQ ID NO: 58)
Sequéncia de Consenso de C8 SVSSSVXsSIYIH - XXYXGYPLT

(SEQ ID NO: 88)

(SEQ ID NO: 89)

X1é€YouR, eX é&AouR;

X; & S ouR;

XéIouQ XéQouvV, eX éSoukR;
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Tabela 2. CDR de Cadeia Pesada

Anticorpo R 1 CIR 2 CIR 3
D11-S17Y GYTETSRYTH WIYPVIGDIYYNEKFKG GYGAEFYY
(SEQ ID NO: 59) (SEQ ID NO: 60) (SEQ ID NO: 61)
D11-8B8 GYTETSRYTH WIYPVIGDTYYIEKEKG GYGAFFY
(SEQ ID NO: 59) (SEQ ID NO: 62) (SEQ ID NO: 63)
D11-C27G3 GYTETSRYTH WIYPVIGDTYYREPEKG GYGAFYY

(SEQ ID NO: 59)

(SEQ ID NO: 64)

(SEQ ID NO: 61)

Sequéncia de consenso de D11

WIYPVIGDTYYXEXEKG
(SEQ ID NO: 90)

GYGAEFXoY
(SEQ ID NO: 91)

C8-6 GYTETDYYMH RVNPNRGGITYNQKEEG TNWLDY
(SEQ ID NO: 65) (SEQ ID NO: 66) (SEQ ID NO: 67)

C8-H241 GYTEFTDYYMH RVNPNRRGITYNOKEEG ANWLDY
(SEQ ID NO: 65) (SEQ ID NO: 68) (SEQ ID NO: 69)

C8-co-16 GYTETDYYMH RVNPYRGSTTYNOKEEG ANTIDY

(SEQ ID NO: 65)

(SEQ ID NO: 70)

(SEQ ID NO: 71)

Sequéncia de consenso de C8

RVNPX;0RX;1X 12 TTYNOKFEG

(SEQ ID NO: 92)

X1NX4LDY

(SEQ ID NO: 93)

X;éN, I, ouR, e Xs ¢ Kou P;

Xs €Y ou F;

XpéNouY, Xn €GouR, eXp é&Gous;

X3 & Tould, eXyéWoul;

As sequéncias de

consenso

para

as

regides

varidveis das cadeias leves e pesadas dos anticorpos D11 e

C8 sdo:

Sequéncia de Consenso da Regido Varidvel da Cadeia Leve do

Anticqrpo D11 (SEQ ID NO: 94)

VLTQSPOTLSLSPG

em que X1 é Y ou R,

e X, é A ou R;

ERATLACSVSSSISS INLHWYQOEPGQAPRLLYY

SGSGSGTDFTLTISR IWSSYPYSFG
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Sequéncia de Consenso da Regido Varidvel da Cadeia Leve do

Antlcorpo C8‘(SEQ ID NO 95)

em que X3 &€ S ou R, X4 € I ou Q, Xs &€ Q, ouV, e Xs &€ S ou
R;
Sequéncia de Consenso da Regido Varidvel da Cadeia Pesada

do Antlcorpo D11 (SEQ D NO 96) , N .
PPV YN RV AR TS TAY NIEL SSLRSE DA

em que X7 € N, I, ouR, Xs € Kou P, e X9 &€ Y ou F;
Sequéncia de Consenso da Regido Variavel da Cadeia Pesada

do Anticorpo C8 (SEQ ID NO: 97) o ‘
QVQMQ‘%G& "m@m*wmwm%ﬁ:‘w&:’rmwwwvmﬁi’ﬁﬁ LEWMGR

‘:: : -.}‘E:‘

em que X190 € Y ou N, X171 € G ou R, X122 &€ S ou G, Xiz3 &€ A ou

T, € X140 € I ou W.

Os anticorpos sdo expressos transientemente em
células HEK293 EBNA (Edge BioSystems, #90500130) utilizando
procedimentos de transfecdo padrdo. As células transfetadas
sdo cultivadas em meio isento de soro padrdo contendo
geneticina (G418) e tobramicina durante 48 a 120 horas a
37°C apds transfecdo. Os anticorpos sdo purificados numa
coluna de rProteina A-Sepharose de 60 ml (Amersham

Biosciences, #17-1279-04) seguindo as instrucdes do
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fabricante, e concentrando e purificando ainda através de
cromatografia de exclusdo de tamanho (XK50/60 Superdex200,
Pharmacia) com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS),
pH 7,4, como fase mbével. Os anticorpos sdo entdo filtrados
utilizando Millev-GV, membranas de PVDF, 0,22 um, 33 mm,

(Millipore, # SLGV033RS), e armazenou-se a 4 e 8°C.

O anticorpo de c-Met IgGl de murideo 5D5 (Patente
U.S. No. 5686292), discutido em muitos dos exemplos abaixo,
¢ 1disolado e purificado a partir do hibridoma HB-11895
obtido a partir da American Type Culture Collection,

Manassas, VA, tal como descrito acima.

Exemelo 2

Cinética de Ligagdo dos Anticorpos de c-Met a Varios

Dominios Extracelulares de c-Met

Os dominios extracelulares (ECD) das sequéncias
de c¢-Met humano, de macaco c¢inomolgo, e de rato sé&o
expressos como proteinas de fusdo de Fc com uma etiqueta
flag e His (Flis-tag) no terminal C do Fc (SEQ ID NOs: 72-
74). Estas proteinas de fusdo de Fc de ECD de c-Met séo
separadamente expressas transientemente em células HEK293

EBNA e purificadas tal como descrito no Exemplo 1.

Um instrumento BIAcore® 2000 & usado para medir a

cinética de ligacdo dos anticorpos de c-Met aos ECD de c-
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Met humano, de macaco cinomolgo e rato. As medigdes séo
realizadas a 25°C. As amostras sdo dissolvidas em tampdo
HBS-EP (cloreto de sdédio 150 mM, EDTA 3 mM, tensioativo P-
20 a 0,005% (p/v), e &cido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-
etanossulfénico 10 mM (HEPES) a pH 7,4; #BR-1001-88). O
fragmento F(ab'), do anticorpo de cabra anti-IgG humano,
fragmento F(ab'): especifico (Jackson Immunoresearch Inc,
#109-006-097) é imobilizado em células de fluxo 1 a 4 de um
chip sensor CM5 ao nivel de 4000 unidades de resposta (RU)
usando quimica de acoplamento de amina para capturar

anticorpos anti-c-Met.

A ligacdo é avaliada utilizando multiplos ciclos.
Cada ciclo ¢ realizado a um caudal de 50 wupL/min., e
consiste nos seguintes passos: injecdo de cerca de 10 ulL de
um anticorpo de c¢-Met a 10 pg/ml com o objetivo de uma
captura de 40-100 RU, injecdo de 250 pl de ECD de c-Met-
Flis-Fc humano, de cinomolgo, ou rato (comecando a 100 nM e
utilizando diluicgdes em série de duas vezes para cada
ciclo) seguido de 20 min. para dissociacdo, e regeneracdo
utilizando cerca de 30 pl de cloridrato de glicina 10 mM ,
pH 1,5. As taxas de associacdo e dissociacdo para cada
ciclo sdo avaliadas utilizando um modelo de "ligacdo 1:1
(Langmuir)" no suporte 1légico BIAevaluation, versdo 4.1.
Para a ligacdo do anticorpo D11-S17Y ao ECD de c-Met-Flis-
Fc de rato, é utilizado um modelo de ligando heterogéneo
para ajustar os dados de forma adequada; portanto, s&o

obtidas duas afinidades de ligacéo.
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Os resultados sdo mostrados nas Tabelas 3-5

abaixo.

Tabela 3

Cinética de Ligagdo e Afinidade dos Anticorpos de c-Met com

ECD de c¢-Met-Flis-Fc Humano

Anticorpo kon (1/Ms) koes (1/s) Kp (nM)
D11-8BS8 1,0 + 0,1 x 10°]|0,5 + 0,2 x 104 0,5 % 0,2
D11-C27G3| 6,4 £ 0,2 x 104|0,9 £ 0,2 x 104 1,4 + 0,3
D11-S17Y | 0,7 + 0,1 x 10°|2,8 £ 0,1 x 104 4,2 + 0,9
C8-H241 1,1 £ 0,3 x 10° <10-° <0,1
C8-6 1,6 £ 0,4 x 103 3+ 2 x 104 4 =+ 1
C8-col6 | 1,1 £ 0,2 x 10°|0,3 £ 0,2 x 104 0,3 £ 0,1
Tabela 4

Cinética de Ligagdo e Afinidade de Anticorpos de c-Met com ECD

de c-Met-Flis-Fc de Macaco Cinomolgo

Anticorpo ken (1/Ms) kotes (1/s) Kp (nM)
D11-8B8 0,78 £ 0,02 x 10° 2,23 £ 0,07 x 104 2,9+ 0,2
D11-C27G3 0,5+ 0,1 x 10° 3,2 £ 0,4 x 104 6,5 + 0,7
D11-517Y 0,70 £ 0,08 x 10° 3,6 £+ 0,5 x 10 51 0,2
C8-H241 0,80 £ 0,06 x 10° <10-° <0,2
C8-6 1,4 £ 0,5 x 10° 4,5 £ 0,2 x 10 3,6 £ 1,1
C8-col6 1,03 £ 0,02 x 10° <10°° <0,1




PE2358755

61

Tabela 5

Cinética de Ligagdo e Afinidade de Anticorpos de c-Met com ECD de c-

Met-Flis-Fc de Rato

Anticorpo | ke (1/Ms) | koes (1/s) Ko (M) |k 1/Ms) |koee (1/s) |Ko (nM)
D11-8B8 |2,1+0,2x10°/1,9+0,3x10-40,89%0,04
D11-C27G3 |1, 3%0,1x10°3,440,5x104| 2,7+0,2
D11-S17Y | 0,66x10° 189x10-* 286 2,5%x10° | 3,0x10~* 1,2
Estes dados demonstram que os anticorpos C8-H241,
C8-6, e C8-colb se ligam tanto ao ECD de c-Met humano como

de macaco cinomolgo com afinidade semelhante, mas nédo ao

ECD de c-Met de rato. Dados adicionais (ndo mostrados)

indicam que estes anticorpos ndo se ligam ao ECD de c-Met

de ratinho até 100 nM de anticorpo com ECD a 1 pug/ml

revestido em placas de ELISA. Os anticorpos D11-8B8, DI11-

C27G3, e DI11-517Y, no entanto, ligam-se ao ECD de c-Met
humano, de macaco cinomolgo, e de rato.
Exemplo 3
Mapeamento de Epitopos

Os epitopos dos presentes anticorpos de c-Met séo
mapeados através de uma combinacdo de espectrometria de
massa de permuta de hidrogénio-deutério (HDXMS) (Yamada et
al. (2002) Rapid Commun. Mass Spectrom. 16(4): 293-299) e
marcacdo de dietil-pirocarbonato (DEPC) (Mendoza et al.
(2008) Analy. Chem. 80(8): 2895-2904). A reacdo de permuta
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de hidrogénio-deutério do dominio Sema de c-Met humano é
realizada na presenca ou auséncia de anticorpos de c-Met.
As regides do dominio Sema que ganham menos deutério na
presenca de um anticorpo que na sua auséncia sdo identifi-
cadas como O ou 0S8 epitopos para o anticorpo. DEPC pode
reagir com grupos amino de residuos de lisina ou histidina
expostos a superficie do dominio Sema, formando carbamato
de etilo de 1lisina ou histidina. Se estes aminoacidos
estiverem localizados na regido do epitopo, estarédo
protegidos, e ndo reagirdo com DEPC apds a 1ligacdo do
anticorpo. Isto ajuda a localizar melhor e/ou confirmar as

regides de epitopo determinadas através de HDXMS.

Expressdo e Purificagdo do Dominio Sema de c-Met.
O dominio Sema de c-Met humano é expresso com uma etiqueta
Flis no terminal C (SEQ ID NO: 76) em células HEK293 EBNA e
purificado tal como descrito nos Exemplos 1 e 2. A proteina
purificada é entdo armazenada a 4°C em PBS a pH 7,4. Este
dominio liga-se aos anticorpos de c-met do presente invento
com uma afinidade semelhante a do ECD de c¢-Met humano
inteiro, indicando que os epitopos para estes anticorpos

estdo localizados nesta regido do c-Met humano.

Desglicosilagdo e Dessialilag¢do do Dominio Sema
de c-Met. 100 pl de solucdo de dominio Sema de c¢c-Met humano
a 1,2 mg/ml sdo tratados com 1 pl de solucdo de PNGase F
(Prozyme, GKE-5006B) a 37°C de um dia para o outro para
des-N-glicosilacdo. A andlise de LC/MS demonstra gque a

maior parte da proteina ¢é desglicosilada apds este
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tratamento. Separadamente, 100 upL de solucdo de dominio
Sema de c¢-Met humano a 1,2 mg/ml sdo tratados com 2 pl de
solucdo de neuraminidase a 10 U/ml (Roche, Cat. # 10 269
611 001) a 37°C durante 1 hora para desialilar o dominio

Sema.

Formagdo de Complexos Dominio Sema de c-
Met/Anticorpo. 10 pl de solucdo de dominio Sema de c-Met
desglicosilado (1,2 mg/ml) sdo misturados com uma aliquota
contendo 29 ug de proteina da solucdo de anticorpo (2,07 nl
de C8-H241, 2,01 pl de DI11-8B8, ou 3,87 pl de um mAb de
controlo ndo relacionado), e em seguida dilui-se com
solucdo de PBS 1x até um volume final de 40 yul.
Separadamente, 5 pl de solucdo de dominio Sema de c-Met
humano dessialilado (1,2 mg/ml) sdo misturados com uma
aliquota contendo 14 pg de proteina da solucdo de anticorpo
(1,04 pl de C8-H241, 1,01 pl de D11-8B8, ou 1,94 pl do mAb
de controlo n&do relacionado), e depois diluiu-se com
solucdo de PBS 1x até um volume final de 15 pl. Cada uma
das solugdes misturadas de cada anticorpo é entdo sujeita a

andlise de HDXMS.

Ensaios HDXMS. 4 pl de mistura de dominio Sema de
c-Met desglicosilado ou dessialilado/anticorpo sdo
misturados com 16 pl de D20 a 100% (Acros, Code 166310500;
D a 80% durante a permuta), e incubou-se a temperatura
ambiente durante 90 segundos. A permuta é entdo extinta com
50 pl de &cido férmico 0,5% (v/v) em agua a 0°C. A solucédo

extinta é 1imediatamente tratada com 2 ul de solucdo de
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pepsina a 5 mg/ml (v/v) (Sigma, Cat. # P6887) a 0°C durante
3,5 ou 4 min. A solucédo digerida ¢ imediatamente injetada
manualmente numa coluna de RP-HPLC (Polymer Laboratories,
Part #1912-1802; 2,1 x 50 mm, tamanho de poro de 1000 A,
tamanho de particula 8 uM). O fluxo do tampdo de HPLC a
partir da bomba de HPLC (Waters, 2795 HPLC) passa através
de um tubo de metal (aproximadamente 1 ml) para um injetor
manual. O eluato da coluna ¢é entdo passado para um
espectrémetro de massa Micromass LCT Premier ou SYNAPT. O
tubo de metal, a volta do injetor, e a coluna estéo

submersos num banho de &gua gelada.

A coluna ¢é equilibrada com A a 99% (TFA (&cido
trifluoroacético) aquoso a 0,05% (v/v)) e B a 1% (TFA a
0,04% (v/v) em acetonitrilo) a um caudal de 0,2 ml/min. Uma
eluicdo de gradiente isocratico é realizada durante 1 min.,
de 1 até 10% de B durante 1 min., até 40% de B ao longo de
12 min., até 90% de B ao longo de 4 min. com um intervalo
de 3 min., e depois regresso rapido as condicdes iniciais.
A espectrometria de massa é realizada num Espectrdmetro de
Massa Micromass LCT Premier com uma pulverizacdo positiva,
modo W e as seguintes definicdes: uma voltagem capilar de
1,5 kV, uma voltagem do cone de 100 V, Abertura 1 de 25 V,
uma gama de massas de 200 a 2000, uma temperatura de
dessolvatacdo de 150°C, e um fluxo gasoso de dessolvatacdao
de 500 1/h. O espectro de massa de cada péptido de c-Met ¢é
obtido apds permuta D/H com ou sem o anticorpo de c-Met. A
massa média de cada péptido é calculada de acordo com a

distribuicdo isotdépica do pico idnico mais intenso.
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Marcagcdo com DEPC de Complexos de c-Met/Anti-
corpo. 8,3 pl de solugdo de dominio Sema de c-Met humano a
1,2 mg/ml sdo misturados com uma solucdo de anticorpo (24
Bng de proteina: 1,71 pl de C8-H241, 1,67 pul de D11-8B8, ou
3,2 pl de mAb de controlo ndo relacionado), e solucgdo de
PBS 1x para um volume final de 76 pl. Cada mistura de c-
Met/anticorpo é tratada com 4 pl de DEPC a 10 mg/ml (p/v)
em 1isopropanol a temperatura ambiente durante 5 min. e
depois extinta com 10 pl de histidina a 20 mg/ml em tampdo
Tris-HCl1 0,1 M, pH 8, e 10 pl de 1lisina a 0,2 mg/ml em
tampdo Tris-HC1 0,1 M, pH 8. Cada solucdo é misturada com 5
nl de solucdo de tripsina suina a 0,2 mg/ml (p/v) (Promega,
Cat. # V528A), e metade da mistura é misturada com 0,5 nl
de solucdo de ditiotreitol a 50 mg/ml (p/v). Cada solucdo
de amostra ¢ incubada a 37°C durante 5 horas e depois
tratada com 0,5 pl de solucdo de PNGase F durante mais uma

hora. Cada solucdo digerida ¢é acidificada com 2 nl de

solucdo de acido acético a 10% (v/v). 2 ul de solucdo de
TCEP (cloridrato de tris(2-carboxietil)fosfina) (Sigma,

Cat. # C4702-2G) a 100 mg/ml sdo adicionados ao digerido
ndo reduzido sem adicdo de ditiotreitol. Cada uma das
solucdes ¢ submetida a andlise de LC/MS utilizando um
espectrémetro de massa Waters Acquity UPLC e Waters SYNAPT.
A HPLC utiliza uma coluna Waters Acquity UPLC BEH C8 (2,1 x
50 mm, 1,7 um, Waters, parte #186002877) a 60°C, e os
péptidos sdo eluidos com um gradiente de acetonitrilo num
sistema de fase mdével de HPLC Agua/acetonitrilo/TFA. Um
tempo de corrida de 45 min. é utilizado para as digestdes.

A coluna € equilibrada com A a 99% (solucdo aquosa de TFA a
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0,05% (v/v)) e B a 1% (TFA em acetonitrilo a 0,04% (v/v)) a
um caudal de 0,2 ml/min. E realizada uma eluicdo em
gradiente em estado isocréatico durante 2 min., de 1 até 25%
de B ao longo de 25 min., até 45% de B ao longo de 10 min.,
até 90% de B ao longo de 1 min., com 1,5 min. de paragem
(no mesmo periodo de tempo, caudal de 0,3 ml/min.), e

depois regresso réapido a 1% de B.

Resultados. O mAb C8-H241 parece ligar-se a um
epitopo conformacional que compreende quatro regides do
dominio Sema de c-Met, localizados na cadeia o do dominio
extracelular de c-Met humano (residuos de aminoadcidos 25-
307 de SEQ ID NO: 75):

121VVDTYYDDQL130 (SEQ ID NO: 77),

131 ISCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQS156 (SEQ ID NO: 78),

179ALGAKVLSSVKDREFINFF106 (SEQ ID NO: 79), e

216VRRLKETKDGEMz27 (SEQ ID NO: 80).

Mais particularmente, o mAb C8-H241 liga-se a c-
Met através da interacdo com um ou mais residuos de
aminoacidos dentro de:

123DTYYDD12s (SEQ ID NO: 81) inclusive,

144HVFPHNHTADIQS156 (SEQ ID NO: 82) inclusive,

192FINF195 (SEQ ID NO: 83) inclusive, e

220KETKDGFM227 (SEQ ID NO: 84) inclusive.

A ligacéo do mAb C8-H241 a regido
144HVFPHNHTADIQS156 (SEQ ID NO: 82) torna-o capaz de se ligar
ao dominio extracelular de c-Met tanto humano (SEQ ID NO:

75) como de macaco cinomolgo (amino&cidos 25 a 932 de SEQ



PE2358755 - 67 -

ID NO: 73) com afinidade comparédvel, mas ndo ao c-Met de
rato ou de ratinho, até 100 nM de anticorpo em ensaios de

ligacéo.

A ligacdo do mAb D11-8B8 a cadeia o do dominio
Sema de c-Met parece estar localizada numa regido, i.e., 08
residuos de aminodcido dentro de um epitopo linear dentro
da sequéncia de aminoadcidos gsYKTGPVLEHPDCFPCQDCSSKANL107
(SEQ ID NO: 85) inclusive, mais particularmente na regido
9sCFPCQDCSSKA10s (SEQ ID NO: 86) inclusive. O epitopo para
Mab D11-8B8 é ainda confirmado através de experiéncias de
extracdo de epitopo (Dhungana et al. (2009) Methods Mol.
Biol. 524:87-101). O dominio Sema de c-Met ¢é digerido com
tripsina suina (Promega) e o digerido é entdo misturado com
o mAb D11-8B8 biotinilado, utilizando o estojo EZ-Link™
Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce, Prod. #1754210), para ligar os
péptidos c-Met. O D11-8B8 biotinilado com ou sem péptidos
c-Met ligados ¢é capturado por resina de Streptavidina-
agarose de elevada capacidade (Thermo Scientific, Prod. #
20359) . Os péptidos ligados sdo libertados através de acido
férmico a 0,15% (v/v) em Hz0, e depois identificados

através de LC/MS.

ExemElo 4

Ligacdo Preferencial de Anticorpos a ECD de c-Met vs. RON e

PlexinA2

As proteinas humanas com a maior identidade de

sequéncia com c-Met sdo RON e Plexina A2. Esta experiéncia
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compara a especificidade da ligacdo do anticorpo de c-Met

aos ECD de c-Met, RON, e PlexinA2.

Pocos de placas de 96 pocos de elevada ligacdo de
EIA/RIA (Costar, #2592) sdo revestidos com 100 pl de fusédo
dominio extracelular de c-Met humano (ECD)-Fc-Flis (SEQ ID
NO: 72) a 1 pg/ml, RON-ECD-Fc (R&D Systems, #1947-MS), ou
PlexinA2-ECD-Fc (Abnova, Taipei, Taiwan #H00005362-P01) em
tampdo de revestimento (BioFX Labs, # COAT-1000-01) de um
dia para o outro a 4°C. Os pocos sdo aspirados e os locais
de ligacdo nédo especifica sdo bloqueados através da adicéo
de 200 pl de tampdo de Dbloqueio (solucdo tamponada com
Tris, pH 8,0, com polissorbato 20 (Tween-20) (TBS-T) a
0,05% (v/v) (BioFX Labs, # WSHW-1000-01) mais albumina de
soro bovino (BSA) a 1% (p/v) (Jackson Immuno, #001-000-162)
e incubacdo durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds as
placas serem lavadas trés vezes com tampdo de lavagem (TBS-
T), sdo adicionados 100 pl/poco de diluicdes em série 1:6
dos anticorpos de c-Met em tampdo de bloqueio (comecando a
partir de 100 pg/ml) e incubados a temperatura ambiente
durante 2 horas. As placas sdo lavadas e incubadas com 100
nl/poco de IgG de cabra anti-F(ab): humano conjugado com
HRP (Jackson ImmunoResearch Labs #109-036-097) em tampdo de
bloqueio durante 90 min. Apds as placas serem lavadas, sé&o
adicionados 100 pupl/poco de solucdo de substrato (BioFx,
#TMBW-1000-01) e as placas sdo incubadas durante 10 min. a
temperatura ambiente. Sdo adicionados 100 wpl/poco de
solucdo de paragem (BioFx, # LSTP-1000-01) para parar a

reacdo. 0Os sinais colorimétricos sdo revelados e lidos a
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450 nm utilizando um leitor de placas SpectraMax 190
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA). O anticorpo de c-Met
que se liga aos ECD de c-Met, RON e PlexinA2 é proporcional

a producdo do sinal colorido.

Tal como mostrado na Tabela 6, tanto o anticorpo
C8 como D11 de c-Met do ©presente invento se ligam
preferencialmente ao ECD de c-Met humano em comparacdo com

o ECD de RON ou ECD de PlexinA2.

Tabela 6

Ligagdo Preferencial de Anticorpos de c-Met ao ECD de c-Met Humano vs. ECD de RN e
PlexinA2

Média A450 nm

Dose de C8-H241 C8-6 C8-col6
anticorpo

(ng/ml) ECD de | EOD de | Plexi-na| ECD de | ECD de | Plexi—na| ECD de | ECD de | Plexi—na

c-Met RON A2 cMet RON A2 cMet RON A2
0,000 0,300 | 0,098 0,092 0,322 | 0,110 0,109 0,335 | 0,106 0,104
0,002 0,317 [ 0,088 0,082 0,326 | 0,106 0,099 0,369 | 0,100 0,094
0,010 0,317 [ 0,081 0,090 0,335 | 0,097 0,095 0,374 | 0,096 0,078
0,060 0,484 [ 0,104 0,099 0,551 | 0,087 0,096 0,446 | 0,089 0,082
0,357 0,902 [ 0,091 0,097 0,813 | 0,080 0,107 0,907 | 0,083 0,095
2,143 2,861 [ 0,101 0,103 2,415 | 0,098 0,106 2,888 | 0,114 0,092

12,860 4,000 [ 0,079 [ 0,083 4,000 | 0,087 0,085 4,000 | 0,102 0,069

77,160 4,000 [ 0,085 0,079 4,000 | 0,090 0,078 4,000 [ 0,084 0,096

462,963 4,000 | 0,090 0,104 4,000 | 0,088 0,086 4,000 | 0,103 0,092

2771,778 4,000 [ 0,085 0,092 4,000 | 0,088 0,094 4,000 | 0,095 0,114

16666, 667 4,000 [ 0,117 0,125 4,000 | 0,124 0,118 4,000 | 0,198 0,284

100000,000 | 4,000 | 0,267 0,310 4,000 | 0,170 0,171 4,000 | 0,421 0,983
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Dose de C8-H241 Cc8-6 C8-col6
anticorpo
(ng/ml) ECD de | ECD de | Plexi—na| ECD de | EOD de | Plexi-na| ECD de | ECD de | Plexi—na
c-Met RON A2 c-Met RON A2 c-Met RON A2
Erro Padrdo
0,000 0,006 | 0,015 0,007 0,011 | 0,000 0,004 0,003 | 0,005 0,011
0,002 0,003 | 0,006 | 0,002 | 0,012 [ 0,005 | 0,006 | 0,023 | 0,000 [ 0,006
0,010 0,002 | 0,000 | 0,005 | 0,001 [ 0,004 | 0,009 | 0,015 ] 0,012 | 0,002
0,060 0,055 | 0,001 0,002 0,144 | 0,004 0,005 0,029 | 0,003 0,002
0,357 0,004 | 0,004 | 0,002 | 0,022 | 0,005 | 0,003 | 0,005 | 0,007 | 0,000
2,143 0,032 | 0,004 0,005 0,041 | 0,004 0,003 0,128 | 0,002 0,007
12,860 0,000 | 0,001 | 0,012 | 0,000 [ 0,000 | 0,007 | 0,000 | 0,004 | 0,004
77,160 0,000 | 0,002 | 0,014 | 0,000 [ 0,008 | 0,007 | 0,000 | 0,003 | 0,001
462,963 0,000 | 0,004 0,003 0,000 | 0,006 0,001 0,000 | 0,013 0,001
2777,778 0,000 | 0,004 | 0,002 | 0,000 [ 0,004 | 0,001 | 0,000 | 0,007 | 0,000
16666,667 | 0,000 | 0,005 | 0,004 | 0,000 | 0,004 | 0,003 | 0,000 [ 0,003 | 0,002
100000, 000 0,000 | 0,008 0,012 0,000 | 0,002 0,003 0,000 | 0,011 0,093
D11-8B8 D11-C27G3 D11-S17Y
EDd|EDd |Plexi-na|ECDdec-| EODde | Plexi-na |[EEDde c-| ECD de | Plexi—na
cMet RON y:vA Met RON n2 Met RON n2
0,297 | 0,097 | 0,081 0,2844 0,0791 0,0771 0,31475 0,1129 0,10795
0,299 | 0,082 0,078 0,2708 0,07065 0,07965 0,3091 0,09705 0,09345
0,304 | 0,074 | 0,078 0,2904 0,0715 0,0763 0,31405 0,0868 0,0986
0,445 | 0,094 | 0,073 0,45965 0,0695 0,06605 | 0,37355 0,0857 0,09455
1,314 | 0,073 0,074 1,43965 0,07085 0,0792 0,78915 0,08475 0,0924
2,416 | 0,069 | 0,073 2,5266 0,0655 0,0742 2,1432 0,1085 0,08235
3,931 | 0,079 | 0,075 4 0,07835 0,0641 4 0,0825 0,0768
4,000 | 0,079 0,066 4 0,06725 0,076 4 0,08195 0,07575
4,000 | 0,071 | 0,077 4 0,0981 0,1045 4 0,08185 0,0783
4,000 | 0,088 0,093 4 0,20445 0,30325 4 0,09255 0,0955
4,000 | 0,165 0,181 4 0,67565 1,33475 4 0,1274 0,1491
4,000 | 0,544 | 0,498 3,9211 2,30295 | 3,37085 4 0,23775 0,3146
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(continuacéao)

D11-8B8 D11-C27G3 D11-S17Y

ECD de | ECD de |Plexi-na | ECD de c- [ECD de RON| Plexi-na ([ECOD de ¢c-| ECD de | Plexi-na
cMet RON A2 Met A2 Met RON A2

Erro Padrao

0,006 | 0,003 0,003 0,0087 0,0017 0,0106 0,00515 0,0012 0,00035

0,011 | 0,002 0,002 0,0194 0,00595 | 0,00185 0,0228 0,00065 | 0,01725

0,012 | 0,002 0,001 0,0051 0,0018 0,0017 0,01195 0,0058 0,0079

0,007 | 0,017 0,003 0,01495 0, 0006 0,00335 | 0,00375 0,0013 0,00035

0,092 | 0,007 0,004 0,02935 0,00695 0,0017 0,04195 0,00075 0,0039

0,044 | 0,002 0,001 0,2742 0,0002 0,0015 0,0841 0,0054 0,00015

0,069 | 0,005 | 0,002 0 0,01505 | 0,0043 0 0,0029 0, 0061

0,000 | 0,007 | 0,000 0 0,00275 | 0,0066 0 0,00445 | 0,00455

0,000 | 0,005 | 0,004 0 0,0063 0,0032 0 0,00485 | 0,0089

0,000 | 0,003 | 0,005 0 0,00975 | 0,00535 0 0,00705 | 0,0055

0,000 | 0,007 | 0,004 0 0,03125 | 0,03495 0 0,0007 0,0035

0,000 | 0,016 | 0,006 0,0789 | 0,07335 | 0,14345 0 0, 00865 0,004
Exemplo 5

Os Anticorpos de c-Met Bloqueiam a Ligagdo HGF/c-Met

Sdo utilizados ensaios de ligacdo in vitro para
determinar a inibicdo da ligacdo de HGEF a c-Met através dos

presentes anticorpos de c-Met.

Pocos de placas de 96 pocos de EIA/RIA de elevada
ligacdo (Costar, #2592) sdo revestidos com 100 pl de ECD de
c-Met humano-Fc-Flis (SEQ ID NO: 72) (2 pg/ml) em solucgdo
salina tamponada com fosfato de Dulbecco (DPBS) de um dia

para o outro a temperatura ambiente; lavados guatro vezes
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com tampdo de lavagem (solucdo salina tamponada com Tris,
pH 8,0, com polissorbato 20 (TWEEN®-20) a 0,05% (v/v) (TBS-
T) (BioFX Labs, # WSHW-1000-01) numa maquina de lavar
placas; bloqueados através da adicdo de 300 pl de tampdo de
blogqueio (TBS-T mais albumina de soro bovino (BSA) (Jackson
Immuno, #001-000-162) a 1% (p/v):; e incubando-se durante 60
min. a 37°C. O tampdo de bloqueio ¢é entdo removido dos
pocos e sdo adicionados 50 pl de anticorpos em tampédo de
blogqueio nas concentracdes finais tal como indicado na
Tabela 7 a cada poco, respetivamente. O tampdo de bloqueio
¢ adicionado aos pogos de controlo de apenas HGF. As placas
com anticorpos de c-Met s&o incubadas durante 90 min. a
37°C. S&o entdo adicionados 50 pl de fator de crescimento
de hepatdécitos humano (HGF) (R&D Systems, #294) em tampdo
de bloqueio a uma concentracdo final de 10 ng/ml a cada
poco exceto aos pocos de controlo com apenas anticorpo. As
placas contendo a mistura de anticorpo de c-Met/HGF sé&o
incubadas num agitador de placas durante duas horas a
temperatura ambiente. 0s pocos sdo entdo lavados quatro
vezes com TBS-T numa magquina de lavar placas. De seguida,
sdo adicionados a cada poco 100 pl de anticorpo anti-HGF
biotinilado (R&D Systems, # BAF294) em tampdo de bloqueio a
uma concentracdo final de 100 ng/ml. As placas sdao
incubadas durante 90 min. a temperatura ambiente. As
cavidades sdo novamente lavadas quatro vezes com TBS-T numa
maquina de lavar placas. Sdo adicionados a cada poco 100 pl
de uma diluicdo 1:200 de estreptavidina-peroxidase de
rédbano (HRP) (R&D Systems, DY998) em tampdo de blogqueio. As

placas sdo incubadas durante 30 min. a temperatura
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ambiente. Os pocos sdo lavados quatro vezes com TBS-T numa
maquina de lavar placas. Sdo entdo adicionados 100 ul/poco
de solucdo de substrato (BioFx, #TMBW-1000-01), e as placas
sdo incubadas durante 10 min. a temperatura ambiente. Para
parar a reacdo, sdo adicionados 100 pl/poco de solucdo de
paragem (BioFx, # LSTP-1000-01). As amostras sdo lidas a um
comprimento de onda de 450-570 nm num leitor de microplacas

(Spectra, MAX 190) e sem subtrair o fundo.

Tal como mostrado na Tabela 7, ambos os anti-

corpos C8 e D11 de c-Met do presente invento bloqueiam a

ligacdo HGF/c-Met humano.

Tabela 7

Inibicdo da Ligagdo de HGF Humano a c-Met Humano pelos Anticorpos C8 e D11
Méd. A450 rm

Dose de anti- hIgG2 D11-8B8 D11-27G3 D11-S17Y hIgG4 C8-6 C8-H241 C8-col6

corpo (ng/ml)
0,00 2,43 2,43 2,43 2,43 2,61 2,61 2,61 2,61
0,48 2,46 2,51 2,37 2,15 2,41 2,56 2,45 2,05
1,91 2,87 2,48 2,31 1,98 2,49 2,59 2,46 2,18
7,63 2,70 2,41 2,27 2,08 2,88 2,64 2,53 2,20
30,52 2,41 2,32 2,38 2,07 2,63 2,42 2,42 2,08
122,07 2,52 1,92 1,60 1,69 2,44 2,00 1,77 1,30
488,28 2,53 1,30 0,94 1,29 2,44 1,33 0,73 0,70
1953,13 2,43 1,43 0,97 1,23 2,27 1,08 0,68 0,60
7812, 50 2,50 1,24 0,91 1,12 2,49 0,95 0,70 0,57
31250, 00 2,50 1,31 0,94 1,17 2,67 0,98 0,77 0,56

125000, 00 2,43 1,38 0,89 1,35 3,00 1,32 0,69 0,38
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Dose de anti- higG2 D11-8B8 D11-27G3 D11-S17Y hIgG4 C8-6 C8-H241 C8-col6

corpo (ng/ml)
ErrP
0,00 0,06 0,06 0,06 0,06 0,10 0,10 0,10 0,10
0,48 0,02 0,13 0,01 0,09 0,24 0,02 0,14 0,15
1,91 0,27 0,08 0,08 0,03 0,00 0,03 0,16 0,12
7,63 0,14 0,01 0,21 0,08 0,14 0,03 0,06 0,09
30,52 0,09 0,02 0,31 0,09 0,16 0,01 0,03 0,01
122,07 0,09 0,07 0,03 0,02 0,08 0,10 0,02 0,03
488,28 0,00 0,04 0,04 0,02 0,01 0,02 0,00 0,01
1953,13 0,13 0,16 0,02 0,05 0,00 0,01 0,01 0,01
7812, 50 0,04 0,01 0,01 0,02 0,25 0,07 0,01 0,02
31250, 00 0,06 0,02 0,02 0,04 0,03 0,03 0,03 0,03
125000, 00 0,07 0,03 0,01 0,08 0,13 0,47 0,01 0,00

Abreviaturas: Méd. = média; ErrP = Erro Padrdo

Exemplo 6

Os Anticorpos de c-Met Induzem Fraca Fosforilacdo de c-Met

em Comparacdo com o Fator de Crescimento de Hepatdcitos e o

mAb Agonista 5D5

Apbs estimulacdo com HGF, a linha celular de
carcinoma do pulmdo A549 apresenta aumento da fosforilacéo
de c-Met no residuo de tirosina 1349. E utilizado um ensaio
ELISA de c-Met fosforilado (p-Met) para medir a atividade
agonistica de varios anticorpos de c¢c-Met na auséncia de

HGF, bem como do mAb 5D5 e do préprio HGF.

Células A549 (ATCC, #CCL-185) s&do cultivadas em meio

F12K de Ham + glutamina 2 mM (Invitrogen, # 21127-022) +
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FBS a 10% (Invitrogen, #10082). As células sdo plaqueadas a
6x104 células/poco no meio de soro completo tal como acima
em placas de 96 pocos e incubou-se de um dia para o outro a
37°C sob COz a 5% (v/v). O meio é removido dos pocos e as
células sdo privadas de nutrientes em 100 pl de meio F12K
de Ham + glutamina 2 mM + FBS a 0,5% durante seis horas a
37°C sob CO2» a 5% (v/v). Os anticorpos ou o HGF sdo
diluidos no meio de cultura de privacdo de nutrientes,
adicionados as concentracdes finais indicadas na Tabela 8,
e incubados durante 15 min. a 37°C. O meio é aspirado e
células sé&do lisadas em 50 pl de tampédo de lise (Tris 10 mM
(Invitrogen, #15567-027), NaCl 150 mM, &cido etilenodiami-
notetraacético (EDTA) 2 mM (Invitrogen, #15575-038), NaF 50
mM (Sigma, #S1504), octilfenoxi-polietoxi-etanol a 1% (v/v)
(TRITON®-X 100; Sigma, #T8787), ortovanadato de sdédio 2 mM
(EMD Chemicals, Gibbstown, NJ, #567540), inibidor de
proteases (Sigma, St. Louis, MO; #P8340), mistura I de
inibidores de fosfatases (Sigma #P2850), e mistura II de
inibidores de fosfatases (Sigma #P5726)) por pogco e
incubou-se em gelo durante 15-20 min. Os lisados celulares
sdo utilizados no ensaio ELISA descrito abaixo para

determinar a fosforilacdo de c-Met no residuo Y1349.

O anticorpo de captura de c-Met ¢ diluido em
tampdo de revestimento Bup H (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, #28382) até 2 ug/ml, adicionado a placas de
ELISA (Greiner Bio-One, Monroe, NC, #655081) e incubado de

um dia para o outro a 4°C. Os pocos sdo aspirados, lavados



PE2358755 - 76 -

trés times com TBS-T (BioFX, Owings Mills, MD, WSH-1000-
01), e depois blogueados com 200 pl de tampdo de blogqueio
(TBS-T mais BSA a 2% (p/v)) durante 1 hora a temperatura
ambiente. As placas sdo lavadas trés vezes com TBS-T. Em
seguida, s&do adicionados 25 pl de lisados celulares mais 75
pl de tampdo de blogueio, e as placas sdo incubadas de um
dia para o outro a 4°C. As placas sdo entdo lavadas trés
times com TBS-T. 100 pl de anticorpo policlonal de c-Met
pY1349 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, #3133) a
0,5 pg/ml em tampdo de blogqueio sdo adicionados a cada
poco, e incubados durante 2 horas a temperatura ambiente.
As placas sdo entdo lavadas trés times com TBS-T. 100 pl de
anticorpo policlonal de cabra anti-IgG de coelho conjugado
com peroxidase (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West
Grove, PA, #111-035-144) diluido 1/10000 em tampdo de
blogqueio sdo adicionados a cada poco e incubados 1 hora a
temperatura ambiente. As placas sdo entdo lavadas trés
vezes com TBS-T. S&o adicionados a cada poco 100 ul de
solucdo de 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (BioFX, #TMBW-
1000-01), seguidos da adicdo de 100 ul de solucdo de
paragem (BioFX, #LSTP-1000-01). As placas sdo lidas a 450
nm num leitor de placas SpectraMax M5 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA) e os valores da amostra sdo determinados
utilizando o suporte 1légico SOFTmax Pro 4.8 (Molecular

Devices) .

Os resultados sdo mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8

Efeito de Anticorpos de c-Met, HGF, e mAb Agonista 5D5 na Fosforilagido de c-Met em

Células A549
Conc. de Bb (pg/ml) Sinal de pMet Sinal de pMet Sinal de pMet
de C8-H241 de C8-6 de hlgG4

30 0,333 0,272 0,061

10 0,418 0,334 0,077

3,333 0,450 0,328 0,068

1,113 0,465 0,365 0,087

0,370 0,340 0,211 0,082

0,123 0,304 0,127 0,067

0,041 0,130 0,125 0,268

0,014 0,078 0,105 0,074

0,005 0,074 0,070 0,074

0,002 0,070 0,081 0,117

Conc. de HGF (ng/ml) Sinal de pMet Conc. de 2b (ng/ml) Sinal de pMet
do m&b 5D5

300 10,615 5 3,290
100 6,129
33,33333 2,267
11,11111 1,0667
3,703704 0,461
1,234568 0,211
0,411523 0,142
0,137174 0,128
0,045725 0,100
0,015242 0,148

Os dados demonstram que HGF e o mAb agonista de
c-Met 5D5 estimulam fortemente a fosforilacdo de c-Met,
enquanto os presentes mAb de c-Met C8-H241 e C8-6 estimulam
fracamente a fosforilacdo de c-Met. Sdo obtidos resultados

semelhantes nas linhas celulares HCT11l6, H460 e MDA-MB-231.
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O mAb D11-8B8 produz resultados semelhantes.

Exemelo 7

Os Anticorpos de c-Met Inibem a Fosforilagdo de c-Met

Induzida por HGF

A ligacdo de HGF a c-Met resulta em fosforilacéo
da tirosina de moléculas de c-Met e ativacdo da via de
sinalizacdo de c-Met. Neste exemplo, a linha celular de
cancro do cbélon humano HCT116, que responde a HGF, é usada
para avaliar a inibicdo da fosforilacdo induzida por HGF
nos residuos de tirosina 1230, 1234 e 1235 de c-Met através

dos presentes anticorpos de c-Met.

Células HCT116 (ATCC, Manassas, VA, #CCL-247) sao
ressuspensas a 150000 células/ml em meio 5A de McCoy
(Invitrogen, Carlsbad, CA, #16600-082) mais penicilina/es-
treptomicina (Invitrogen, #15140-122) com soro fetal bovino
a 10% (v/v) (FBS) (Invitrogen, #10082-147). 0,2 ml das
células HCT116 ressuspensas sdo adicionados a placas de
microtitulacdo de 96 pocos (Corning, Lowell, MA, #3596) a
30000 células/poco, e as células sdo entdo incubadas
durante 48 horas a 37°C sob COz a 5% (v/v). O meio de
cultura ¢ entdo aspirado e as células sdo privadas de
nutrientes em 100 pul de meio 5A de McCoy mais
penicilina/estreptomicina com BSA a 0,1% (p/v) durante 24
horas a 37°C sob CO; a 5% (v/v). 25 upl de azida de soédio
(concentracdo final de 0,01% (p/v)) (Sigma, #S2002) sé&o

adicionados, seguido imediatamente pela adicdo de 25 ul de
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diluicdes de 8x de anticorpo de c-Met em meio 5A de McCoy
mais penicilina/estreptomicina com BSA a 0,1 % (p/v), e as
células s&do incubadas durante 30 min. a 37°C sob CO2 a 5%
(v/v). 50 pl de HGF a uma concentracdo final de 200 ng/ml
sdo adicionados a cada pogco e as células sdo incubadas
durante mais 15 min. a 37°C sob CO; a 5% (v/v). O meio ¢é
entdo aspirado e 50 pl de tampdo de 1lise celular sé&o
adicionados (Tris 10 mM (Invitrogen, #15567-027), NaCl 150
mM, &cido etilenodiaminotetraacético 2 mM (EDTA) (Invi-
trogen, #15575-038), NaF 50 mM (Sigma, #S51504), octilfe-
noxi-polietoxi-etanol (TRITON®-X100; Sigma, #T8787) a 1%
(v/v), ortovanadato de sbédio 2 mM (EMD Chemicals,
Gibbstown, NJ, #567540), e inibidor completo das proteases,
livre de EDTA (Roche, Basel, Suica, #11836170001). As
células s&o incubadas no tampdo de lise a temperatura
ambiente durante 15-30 min. Os lisados celulares séo
ensaiados quanto a fosforilacdo de tirosina de c-Met

através de ELISA como se segue.

O anticorpo de captura de c-Met ¢ diluido em
tampdo de revestimento (BioFX, Glendora, CA, COAT-1000-01)
até 2 ug/ml. 110 pl do anticorpo diluido sdo adicionados
por poco a placas de ELISA (Greiner Bio-One, Monroe, NC,
#655081) e as placas sdo incubadas de um dia para o outro a
4°C. Os pocos sdo aspirados, lavados duas vezes com TBS-T,
e depois bloqueados com 200 pl de tampdo de bloqueio (TBS-T
mais BSA a 2% (p/v)) durante 1 hora. As placas sdo lavadas
duas vezes com TBS-T. Em seguida, sé&do adicionados 25 pl de
lisados celulares mais 75 pl de tampdo de bloqueio ou 100

pl de diluicdes de lisados de células MKN45 (diluidas com
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tampdo de bloqueio, como padrido), e as placas sdo incubadas
durante 2 horas a temperatura ambiente. As placas sdo entéo
lavadas quatro vezes com TBS-T. 100 nl de anticorpo
policlonal de c-Met pYpYpY1230/1234/1235 (Invitrogen, #44-
888G) a 0,5 npg/ml em tampdo de Dbloqueio sdo entdo
adicionados a cada poco, e as placas sdo incubadas durante
2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, as placas sé&o
lavadas quatro vezes com TBS-T. 100 ul de anticorpo
policlonal de <cabra anti-IgG de coelho conjugado com
peroxidase (Jackson ImmunoResearch  Laboratories, West
Grove, PA, #111-035-144) diluido 1/12000 em tampdo de
bloqueio sdo entdo adicionados, e a mistura ¢ incubada
durante 1 hora a temperatura ambiente. As placas sdo entédo
lavadas seis vezes com TBS-T. 100 mnl de solugdo de
3,3'",5,5"'-tetrametilbenzidina (BioFX, #TMBW-1000-01) sé&o
adicionados a cada poco, seguido da adicdo de 100 ul de
solucdo de paragem (BioFX, #LSTP-1000-01). As placas sé&o
lidas a 450 nm com uma correcdo de 570 nm utilizando um
leitor de placas SpectraMax 190 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA). A curva padrdo ¢é estabelecida utilizando
andlise de 4 paréametros, e o0s valores da amostra sé&o
determinados utilizando suporte 1légico SOFTmax Pro 3.1.2

(Molecular Devices).

A percentagem de inibicdo da fosforilacdo da
tirosina de c-Met é definida como a média do tratamento de
HGF sem adicdo do anticorpo de c-Met (0% de inibicédo), e
100% de inibicdo é definido como a média do tratamento de
azida de sdédio (sem HGF ou tratamento de anticorpo de c-

Met) .
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A Tabela 9 mostra a média de tratamentos em
triplicado por experiéncia para trés experiéncias com erros
padrdo. Os dados demonstram que cinco dos seis anticorpos
de c-Met do presente invento inibem significativamente
fosforilacdo da tirosina de c¢-Met induzida por HGF em
comparacdo com a dos controlos do isotipo IgG2 e IgG4

humanos.

Tabela 9

Percentagem de Inibicio da Fosfarilagdo de Tirosina de c-Met Induzida por HGF através dos Anticorpos

C8 e D11
Dose de anticorpos:
10 pg/ml 2 pg/ml 0,4 pg/ml 0,08 pg/mL 0,016 pg/mL  0,0032 pg/ml
Tratamen—
to de Ab isotipp média errp média errp média errp média errp média errp média errp
D11-8B8 |IgG2 19,56 4,68| 40,74 8,24 35,04 6,43 10,52 7,41 -6,68 9,48 -10,37 6,79
D11-C27G3 | IgG2 1,25 17,55 31,78 7,71 38,10 4,971 20,79 5,72 5,73 8,95 9,72 7,09
D11-S17Y |IgG2 16,73 8,72| 31,39 6,43 15,91 6,05 -3,24 10,54 2,53 8,52 9,48 8,51
C8-H241 |[IgG4 60,08 5,27 62,20 2,10 59,09 3,05 22,09 4,92 14,68 12,40|-12,33 10,18
C8-co-16 |IgG4 65,40 3,94 58,9 3,37 45,08 3,44 9,77 9,14 -2,89 10,95 -10,72 5,41
C8-6 TIgG4 14,88 10,78| 27,94 3,80 16,83 4,36 7,79 7,68 -6,06 8,84|-11,34 8,65
5D5 mlgGl 64,12 3,31 63,75 4,44] 42,55 4,27 11,87 7,73 -3,50 9,70 -6,07 5,68
hlg& aontrolo 6,24 5,31 17,53 5,74 9,31 6,56 -1,58 8,16 9,49 6,77/-10,21 6,78
o isctipo
hlgG4 aontrolo -1,47 5,76 -6,62 9,07[-16,07 7,01f-21,70 9,09 -7,96 10,97 -14,40 7,37
o isotipo
mlgGl aontrolo 5,46 6,31 9,76 9,27 13,43 8,18 -10,59 10,31 -5,42 10,53 -9,76 8,42
b isotipo
Mad errp
ndo 100,00, 0,98
tratado
HGF 200 ng/ml| 0,001 2,76

% de inibicdo de fosfoMet estimulada por HGF medida através de ELISA
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Exemplo 8

Inducdo de Internalizacdo de c-Met através de Anticorpos de

c-Met

As experiéncias descritas neste exemplo empregam
andlise de separacdo de células ativadas com fluorescéncia
(FACS) para demonstrar que os presentes anticorpos de c-Met
se ligam a moléculas c-Met da superficie celular e induzem
a internalizacdo de c-Met. As células MKN45 empregues
expressavam constitutivamente niveis elevados de c-Met
total, e exibem fosforilacdo de c-Met independente de HGF
em resultado da amplificacdo do gene MET. A internalizacédo
de c-Met parece induzir a degradacdo de c-Met (ver Exemplos
10 e 19), resultando em inibicdo da via de sinalizacdo de

c-Met.

Pocos de placas de cultura de tecidos de 6 pocos
(Costar #3598) sdo semeados com 1,5x10° células tumorais
gadstricas humanas MKN45 (Japan Health Sciences Foundation,
Health Science Research Resource Bank, #JCRB0254) em 2 ml

de meio de cultura (RPMI-1640 (Invitrogen, #11835); FBS a

10% (v/v) (Invitrogen, #10082) ; L-glutamina 2 mM
(Invitrogen, #25030); penicilina G a 100 U/500 ml, e
estreptomicina a 100 pg/500 ml (Invitrogen, #15140)). As

placas sdo incubadas durante 24 horas a 37°C sob humidade
relativa a 95% e CO2 a 5% (v/v). Os anticorpos sdo entdo

adicionados aos pocos a uma concentracdo final de 5 upg/ml.
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Apds tratamento de um dia para o outro, o meio de cultura é
removido dos pocos e substituido com 1 ml de solucdo de
dissociacdo de células sem enzimas (Chemicon, #S-014-B). As
células s&o colhidas em tubos de centrifuga, apbds terem
sido incubadas durante 5 min. a temperatura ambiente, e
lavadas uma vez em meio de cultura seguido por mais uma
lavagem em tampdo de ligacdo (DPBS com BSA a 1% (p/v) e
azida de sdédio a 0,01% (p/v)). Antes das células serem
coradas, um anticorpo de c-Met que reconhece um epitopo
diferente dos presentes anticorpos de c-Met ¢é marcado
através da wutilizacdo de um Estojo de Marcacdo de
Anticorpos Monoclonais Alexa Fluor 488 (Molecular Probes,
Eugene, OR, #A-20181) de acordo com as instrucdes do
fornecedor. 100 pl de tampdo de ligacdo contendo 2 ug/ml do
anticorpo marcado com Alexa Fluor 488 sdo adicionados as
células, gque sdo entdo incubadas durante 60 min. em gelo.
As células sdo entdo lavadas uma vez com tampdo de ligacédo
e ressuspensas em DPBS contendo iodeto de propidio a 2
ng/ml (para corar as células mortas). A quantidade de
moléculas de c-Met restantes na superficie das células é
analisada através de anédlise de FACS, e sdo adguiridos

10000 eventos para cada amostra.

A intensidade média de fluorescéncia na super-
ficie das células reflete a quantidade de moléculas de c-
Met gque ©permanecem na superficie das células apds

tratamento com anticorpos de c-Met.

Os dados de uma experiéncia representativa sé&o

mostrados na Tabela 10.
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Tabela 10

Efieito dos Anticorpos C8 e D11 na Intermalizacio de cMet tal oomo Detemminadb por Andlise de FEACS

Fluorescéncia Mdia

Anticorpo (xy/ml) hig® DI1-8B8 DI1-C27G3 DII-SI7Y hIgA C8-6 C8-H4l (8-col6 milgG 505

5,00 130,25 44,66 51,09 56,35 135,03 67,88 57,63 56,16 136,47 92,87

Os dados demonstram gque a intensidade média de
fluorescéncia na superficie das células tratadas com o0s
presentes anticorpos de c-Met € menor gue nas células tra-
tadas com um anticorpo correspondente de controlo do iso-
tipo de IgG ou anticorpo mIgG, indicando gue oS presentes
anticorpos de c¢-Met induzem internalizacdo de c-Met. Além
disso, a intensidade média de fluorescéncia a superficie
das células tratadas com os presentes anticorpos de c-Met é
inferior aquela em células tratadas com anticorpo de c-Met
agonista de controlo 5D5. A % de internalizacdo pode ser
calculada como se segue:

% de internalizacdo = [l-(fluorescéncia média do anticorpo

de teste dividida pela fluorescéncia média do controlo do

isotipo do anticorpo) multiplicada por 100].

Os dados da internalizacdo sugerem gue 0SS pre-
sentes anticorpos induzem dimerizacdo de c-Met humano. Os
dados nos Exemplos 9 e 19 demonstram que os anticorpos C8 e
D11 induzem também degradacdo, e reduzem a fosforilacdo, de

c—-Met.
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Resultados de internalizacdo complementares s&o
obtidos através de microscopia confocal utilizando
anticorpo €8 de murideo marcado com fluorescéncia em

células MKN45 e Caki-1.

Utilizando os anticorpos C8-H241, C8-6, C8-co-16,
e D11 de murideo, obtém-se resultados de internalizacéo
semelhantes em células de macaco cinomolgo NIH3T3 transfe-
tadas com &cido nucleico codificando c¢-Met de macaco

cinomolgo.

Os anticorpos C8-H241, C8-6, C8-co-16, e optDll
também induzem internalizacdo de c-Met em células NIH3T3
transfetadas com &cido nucleico codificando a mutacéo
M1149T do dominio cinase de c-Met humano. Os anticorpos C8-
H241, C8-6, C8-co-16, e D1l de murideo também induzem a
internalizacdo de c-Met em células de cancro do pulmdo de
células ndo pequenas H1437 contendo a mutacdo do dominio
justamembranar de c¢-Met R988C. Ambas as mutacdes causam

ativacdo constitutiva de ganho de funcédo do c-Met.

Exemplo 9

Inibigdo por Anticorpo da Proliferacgdo In Vitro de Células

Tumorais Independente do Ligando

A inibicdo do crescimento de células tumorais in
vitro através de anticorpos de c¢-Met em células MKN45
independentes de HGF na auséncia de ligando de HGEF &

examinada neste ensaio.
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Os anticorpos de c-Met e de controlo do isotipo
sdo diluidos com meio de cultura (RPMI-1640 (Invitrogen,
#11835), FBS a 10% (v/v), L-glutamina 2 mM (Invitrogen,
#25030), penicilina G a 100 U/500 ml, e estreptomicina a
100 pg/500 ml (Invitrogen, #15140)) para alcancar as
concentracdes finais de 2x indicadas na Tabela 11, e 50 pul
das solucdes de anticorpo 2x sdo adicionados a cada pocgo de
placas de cultura de tecidos de 96 pocos (PerkinElmer
#1450-517). As células MKN45 (Japan Health Sciences
Foundation, Health Science Research Resource Bank,
#JCRB0254) sdo mantidas no meio indicado acima, e S&ao
ressuspensas a 1x10° células/ml no mesmo meio. 50 pl desta
ressuspensdo de MKN45 sdo adicionados a cada poco para se
alcancar 5x10° células/poco. As placas sdo entdo incubadas
durante 48 horas a 37°C sob 95% de humidade relativa e CO»
a 5% (v/v). Durante as uUltimas seis horas da cultura, as
células sdo pulsadas com timidina-°H (MP Biomedicals,
Solon, OH #24066) a 1 uci/poco a 37°C, 95% de humidade
relativa, COz a 5% (v/v). O meio ¢ entdo removido e as
células s&do lavadas uma vez com DPBS. Apds isto, sé&o
adicionados 200 pl de Optiphase Supermix (PerkinElmer,
#1200-439) a cada poco. As placas sdo seladas e incubadas
durante pelo menos uma hora a temperatura ambiente. A
timidina-°H incorporada nas células ¢ contada durante 1

min. utilizando um contador de cintilacdes.

Os dados de uma experiéncia representativa séo

mostrados na Tabela 11.
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Tabela 11

Inibigdo da Incorporagio de Timidina—H em Células MKN45 através de Varios Anticorpos C8
e D11

MED. das CPM

Dose de anticorpo

(mg/ml)  hIgG2 DI11-8B8 DL1-  DI1- hlgG4 C8-col6 C8-H241 C8-6 mlgG  5D5
27G3  SL7Y

20000, 0 45054 11239 18407 19752 50628 11738 11425 16387 52448 35086
3333,3 49384 11441 16920 21239 54026 12956 12063 18216 53670 38195
555,6 51720 11925 15987 20936 54204 13476 13217 18334 54655 39496

92,6 47562 11094 14550 21911 54264 12419 11962 23041 52241 39607
15,4 50488 24402 28685 39695 53806 22528 23150 44771 51329 49766

2,6 48491 44741 47034 49868 54765 53465 48761 54598 55463 54967

0,4 46468 43334 43998 45304 55330 47485 46645 53389 51549 49563

0,1 44822 41578 41515 44566 53856 45725 44418 51668 47709 51883

0,0 50427 50427 44213 44213 48708 51478 51478 48708 50300 50300
ErrPAD.

20000, 0 2927 114 1265 1206 2491 262 654 282 1845 764
3333,3 2462 732 641 689 1421 388 386 314 1310 1491
555,6 2166 605 578 267 4364 281 341 1116 1192 534

92,6 1835 22 150 564 1733 352 636 475 1036 370
15,4 2144 2024 941 463 1376 207 1771 422 1281 968
2,6 2587 1914 1133 1910 1978 2164 1945 444 919 2577
0,4 2041 650 1177 2551 1501 378 2392 162 438 1943
0,1 1628 1734 1817 2402 678 1340 2442 1589 2092 3143
0,0 1203 1203 841 841 1377 886 886 1377 777 777

RAbreviaturas: MED. = média: CEM = contagem por minuto; ErrPAD. = Erro Padrio

Estes dados demonstram que varios anticorpos C8 e
D11 de c-Met do presente invento inibem a proliferacédo de

células MKN45 independentes de HGF tal como evidenciado por
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uma reducdo na incorporacdo de timidina-°H. Resultados
semelhantes sdo obtidos em células tumorais SNU5 e NUGC-4,
que exibem sobre-expressdo constitutiva e fosforilacdo de

c-Met.

Exemelo 10

Redugdo do c¢c-Met Fosforilado e Total, e Auséncia de

Derramamento de Dominio Extracelular de c-Met, em Response

a Anticorpos de c-Met

Este exemplo investiga se o tratamento de células
MKN45 com anticorpos de c-Met do presente invento resulta
em reducdo do c-Met fosforilado (p-Met) e do c-Met total.
Além disso, este ensaio é utilizado para determinar se o
tratamento de anticorpos de c-Met induz o derramamento de

ECD de c-Met para o meio condicionado por MKN45.

Os anticorpos de c-Met e de controlo do isotipo
sdo diluidos com meio de cultura (RPMI-1640 (Invitrogen,
#11835), FBS a 10% (v/v) (Invitrogen, #10082), L-glutamina
2 mM (Invitrogen, #25030), penicilina G a 100 U/500 ml, e
estreptomicina a 100 upg/500 ml (Invitrogen, #15140)) para
alcancar 2x as concentracdes finais indicadas na Tabela 12,
e 50 pl das solucdes de anticorpo 2x sdo adicionados a cada
poco de placas de cultura de tecidos de 96 pocos (Costar,
#3596) . As células MKN45 (Japan Health Sciences Foundation,
Health Science Research Resource Bank, #JCRB0254) sdo

mantidas no meio indicado acima e sd0 ressuspensas para
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1x10° células/ml no mesmo meio. 50 pl desta ressuspensdo de
MKN45 sdo adicionados a cada pog¢o para alcancar 5x102
células/poco. As placas sdo entdo incubadas durante 24
horas a 37°C sob 95% de humidade relativa e COz a 5% (v/v),
e o0s lisados celulares sdo preparados tal como descrito no
Exemplo 7. Além disso, o meio condicionado de cada
tratamento é colhido para quantificacdo de ECD de c-Met. Os
niveis de p-Met e c-Met total nos lisados celulares sé&o
determinados através de ELISA, e normalizados para a
concentracdo de proteina do lisado (tal como determinado

por BCA, Pierce #23225).

c-Met Fosforilado

A fosforilacdo de c-Met nos residuos de tirosina
1230, 1234, e 1235 €& determinada tal como descrito no

Exemplo 7.

c-Met Total e Derramamento de ECD de c-Met

Para os ELISA de c-Met total e de ECD de c-Met,
um anticorpo de captura de c-Met ¢é diluido em tampdo de
revestimento (BioFX, Glendora, CA, COAT-1000-01) até 2
pg/ml. 110 pl do anticorpo diluido sdo adicionados por pogo
a placas de ELISA (Greiner Bio-One, Monroe, NC, #655081) e
as placas s&do incubadas de um dia para o outro a 4°C. Os
pocos sdo aspirados, lavados duas vezes com TBS-T, e depois
bloqueados com 200 pl de tampdo de blogqueio (TBS-T mais BSA

a 2% (p/v)) durante 1 hora a temperatura ambiente. As
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placas sdo entdo lavadas duas vezes com TBS-T. Em seguida,
lisados de células MKN45, o meio condicionado por MKN45, ou
dominio extracelular de c-Met (ECD) (SEQ ID NO: 75) (como
padrédo), sdo adicionados, e as placas sdo incubadas durante
2 horas a temperatura ambiente. As placas sdo entdo lavadas
quatro vezes com TBS-T. 100 pl de 0,5 pg/ml de um segundo
anticorpo de c-Met biotinilado (Mab 5D5) que se liga a um
epitopo de c-Met diferente do anticorpo de captura diluido
em tampdo de blogueio sdo entdo adicionados a cada pogo, e
as placas sdo incubadas durante 2 horas a temperatura
ambiente. Em seguida, as placas sdo lavadas quatro vezes
com TBS-T. 100 pl de estreptavidina conjugada com peroxi-
dase diluida 1/12000 (Jackson ImmunoResearch Laboratories,
West Grove, PA, #016-030-084) em tampdo de bloqueio séo
entdo adicionados, e a mistura ¢ incubada durante 1 hora a
temperatura ambiente. As placas sdo entdo lavadas seis ve-
zes com TBS-T. 100 pl de solucdo de 3,3',5,5'-tetrametil-
benzidina (BioFX, #TMBW-1000-01) s&o adicionados a cada
poco, seguido pela adicdo de 100 pl de solucdo de paragem
(BioFX, #LSTP-1000-01). As placas sdo lidas a 450 nm com
uma correcdo de 570 nm utilizando um leitor de placas
SpectraMax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). A curva
padrédo é estabelecida utilizando anadlise de 4 parametros, e
0s valores da amostra sdo determinados utilizando suporte

légico SOFTmax Pro 3.1.2 (Molecular Devices).

Tal como mostrado na Tabela 12, o ELISA de p-Met
e c-Met total revelou que o tratamento de mAb C8-H241 reduz

ao maximo p-Met em 77% e c-Met total em aproximadamente
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67%.

O tratamento de

D11-8BS8

91

reduz

ao maximo

aproximadamente 75% e c-Met total em 63%.

Tal

como

observado no

Exemplo

8,

estes

p-Met em

dados

demonstram que os anticorpos C8 e D11 induzem a degradacdo

de c-Met e reduzem a fosforilacdo de c-Met.

Os

dados

na

Tabela

12

indicam também que

O

tratamento com os anticorpos C8-H241 e D11-8B8 de c-Met né&o

induzem clivagem nem derramamento do ECD de c-Met.

Tabela 12

Efeito dos Anticorpos C8 e D11 no c-Met Fosforilado, c-Met Total, e Derramamento
de Daminio Extracelular de c-Met em Lisados de Células MKN45 e Meio Condicionado

Percentagem de inibigdo de c-Met Fosforilado de MKN45

C8-H241 hIgG4 D11-8B8 hIgG2
Dose de Mab| méd. desvpad. méd. desvpad. méd. desvpad. méd. desvpad.
(ng/m1)
10000 77,0 2,4 -2,1 10,9 74,8 3,4 14,0 7,1
1000 74,1 1,3 11,1 9,7 72,8 2,0 -4,6 10,9
100 71,7 2,5 13,4 13,3 69,1 3,7 -7,6 24,4
10 42,3 3,0 5,8 11,3 37,6 5,5 6,1 11,0
méd. desvpad.
ndo tratado| 0,0 8,0
Percentagem de Inibigio de c-Met Total de MKN45
C8-H241 hlgG4 D11-8B8 hgG2
Dose de Mab| méd. desvpad. méd. desvpad. méd. desvpad. méd. desvpad.
(ng/m1)
10000 63,1 1,6 -23,7 4,1 63,0 7,0 14,1 9,1
1000 66,7 4,3 10,4 16,0 62,7 0,6 -2,4 22,4
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(continuacéao)

Percentagem de Inibigdo de c-Met Total de MKN45

C8-H241 hlgG4 D11-8B8 hgG2

Dose de Mab| méd. desvpad. méd. desvpad. méd. desvpad. méd. desvpad.
(ng/ml)

100 61,5 3,4 -3,7 14,4 62,9 2,5 7,3 9,1

10 32,3 4,9 -3,4 13,5 34,5 8,4 15,1 7,0

méd. desvpad.

ndo tratado| 0,0 25,9

Nivel de EOD de c-Met em Meio Condicionado por MKN45 (ng/ml)

C8-H241 hlgG4 D11-8B8 hlga2

Dose de Mab| méd. desvpad. méd. desvpad. méd. desvpad. méd. desvpad.
(ng/ml)

10000 5,1 0,5 7,4 0,7 6,2 0,2 7,0 0,1
1000 6,1 0,8 7,6 0,4 7,2 0,5 7,2 0,5
100 5,4 0,4 7,6 0,8 6,9 1,6 7,2 0,6

10 6,6 0,2 8,4 1,1 6,2 0,4 7,2 0,1

méd. desvpad.

ndo tratado| 8,3 1,0

Exemplo 11

Atividade Agonista de Anticorpos em Células Tumorais Caki-1

na Auséncia de HGF

As células de carcinoma renal Caki-1 proliferam
em resposta a HGF. A ativacdo de c-Met em células Caki-1
através de anticorpos de c¢c-Met na auséncia de HGEF ¢é
examinada neste exemplo para avaliar a atividade agonista

dos anticorpos de c-Met do presente invento.
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Pocos de placas de cultura de tecidos de 96 pocos
sdo semeados com 5000 células Caki-1 de carcinoma de
células claras de rim humano (ATCC, #HTB-46) em meio de
cultura 5A de McCoy (Invitrogen, #16600) suplementado com
FBS a 10% (v/v), L-glutamina 2 mM (Invitrogen, #25030),
penicilina G a 100 U/500 ml e estreptomicina a 100 npg/500
ml (Invitrogen, #15140). Apds cultura durante 24 horas, as
células sdo privadas de nutrientes em meio pobre em soro
(FBS a 0,5% (v/v)) durante mais 24 horas. As células sdao
entdo cultivadas na presenca de anticorpos anti-c-Met e de

controlo em meio pobre em soro nas concentracdes finais

X

indicadas na Tabela 13 durante 24 horas a 37°C, 95% de
humidade relativa, COz a 5% (v/v). Durante as ultimas seis
horas da cultura, as células sdo pulsadas com timidina-°H
(MP Biomedicals, Solon, OH #24066) a 1 pci/poco a 37°C, 95%
de humidade relativa, COz a 5% (v/v). Em seguida, o meio ¢é
removido e as células sdo lavadas uma vez com DPBS. Apds
isto, s&o adicionados 200 pl de Optiphase Supermix (Perkin-
Elmer, #1200-439) a cada poco. As placas sdo entdo seladas
e 1incubadas durante pelo menos uma hora a temperatura
ambiente. A timidina-°H incorporada nas células ¢ contada

durante 1 min. utilizando um contador de cintilacdbes.

Os dados de uma experiéncia representativa séo

mostrados na Tabela 13.
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Tabela 13

Efeito dos Anticorpos C8 e D11 na Incorporagdo de *H-Timidina em Células Caki-1 na

Auséncia de HGF

CEM Mé&d

Dose de hlgG2 D11- D11- D11- hlgG4 C8- C8- C8-6  mlgG 5D5
anticorpo 8B8 27G3 S17Y col6 H241

(ng/ml)

20000,0 14658 15866 16054 186lc 13704 13112 12797 13194 14224 19893
3333,3 14034 15730 15765 17897 13023 13829 12702 13193 13469 19018

555,6 14048 13997 14536 16620 12393 11359 12116 13494 13200 20043

92,6 14113 13705 14718 15342 12934 11563 12142 12793 13761 15588

15,4 14473 13488 13836 14579 13271 12111 13020 13670 13638 11748

2,6 15517 14097 13325 14867 13858 13713 14407 14126 13766 12520

0,4 14341 14411 1359 14618 13412 14080 14142 14601 14357 12896

0,1 16947 15319 17690 15899 13547 15567 15530 16121 13797 14383

0,0 14992 14992 15237 15237 14622 13889 14622 13889 14531 14531
ErrPAD.

20000,0 398 737 549 345 219 642 268 96 465 807

3333,3 358 959 538 466 84 1086 380 382 927 954
555,6 343 809 705 284 478 437 216 4 397 505
92,6 428 502 728 237 447 292 445 212 706 394
15,4 232 737 729 160 487 267 305 107 514 318
2,6 386 173 295 404 339 299 291 711 91 221
0,4 357 568 508 392 317 556 656 281 331 323
0,1 262 550 1108 326 381 601 583 536 229 145
0,0 310 310 394 394 364 554 364 554 238 238

Rbreviaturas: Méd. = média; CPM = contagens por minuto; ErrPAD. = Erro Padrdo

Estes dados demonstram que o0s anticorpos de c-Met
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C8-H241, C8-6, C8-co-16, e D11-8B8 ndo aumentam significa-
tivamente a tomada de timidina-[metil-°H] em células Caki-1
em comparacdo com a dos controlos do isotipo de IgG. DI11-
C27G3 e D11-S17Y exibem uma estimulacdo baixa, variéavel,
mas estatisticamente significativa da tomada de timidina-
[metil-3H] em células Caki-1 em comparacdo com a do
controlo do isotipo de IgG. O anticorpo agonista de c-Met
de controlo 5D5 induz uma tomada mais forte de timidina-
[metil-3H] gque a dos presentes anticorpos de c-Met em

células Caki-1 sob as mesma condigdes experimentais.

Exemelo 12

Atividade Agonista de Anticorpos em Hepatdcitos Humanos

Primdrios na Auséncia de HGF

A atividade agonista dos presentes anticorpos de
c-Met ¢é ainda avaliada em hepatdécitos humanos priméarios

(PHH) , gue respondem a HGF, na auséncia de HGF.

Células PHH ©plaqueédveis criopreservadas (KQG
Celsis, Chicago, IL, RD #00002) s&do descongeladas a 37°C e
ressuspensas a 175000 células/ml em meio InVitroGRO CP
(Celsis, #7299029) com uma mistura de antibidticos torpedo
(Celsis, #Z99000). Foram adicionados 0,2 ml de células PHH
ressuspensas por poco a placas de microtitulacdo de 96

pocos revestidas com colagénio I (BD, Franklin Lakes, NJ,
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#354407) a 35000 células/poco, e as células sdo incubadas
durante 24 horas a 37°C, COz a 5% (v/v). O meio de cultura
é entdo aspirado e 150 pl de meio InVitroGRO HI (Celsis,
#7299009) com mistura de antibidéticos torpedo mais BSA a
0,1% (p/v) sdo adicionados por pocgo, mais 50 npl de
anticorpos de <c-Met e de controlo num intervalo de
concentracdes finais de 10 pg/ml a 0,0032 pg/ml, ou HGF a
uma concentracdo final de 200 ng/ml, em meio InVitroGRO HI
com mistura de antibidéticos torpedo mais BSA a 0,1% (p/v).
As células s&o incubadas durante 48 horas a 37°C, CO2 a 5%
(v/v), e 10 nul de timidina-[metil-*H] 0,1 mCi/ml (MP
Biomedicals, Solon, OH, #24066) sdo adicionados por poco
durante pelo menos 6 horas de incubacdo. As placas de
ensaio s&do congeladas a -70°C, descongeladas a 37°C, e
colhidas para placas UniFilter-96, GF/C (Perkin Elmer,
Waltham, MA, #6005174) wutilizando um Filtermate Harvester
(Perkin Elmer). As placas UniFilter sdo secas, sédo
adicionados 20 pul por poco de cintilante Microscint 0
(Perkin Elmer, #6013611), e as placas sdo contadas num
contador de cintilacdes liquidas 1450 Microbeta (Perkin

Elmer) .

A Tabela 14 mostra a média de tratamentos em
triplicado com desvios padrédo, e é representativa de trés

experiéncias repetidas.
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Tabela 14

Efeito de Varics Antiocorpos (8 e D1l na Incorporacdo de H-Timidina em Hepatdcitos Huranos Primdrios na

Ruséncia de HGF

Doses:

10 pg/ml 2 pg/ml 0,4 pg/ml 0,08 pg/mlL 0,016 pg/ml  0,0032 ug/ml

ce b

D11-8B3 Igx2 |1703,7| 140,1 (1427,Q1 120,3 (1231,0] 232,4 |1122,% 188,3 |715,3| 25,8 |611,0 61,5
DI1-C27G3| TIog& |2145,7 171,0 |1874,0 443,4 (1753,0] 199,8 [1283,3 131,6 |892,0( 109,3 |692,7 23,0

DL1-S17Y T2 |3155,00 594,2 |2566,00 173,1 |1911,0] 348,3 [1458,7 132,7 [919,7| 47,5 [726,3 131,7

Ca-H241 Ig#4 | 671,0| 61,0 |710,3| 8.8 [681,3| 13,7 |669,3| 77,0 |630,0f 37,2 |625,00 65,5
Groo-16 Ig# | 952,0| 36,0 [822,0| 88,4 [670,0| 23,3 |767,3| 12,6 |715,7| 12,5 |828,7 85,2

C8-6 I |1042,3 91,3 |8%2,3| 107,0 |801,7| 77,4 |792,3] 48,4 |769,7| 109,9 [736,3 43,1

505 mlgGl |4978,0 59,9 |4912,3 287,7 |3763,7 292,1 [3320,7 40,1 [1716,3 324,1 |821,7 175,3

hlg® | cotwlo | 650,0| 39,4 |643,7| 11,7 (711,7| 16,6 |836,0| 61,0 |748,3[ 57,7 |799,7 80,3
b isctipy
hlg# | cotwlo | 647,3| 77,1 735,01 33,8 |717,3| 19,4 |819,0( 44,2 |848,3| 75,1 (806,7 79,7
b isotipy
mlgGl | catwolo | 616,7| 24,8 | 581,01 81,8 |601,0| 82,0 |59,0| 78,6 |588,7| 43,0 [675,0] 73,0

b isotipy)

méd. desvpad,
HF 200 rg/l |6292,7  733,0

rio tratacb 615,1 83,9

Os dados demonstram gque em comparacdao com 0S8
controlos do isotipo de IgG, os presentes anticorpos de c-
Met C8-H241 n&do aumentam significativamente a tomada de
timidina-[metil-3] em células PHH; C8-6, C8-co-16, D11-8BS,
D11-C27G3, e DI11-517Y exibem uma estimulacdo Dbaixa,
variavel, mas estatisticamente significativa da tomada de

timidina-[metil-3H]. No entanto, a atividade agonista dos



PE2358755 - 98 -

presentes anticorpos de c-Met é significativamente inferior
a do anticorpo de c-Met de controlo 5D5. O anticorpo
agonista 5D5 estimula a proliferacdo de PHH de um modo
dependente da dose, com um aumento de 5 vezes a uma
concentracdo de 3 npg/ml. A 200 ug/ml, HGF estimula um
aumento de 5 vezes na tomada de timidina-°H. O mAb C8-H241

ndo induz proliferacdo mesmo quando utilizado a 10 pg/ml.
Resultados semelhantes sdo obtidos em células

epiteliais renais humanas HK2, que também proliferam em

resposta a estimulacdo de HGF.

Exemplo 13

Efeito dos Anticorpos na Morfogénese Tubular em Células

HepG2 na Auséncia de HGF

HGF induz alteracdes morfogénicas tubulares em
células HepG2 criadas em Matrigel™ (Becton-Dickinson,
#354234), um material de matriz extracelular contendo
componentes da membrana basal. Nesta experiéncia, a
atividade agonista semelhante a HGF de anticorpos do
presente 1invento em inducdo de alteracdes morfogénicas

tubulares em células HepG2 é avaliada.

Células HepG2 (ATCC, #HB-8065) sdo cultivadas em
DMEM suplementado com EFBS a 10%. 100 pl de uma solucdo de
Matrigel™ (Matrigel™, Becton-Dickinson) diluido em Opi-MEMI
(Invitrogen, #31985) suplementado com FBS a 10% (v/v), L-

glutamina 2 mM (Invitrogen, #25030), penicilina G a 100
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U/500 ml e estreptomicina a 100 ng/500 ml (Invitrogen,
#15140) sdo plagueadas em pocos de placas de cultura de
tecidos de 96 pocos (Costar, #3596). Apds a solucdo de
Matrigel™ solidificar, s&do adicionadas 2000 células HepG2
em 50 pl de meio de cultura suplementado com soro a 10%. Em
seguida, anticorpos de c¢c-Met e de controlo a uma
concentracdo final de 50 upg/ml, ou HGF a uma concentracdo
final de 50 ng/ml, s&do adicionados as células. As células
sdo criadas durante 4 dias a 37°C numa atmosfera
humidificada contendo CO; a 5% (v/v). Apbds 4 dias, o meio
do topo é removido e substituido por 50 ul de violeta de p-
Iodonitro-tetrazdélio (Sigma, #18377) a 1 mg/mL em PBS, e as
células sé&do incubadas durante mais 48 horas sob as mesmas
condicdes. Sdo tiradas fotografias da &rea corada de 32 mm,
que sdo analisadas wutilizando Image-Pro Plus 6 (Media

Cybernetics, Inc., MD).

Os dados de uma experiéncia representativa, para

anticorpos a 50 pg/ml, sdo mostrados na Tabela 15.

Tabela 15

Efeito dos Anticorpos C8 na Morfogénese Tubular em Células HepG2

Anticorpo (50 pg/ml) hlgG4 C8-H241 C8-col6 C8-6 | mlgG | 5D5 | NGE' (50
ng/ml)
Morfogénese tubular nenhuma nenhuma nenhuma 1,2 1,2 4,9 5,4

estimulacdo | estimulacio | estimulacéo

Atividade agonista

(vezes de estimulacio)
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Estes dados demonstram que HGF e o anticorpo
agonista de controlo 5D5 induzem alteracdes morfogénicas
tubulares de aproximadamente 5 vezes em células HepG2 em
comparacdo com o controlo do isotipo. Em contraste, os
presentes anticorpos de c-Met C8-H241 e C8-col6 ndo induzem
alteracdes morfogénicas tubulares significativas em células
HepG2 sob as mesmas condic¢des, enquanto o anticorpo de c-

Met C8-6 induz apenas um baixo nivel de estimulacéo.

Resultados semelhantes sdo obtidos com o mAb D11-

Exemelo 14

Efeito dos Anticorpos na Motilidade Celular: Ensaio de

Dispersdo de DU1l45 e Ensaio de Risco em Células H441

Apbs estimulacdo com HGF, células de cancro da
prbdstata DU145 dissociam-se uma das outras e células H441
preenchem um risco feito numa camada de células confluen-
tes. As células H441 exibem um elevado nivel de expresséo
de c¢-Met e fosforilacdo constitutiva deste recetor, mas
ainda respondem a HGF. As experiéncias seguintes avaliam o
efeito agonista dos anticorpos do presente invento na
motilidade celular num ensaio de dispersdo e num ensaio de

risco.
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Ensaio de Dispersdo de Células DU145

Células DU145 (ATCC, # HTB-81) cultivadas em meio
MEM (Invitrogen, #11095) + FBS a 10% (Invitrogen, #10082) a
37°C sob CO; a 5% (v/v) s&do plaqueadas a 2x10° células/poco
em 70 pl de volume em placas de 96 pocos ViewPlate negras
(Perkin Elmer, Waltham, MA, #6005182) e incubadas de um dia
para o outro a 37°C sob CO; a 5% (v/v). Os anticorpos de c-
Met e de controlo s&do diluidos em meio de cultura de
células e adicionados a uma concentracdo final de 20 pg/ml,
e o0 HGF ¢ adicionado a uma concentracdo final de 20 ng/ml,
cada num volume de 30 pl com doze replicados, e incubados
durante 48 horas a 37°C sob CO2 a 5% (v/v). O meio & entdo
aspirado e as células sdo fixadas em formaldeido a 2%
durante 15 min. a temperatura ambiente. 0s pocos sé&o
lavados trés vezes com PBS, e sdo adicionados 50 pl de
faloidina Alexa Fluor 488 a 5 U/ml (Invitrogen, #A12379)
durante 30 min. a temperatura ambiente. 0s pocos sé&o
lavados trés vezes com PBS e sdo adicionados 50 pl de
iodeto de propidio 15 uM (Invitrogen, #P3566). A placa ¢é
subsequentemente lida num citdédmetro de microplacas de
fluorescéncia de varrimento laser Acumen Explorador™ (TTP
Labtech 1td., Cambridge, MA) utilizando suporte 1dégico
Jockyss para determinar a percentagem de células DU145 nas

coldnias.

Os resultados sdo mostrados na Tabela 16.
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Tabela 16

Efeito dos Anticorpos C8 e D11 na Dispersdo de Células DU145

Percentagem de Células DU145 nas Coldénias

C8-H241| C8-6 | C8-co-16| hIgG4 |D11-8B8| hIigG2| 5D5 | HGF | N&o tratado

Média 24,13 | 23,29 23,69 24,41 25,57 | 25,67 14,45 8,15 26,53

Desv. Pad.| 3,35 | 1,37 2,30 2,02 1,98 | 3,13 0,32 | 1,23 2,44

Os dados demonstram que o mAb de c-Met agonista
5D5 e HGF, mas ndo os mAb de c-Met C8-H241, C8-co-1l6, C8-o0,
ou D11-8B8, estimulam significativamente a dispersdo/mo-

tilidade de células DU145.

Ensaio de Risco de Células H441

Para o ensaio de Risco de H441, células H441
(ATCC, # HTB-174) s&do cultivadas em RPM1-1640 (Invitrogen,
#11835); FBS a 10% (v/v) (Invitrogen, #10082); L-glutamina
2 mM (Invitrogen, #25030); penicilina G a 100 U/500 ml, e
estreptomicina a 100 pg/500 ml (Invitrogen, # 15140), e
semeadas a 1x10° células/2 ml/poco em placas de cultura de
tecidos de 6 pocos (Costar, #3598) no meio de cultura. As
placas s&do incubadas durante 3 dias sob 95% de humidade
relativa e CO2 a 5% (v/v). O meio é entdo aspirado, e as
células sdo privadas de nutrientes em meio pobre em soro
(FBS a 0,5% (v/v) em meio RPMI) durante 16 horas. As
camadas de células confluentes no fundo dos pocos sé&o
riscadas com pontas de pipetas de 5 ml no meio de cada
poco, e as células a flutuar sdo aspiradas. As restantes

células sdo lavadas 1x com meio pobre em soro. Meio pobre
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em soro é adicionado, e as &areas riscadas sdo visualizados
utilizando um microscépio de campo claro com uma objetiva
de 4x. Estes intervalos sdo definidos como Intervalos as 0

horas.

Os anticorpos de teste sdo adicionados as células
a uma concentracdo final de 10 pg/ml, seguido de incubacédo
a 37°C sob CO2 a 5% (v/v) durante 16 horas. HGF é testado a
uma concentracdo final de 200 ng/ml. Cada grupo de
tratamento ¢ testado pelo menos em pocos em duplicado. As
dreas riscadas s&do novamente visualizadas usando um
microscépio de campo claro as 16 horas. Estes intervalos

sdo definidos como Intervalos as 16 horas.

O efeito dos anticorpos de c¢c-Met ou HGEF no
movimento das células H441 para preencher os intervalos é

calculado da seguinte forma:

Percentagem de alteracio média

Grupo de trataments {Intervale s 0 horas — Intervalo &s 16 horas) 160
= < % 100

Grupo de melo médin (Intervalo &5 0 haras — Intervalo s 16 horas}

Os resultados sdo mostrados na Tabela 17.

Tabela 17

Efeito dos anticorpos C8 no Ensaio de Risco de H441

Anticorpo (10 pg/ml) % Méd. Desv. Padr.

Meio 100 7

hIgG4 98 9
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(continuacéao)

Efeito dos anticorpos C8 no Ensaio de Risco de H441

Anticorpo (10 pg/ml) % Méd. Desv. Padr.
C8-H241 98 9
C8-6 102 4
mIgGl 98 18
mAb 5D5 244 4
HGF (200 ng/ml) 364 9

Os dados demonstram que o mAb agonista de c-Met
5D5 e HGF estimulam o movimento de células
H441/preenchimento das &reas riscadas. Sob as mesmas
condicdes, o0s mAb de c-Met C8-H241 e C8-6 ndo estimulam a

motilidade das células H441.

Exemplo 15

Efeito dos Anticorpos de c-Met na Capacidade de Invasdo de

Células HepG2

HGF e anticorpos de c-Met agonistas estimulam a
invasdo de células portadoras de c-Met. Este exemplo
examina a atividade agonista dos presentes anticorpos de c-
Met num ensaio de invasdo celular empregando células HepG2,

que respondem a HGF num ensaio de invaséo.

Células HepG2 (ATCC, #H-8065) sdo privadas de

nutrientes de um dia para o outro em meio MEM isento de
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soro (Invitrogen, #11095) e depois 5x10% células num volume
total de 500 pul s&o adicionados a cada poco da camara
superior de uma camara de invasdo de Matrigel (BD, Franklin
Lakes, NJ, #354483), com a cémara inferior contendo os
anticorpos num volume total de 750 pl de meio isento de
soro a uma concentracdo de 10 pg/ml, ou HGF a 50 ng/ml em
meio isento de soro, seguido por incubacdo durante quarenta
e oito horas a 37°C sob COz a 5% (v/v). As células néo
invasoras sdo removidas da cédmara SsSuperior com uma
zaragatoa, seguido por fixacdo da membrana com etanol a 95%
e coloracdo com violeta cristal a 0,2% (p/v). Apds lavagem
e secagem, 0 numero de células 1invasoras € contado
utilizando anédlise por suporte 1ldégico Image-Pro Plus 6
Manual Tag (Media Cybernetics, Inc., MD) das fotografias

tiradas de células coradas com uma objetiva de 2,5x.

Os resultados sdo resumidos na Tabela 18.

Tabela 18

Efeito dos Anticorpos C8-, C8, e D1l na Capacidade de Invasdo de Células HepG2

Concentragdo de Nimero Médio de Células por Campo de 2,5x
Anticorpo (jg/ml)

hIgG4 |C8-H241| C8 | mIgGl optD11 5D5 | HGF (50 Meio
ng/ml)

10.00 5,5 3,5 4,3 5,5 19,8 85,0 509, 5 3,5

0,5 0,9 1,3 0,5 4,1 20,4 4,5 0,5
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Os dados demonstram que o mAb de c-Met agonista
5D5 e HGF, mas ndo os mAb de c¢c-Met C8-H241 e (C8 (de
murideo), estimulam a invasdo de HepG2. O mAb de c-Met de

murideo optDll induz invasdo de células HepG2.

Exemplo 16

Os Anticorpos C8 e D11 N&do Protegem Células Caki-1 de

Apoptose Induzida por Estaurosporina

HGF e anticorpos de c¢-Met agonistas protegem
células da morte celular induzida por estaurosporina. Este
exemplo examina a atividade agonista dos anticorpos de c-
Met do presente invento num ensaio de apoptose induzida por
estaurosporina empregando células Caki-1 gque respondem a

HGEF'.

As células Caki-1 (ATCC, #HTB-46) sdo cultivadas
tal como descrito no Exemplo 11, semeadas a 1x104
células/poco em placas de 96 pocos (Costar, #3596) em meio
de cultura, e pré-tratadas com anticorpos (diluidos de
30000 ng/ml para 3 ng/ml no meio de cultura de células), ou
HGF (diluido de 225 ng/ml para 0,02 ng/ml), durante uma
hora seguido de tratamento com estaurosporina 0,1 uM
(concentracdo final) durante quarenta e oito horas a 37°C.
O meio é aspirado e as células sdo lisadas durante 30 min.

com 0,2 ml do componente tampdo de lise do estojo Cell
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Death Detection ELISA (Roche Applied Science, Indianapolis,
IN, #11774425001). Este estojo utiliza 20 pl de cada lisado
para medir a morte celular através de detecdo de fragmentos
de ADN associados a histonas citoplasméaticas tal como
determinado pela absorcdo a 450 nm. Uma densidade o6tica

mais elevada a 450 nm indica maior apoptose.

Os resultados mostrados na Tabela 19 demonstram
que HGF, mas ndo os mAb de c-Met C8-H241, C8-6, e D11-8RBS,
protege células Caki-1 de apoptose induzida por

estaurosporina.

Tabela 19

Efeito dos Anticorpos de c-Met em Apoptose Induzida por Estaurosporina em Células Caki-1

Dose de anti- Média A450 rm
corpo (ng/ml) hIigG4 |C8-H241| C8-6 HGF hIgG2 |D11-8B8| Meio | STS*
3 0,95 0,83 | 1,09 | 0,97 (0,02 ng/ml) | 0,95 1,02 | 0,24 | 0,87
30 0,98 0,84 | 1,02 10,93 (0,23 ng/ml) | 0,91 0,91
300 0,87 0,86 | 0,97 |0,73 (2,25 ng/ml) | 0,95 0,81
3000 0,98 0,85 | 0,92 10,58 (22,5 ng/ml) | 0,95 0,91
30000 0,91 0,9 | 0,96 | 0,45 (225 ng/ml) | 0,94 0,87
ErrPAD.
3 0,03 0,02 | 0,19 0,02 0,07 0,01 | 0,01 ] 0,03
30 0,03 0,01 | 0,14 0,06 0,00 0,11
300 0,10 0,03 | 0,06 0,03 0,02 0,02
3000 0,04 0,01 | 0,12 0,01 0,06 0,02
30000 0,00 0,01 | 0,13 0,06 0,04 0,03

*STS: Estaurosporina
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Exemplo 17

Efeito de Anticorpos C8- na Angiogénese

HGF e anticorpos de c-Met agonistas estimulam a
angiogénese. Os anticorpos de c-Met do presente invento sé&o
avaliados quanto a esta propriedades funcional agonista no
ensaio de formacdo de tubos em co-cultura de ADSC/ECFC.
Células estaminais derivadas de adiposo (ADSC) expressam
HGF; as células formadoras de coldénias endoteliais (ECFC)

formam tubos em resposta a estimulacdo por HGF.

ADCS (Lonza, Allendale, NJ, #PCT-5006) s&ao disso-
ciadas, ressuspensas em meio basal (meio MCDB-131 (Sigma,
St. Louilis, MO #M8537)) + 2-fosfato de &cido L-ascdrbico a
30 pg/ml (Sigma #A8960), dexametasona 1 upM (Sigma #D4902),
tobramicina a 50 pg/ml (Sigma #T4014), r-transferrina Cell
Prime AF a 10 pg/ml (Millipore #9701) + Nucellin a 10 pg/ml
(insulina recombinante humana de Lilly)), plagueadas a
4x104 células/poco em placas de 96 pocos, e incubou-se de
um dia para o outro a 37°C sob COz a 5% (v/v). O meio é
aspirado e heparina sdédica a 500 pg/ml (Sigma, #H3393) ¢é
adicionada em meio basal a 100 pl/poco; as células séo
entdo incubadas durante 1 hora a 37°C. Os pocos sdo
aspirados, lavados uma vez com 100 pl de meio basal, e séo

adicionadas ECFC como se segue: ECFC (EndGenitor
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Technologies, Inc., Indianapolis, IN #EGT-ECFC100506) sé&o
dissociadas, lavadas em meio basal, ressuspensas em meio
basal, e adicionadas a 4x10° células/poco sobre ADSC em
placas de 96 pocos. Apds 4 horas de incubacdo a 37°C, HGF e
os anticorpos sdo diluidos no meio de cultura de células e
adicionados a pocos separados nas seguintes concentracdes
finais: HGF: 100 ng/ml; anticorpos: 10 pg/ml. O anticorpo
de HGEF (R&D Systems #AB-294-NA) ¢ também adicionado a
concentracdo final de 10 pg/ml. As células sdo incubadas
durante mais 4 dias a 37°C. Os pocos sdo aspirados, e sdo
adicionados 100 pl/poco de paraformaldeido a 1%, seguido de
incubacdo durante 20-30 min. As células sdo lavadas trés
vezes com PBS-BSA (BSA a 0,1%, Invitrogen #15260-037) e
tratadas com 50 pl de anticorpo anti-CD31 humano a 1 npg/ml
(R&D Systems, #AF806) durante 1 hora a 37°C ou de um dia
para o outro a 4°C. As células sdo lavadas duas vezes com
PBS-BSA e tratadas com 50 mnpl de anti-IgG de ovelha
conjugado com AlexaFluor488 a 4 npg/ml (Invitrogen, #A11015)
durante 1 hora a temperatura ambiente. As células séo
lavadas duas vezes com PBS-BSA e coradas com 100 pl de
corante Hoechst3342 e lidas num Cellomics ArrayScan (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA). O suporte ldégico vHCS View
Versdo 1.4.6 é utilizado para determinar as &reas totais de
tubos, que sdo utilizadas para avaliar o efeito dos véarios

anticorpos e de HGF na estimulacdo de angiogénese.

Os resultados sdo mostrados na Tabela 20.
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Tabela 20

Efeito de Anticorpos C8- na Formagdo de Tubos em Células ECEC

Area Total de Tubos

Maio Basal | hIgG4 | C8-H241| C8-6 | mIgGL 5D5 b HGF | HGF

Méd. 67753,3 | 90134,3| 22979,7| 65224,0 | 125538,3 | 147237,3 | 22824,3 |212104,7

Desv. Pad. 24221,6 [ 17741,1| 604,9 | 18275,9| 34702,4 | 18748,1 6586,0 | 16588,5

Os resultados demonstram que C8-H241 e C8-6 nédo
estimulam a formacdo de tubos em comparacdo com o meio ou
08 seus correspondentes anticorpos de controlo do isotipo,
enquanto HGF e o mAb agonista 5D5 estimulam significati-

vamente a formacdo de tubos.

Exemplo 18

Inibicdo do Crescimento de Células Tumorais Independentes

de HGF e Dependentes de HGF em Modelos de Xenoenxerto

A inibicdo do crescimento de células tumorais
independentes de HGF e dependentes de HGEF através de
anticorpos de c¢-Met do presente invento é examinada em
ensaios 1in vivo empregando modelos de xenoenxerto de
ratinho de células MKN45 e U87MG (glioblastoma humano),
respetivamente. As células MKN45 expressam constituti-
vamente niveis elevados de c-Met e fosforilacdo de c-Met na
auséncia de HGF. As células U87MG segregam HGEF de um modo

autdécrino, e respondem a HGF.

Células MKN45 (Japan Health Sciences Foundation,

Health Science Research Resource, #JCRB0254) s&do expandidas
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em cultura tal como descrito no Exemplo 8, tripsinizadas
para células individuais, colhidas e ressuspensas em PBS.
Dois milh&es de células MKN45 em PBS sdo injetados por via
subcutdnea no flanco traseiro de ratinhos nus atimicos (Har-
lan, Indianapolis, IN). Anticorpos de c-Met e corresponden-
tes anticorpos IgG2 e IgG4 sdo diluidos em PBS, pH 7,2, e
administrados numa base semanal através de injecdo intrave-
nosa comecando a partir dos 3 ou 7 dias apds a implantacdo
de células tumorais a 1, 5, ou 20 mg/ml. A inibicdo do
crescimento de células tumorais ¢é determinada através da
medicdo tridimensional com pagquimetro dos volumes tumorais
duas vezes por semana durante o curso do tratamento. O peso

corporal é medido como uma medida geral da toxicidade.

Células U87MG (ATCC, #HTB-14) s&do cultivadas em
MEM (Invitrogen, #11095) a 37°C, expandidas em cultura,
tripsinizadas para células individuais, colhidas, e ressus-
pensas em PBS (Invitrogen, # 14190). Cinco milhdes de
células sdo injetados por via subcutédnea no flanco traseiro
de ratinhos nus atimicos (Harlan, Indianapolis, 1IN). Os
anticorpos de c-Met sdo diluidos em PBS, e administrados
numa base semanal através de injecdo intravenosa nas doses
indicadas na Tabela 22 comecando 7 dias apds a implantacédo
das células tumorais. O anticorpo de controlo IgG4 &
administrado a 10 mg/kg. A 1inibicdo do crescimento de
células tumorais é determinada através da medicado
tridimensional com paquimetro dos volumes tumorais duas
vezes por semana durante o curso de tratamento. O peso

corporal é medido como medicdo geral da toxicidade.



PE2358755 - 112 -

A eficdcia antitumoral de quatro anticorpos, D11-
8B8, C8-H241, C8-6, e C8-Co-16 no modelo de xenoenxerto de
células MKN45 estd resumida na Tabela 21. A "% méxima de
inibic&do" representa a percentagem de inibicédo do
crescimento tumoral em comparacdo com o tratamento com o

anticorpo de controlo correspondente (0% de inibicdo).

Quando administrados em doses de 5 mg/kg ou 20
mg/kg, todos os quatro anticorpos de c-Met produzem uma
inibicdo significativa do crescimento de células tumorais
MKN45 em comparacdo com 0S seus correspondentes controlos

de isotipo de IgG.

Tabela 21

Efeito de Anticorpos C8- e D11l- no Crescimento In Vivo de

Tumores MKN45 Independentes de HGF

Anticorpo |Nivel de dose % Maxima de Valor de p
(mg/kg) Inibigédo
D11-8B8 5 53 p<0,05
20 56 p<0,01
C8-H241 1 39 NS
5 63 p<0,01
20 51 p<0,05
C8-6 1 60 p<0,001
5 59 p<0,01
20 73 p<0,001
C8-Co-16 1 36 NS
5 60 p<0,001
20 85 p<0,001




PE2358755 - 113 -

Uma inibicdo dependente da dose do crescimento de
células tumorais através de C8-H241 é também observada no
modelo de xenocenxerto de células U87MG dependentes de HGF,
tal como resumido na Tabela 22. A "% Maxima de Inibicédo"
representa a percentagem de inibicdo do crescimento tumoral
em comparacdo com o tratamento <com o© correspondente

anticorpo de controlo IgG4 (0% de inibicédo).

Tabela 22

Efeito do Anticorpo C8-H241] no Crescimento In Vivo do Tumor

U87MG Dependente de HGF

Anticorpo Nivel de dose % Maxima de Valor de p
(mg/kqg) Inibicdo
C8-H241 0,1 45,2 NS
C8-H241 0,3 86, 8 p<0,001
C8-H241 1 91,9 p<0,001
C8-H241 3 91 p<0,001
C8-H241 10 94,8 p<0,001

A 5 e 20 mg/kg, o anticorpo C8-H241 também inibe
o crescimento do tumor de xenoenxerto de cancro do pulmio
de células ndo pequenas H441 a 58% e 060%, respetivamente.
As células H441 exibem um elevado nivel de expressdo de c-
Met e fosforilacdo constitutiva de c¢-Met, mas respondem

ainda a HGF.
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Exemplo 19

Redug¢do por Anticorpos do c-Met Total e Fosforilado em

Tumores de Xenoenxerto MKN45

A atividade in vivo do anticorpo de c-Met C8-H241
no c-Met total e no c-Met fosforilado em ratinhos possuindo
tumores de xenoenxerto MKN45 (independente de HGF) & inves-
tigada neste exemplo. Uma reducdo dependente da dose tanto
do c-Met total como do c-Met fosforilado (na tirosina 1349)

é observada 24 horas apdés a administracdo do anticorpo.

Células MKN45 s&o expandidas em cultura tal como
descrito no Exemplo 8, tripsinizadas, e colhidas. Dois
milhdes de células MKN45 em PBS sdo injetados subcutanea-
mente no flanco traseiro de ratinhos nus atimicos (Harlan,
Indianapolis, IN). O anticorpo de c-Met C8-H241 é diluido
em PBS, pH 7,2, e administrado através de injecdo intra-
venosa oito dias apds o implante das células tumorais a
2,5, 5, 10, 20, e 40 mg/kg. O anticorpo de controlo hIgG4 é
administrado a 40 mg/kg. Apds 24 horas de tratamento, os
tumores s&do removidos, rapidamente congelados, armazenados
temporariamente a -80°C, e lisados em tampdo de lise (&cido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) 5 mM, &cido etilenogli-
col-bis (b-aminoetil)-N,N,N',N'-tetraacético (EGTA) 5 mM,

HEPES 50 mM, pirofosfato de sdédio 20 mM (ThermoFisherScien-
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tific, #S$390-500), NaCl 150 mM, NaF 20 mM, octilfenoxi-
polietoxi-etanol (TRITON®-X 100) a 1% (v/v), 1inibidor
completo de proteases, livre de EDTA (Roche, Basel, Suica,
#1836153), mistura I de inibidores de fosfatases (Sigma
#P2850), e mistura II de inibidores de fosfatases (Sigma

#P5726)) .

ELISA de c-Met Total

Para o ELISA de c-Met total, um anticorpo de
captura de c-Met é diluido em tampdo de revestimento Bup H
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, #28382) a 2 ng/ml.
100 pl do anticorpo diluido s&@o adicionados por pogo as
placas de ELISA (ThermoFisherScientific, Waltham, MA
#439454), e as placas sdo incubadas de um dia para o outro
a 4°C. Os pocos sdo aspirados, lavados duas vezes com TBS-
T, e depois blogqueados com 200 pl de tampdo de bloqueio
(TBS-T mais BSA a 2% (p/v)) durante 1 hora a temperatura
ambiente. As placas sdo lavadas duas vezes com TBS-T. Em
seguida, sé&do adicionadas diluicdes de lisados de tumor ou
dominio extracelular de c-Met (aminoadcidos 25-932 de SEQ ID
NO: 75), e as placas sdo incubadas de um dia para o outro a
4°C. As placas sdo entdo lavadas trés vezes com TBS-T. 100
pl de 0,5 pg/ml de mAb 5D5 biotinilado (como segundo
anticorpo de c¢c-Met que se liga a um epitopo de c-Met
diferente do anticorpo de captura) diluido em tampdo de

blogueio sdo entdo adicionados a cada poco, e as placas sé&o
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incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente. Em
seguida, as placas sdo lavadas trés vezes com TBS-T. 100 nul
de estreptavidina conjugada com peroxidase diluida 1/10000
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, #016-
030-484) em tampdo de bloqueio sdo entdo adicionados, e a
mistura ¢é incubada durante 1 hora a temperatura ambiente.
As placas sdo entdo lavadas trés vezes com TBS-T. 100 pl de
solucdo de 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (BioFX, #TMBW-
1000-01) s&o adicionados a cada poco, seguido pela adicéo
de 100 pl de solucdo de paragem (BioFX, #LSTP-1000-01). As
placas sdo lidas a 450 nm utilizando um leitor de placas
SpectraMax 250 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) com

suporte ldégico SOFTmax Pro 3.1.2 (Molecular Devices).

ELISA de c-Met Fosforilado

Para o ELISA de fosfo-c-Met, um anticorpo de
captura de c-Met ¢é diluido em tampdo de revestimento Bup H
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, #28382) a 2 ng/ml.
100 pl do anticorpo diluido sé&do adicionados por pogo as
placas de ELISA (ThermoFisherScientific, Waltham, MA
#439454), e as placas sdo incubadas de um dia para o outro
a 4°C. Os pocos sdo aspirados, lavados duas vezes com TBS-
T, e depois bloqueados com 200 pl de tampdo de blogqueio
(TBS-T mais BSA a 2% (p/v)) durante 1 hora a temperatura
ambiente. As placas sdo lavadas duas vezes com TBS-T. Em

seguida, sdo adicionados 1lisados de células MKN45, e as
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placas sé&do incubadas de um dia para o outro a temperatura
ambiente. As placas sdo entdo lavadas trés vezes com TBS-T.
100 pl de anticorpo de c-Met anti-pY¥1349 a 0,5 pg/ml (Cell
Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, #3121)
diluido em tampdo de bloqueio sdo entdo adicionados a cada
poco, e as placas sdo incubadas durante 2 horas a
temperatura ambiente. Em seguida, as placas s&do lavadas
trés vezes com TBS-T. 100 pl de anti-IgG de coelho conju-
gado com peroxidase diluido 1/10000 (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA, #111-035-144) em tampdo de
bloqueio sdo entdo adicionados, e a mistura ¢ incubada
durante 1 hora a temperatura ambiente. As placas sdo entédo
lavadas trés vezes com TBS-T. 100 wpl de solucgdo de
3,3'",5,5"-tetrametilbenzidina (BioFX, #TMBW-1000-01) sé&o
adicionados a cada poco, seguido pela adicdo de 100 pl de
solucdo de paragem (BioFX, #LSTP-1000-01). As placas sé&o
lidas a 450 nm utilizando um leitor de placas SpectraMax
250 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) com suporte 1ldégico

SOFTmax Pro 3.1.2 (Molecular Devices).

Os resultados sdo mostrados na Tabela 23.

Os dados demonstram que o tratamento in vivo de
tumores de xenoenxerto de MKN45 com mAb C8-H241 durante 24
horas reduz de forma méxima o c-Met total em aproxima-
damente 43%, e o c-Met fosforilado em aproximadamente 73%,

sob estas condicdes.
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Tabela 23
Reducdo do c-Met Total e Fosforilado em Tumores de Xencenxerto de MKN45 Apds 24 Horas de
Tratamento com Anticorpo de c-Met C8-H241 in vivo
Reducgéo do c-Met Total
% de inibigdo C8-H241 hIgG4
PBS 2,5mpk | 5 mpk 10mpk | 20 mpk | 40 mpk | 40 mpk
% média de -88,51 -8,43 4,26 25,07 42,85 30,62 0,00
desv. padr. da % 62,63 -8,43 36,84 26,88 17,67 35,95 41,23
Redugdo do c-Met Fosforilado
% de inibigdo C8-H241 hIgG4
DBS 2,5mpk | 5 mpk 10mk | 20 mpk | 40 mok | 40 mpk
% média de 12,16 22,89 17,56 53,21 67,04 73,42 0,00
desv. padr. da % 23,89 22,89 37,05 9, 90 6,58 7,04 48,81
mpk: mg/kg

Sequéncias de Aminocadcidos e Nucledtidos

Sequéncias de Aminoacidos de Regido Variavel de Cadeia Leve

D11-S17Y (SEQ ID NO:

FIVLTQSPGTLSLSPGERATISCSVSSSISSTNLHW Y QOKPGOAPRLLIYGTSYLAS

1)

GIPDRFSGSGSGIDFTLTISRLEPEDFAVY Y COOWSSYFYSFGOGTKLEIK

D11-8B8 (SEQ ID NO: 2)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLECSVSSSISSTNLEWYQQKPGQAPRLLIYGTSYLAS
GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVY YCQOWSSYPYSFGOGTRLEIR
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D11-C27G3 (SEQ ID NO: 3)

EWVLTOSPOTLSLSPGERATLSCSVSSSISSTNLHWY QORPGQAPRLL.Y GTSRLRS
GIPDRFSGSGSCTDFTLTISRLEPEDTAVY YCOQOQWSSY PYSFOQGTKLEIK

C8-6 (SEQ ID NO: 4)

DIOMTQSPSSLSASVGDRYTITCSVSSSVSSIYLHWY QQKPGKAPKLLIYSTSNLAS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATYYCIQYSGYPLTFGGGTEVEIK

C8-H241 (SEQ ID NO: 5)

DIOMTQSPSSLEASVGDRVTITCEVEEAVASIYLHWY QQEPGKAPKLLTY STENLAS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPERDFATYYCQVYSGYPLTFGGG TR VEIK

C8-co-16 (SEQ ID NO: 6)

POMTOSPSSLSAS VEDRVTITCSVSSSVRSTYLH WY QQKPGKAPKLLIYSTSNLA
SGVPSRFSGSGSGTDETLTISSLQPEDIATY YCQVYRGY PLTFGGGTK VEIK

Sequéncias de Acido Nucleico de Regido Variavel de Cadeia

Leve

D11-S17Y (SEQ ID NO: 7)

GARATTGTSTTRACRCASTCTCCAGGIACCUTGICTITEICTUCAGEGEAAAGAGUOAT D
CPCICCTECAGTETCAGITCAAGCTATARGTICCATCAACTTACACTEOTACC AGOAGARR
COPGHCCAGGUTCCCRGGCTUCTCATCTATGGCACATCCTATC TGGCTTC TGEIATCCCA
GACAGCTTCACSTCECACTCEETCTOSEACAGACTTCRACTITCACCATCAGCAGACTGGASG
T GARGATT I TCCAGTETATTAC TG TCAACAGTGGAGTAGTTANCCS TACASTT TGRS
CARGEEACCAAGTTGHEAGATCARK -
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D11-8B8 (SEQ ID NO: 8)

GARATTRTGTTGACGLAGTUICCAGECACLCTRTCTYTRTCTCCAGGEGARAAGAGCTACT
CTCTCOTEUAGCTETCASCTORAGTATRAGT T CACCRRITTAL APTCHTRFCRUPRQAA&
CCTGGCL hC"&CC 2 GGLE CCTCATCTATGSCRCATmP”ACCTGGCTTC”GGLATFFLA
GACAGGYTCAGT GECAGTGEETCTGEGRACAGACTTCACTCTUACT ATIAGCAGAL TGRAR
COTGRAGATTTIGCAGTETATTACTC TCARCAGTGEAGTAGY TACCCOTACAGYITOGGE
CARAGGGACTAAGTTGEAGATCAAR

D11-C27G3 (SEQ ID NO: 9)

TETTCALGCAGTUTCCAGGLACCUTS TC?TThTLELCAHGG&&A&LRGFCAFC
CTCTCOTGRAGTRTCAGCTCRAGTATAAGTTCCACCRACTTAL ”?GGTRCCRGCEG&&A
COTGEUUAGHCTOCCAGGUTCCTCATCTATSCUACATCCAGAITCAGATL TGGUATCOIA
GACAGGTTCAGTGGCAGTGGETCTGGGRCAGACTTCACTO TCACCATCAGCAGALTERAG
COTGRAGATTRTGCAGTCTATTAITGTCAACAGTGEAGTAGTTACCCOGTACAGTTITCEEC
CAAGGEACCARGTTCEAGATCARR

C8-6 (SEQ ID NO: 10)

GACATCCAGRTBACTCAGTC TN CATCCT OO TR IO TGUATCTCTAGGAGIRCASRGTCALD
AT AT TGIAGTGTRAGC TCAAGTCTRAGTTOIAT TTALT TECACTGRTATCASCAGARR
COAGGGAARGCCUCTAAGOT CTS&TCTATA@ ACATCCAACTTGGUTTCTEGAGTTCCA
TCARGGTTCAGTAGCAGTGCATCTRGCACAGATT TCACTU TCACCATCAGIAGTCTECA

1

COTEAAGATT TTGCAACTTACTACTGTATTCAGT ACARTESTTACCCBCTCACGTTCGHC
BEARGGACCAAGGTOGAGATCAAR

C8-H241 (SEQ ID NO: 11)

GACATCCAGATGACCLAGTOTCCATCUTCONTG YOI GCATCTGTAGEAGACAGAGTIACY
ATCACTTGCAGTGTCAGCTE AA‘”G”RACT”C ATTTARCTTGUACTESTATCAGCAGRAS
CCAGGRARAGUCITTAAGCTICTRAT T TATAGCACATCCARCTTOGUTTOTGGAGTCLCA
TCARGGUTYCAGTGGCAGTGEATCTGCGEACAGATIT CALTCTCACCATCAGCAGT CTCCAA
COTGAAGATTTTECRACTYACTACTIGTCAGETGTACAGTESTTACCCOUTCACGTICGRC
GCAGGGACCAAGGTGGAGATCAAL
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C8-co-16 (SEQ ID NO: 12)

GACATCCAGATRACCCARTOTCCATCCTCOO TETO TOCAT CTETAGSASACAGAGTIACY
ATCACTTGCAGTRTCARCTCARS TSP ACSTTCCAT TTANTTECAL PEGTATIAGTAGARY
CCAGGHARAGCCCCTAAGCTOCTGATCTATAGCACATCC AR TTESCTTCTEGAGTICCA
TCAAGGTTCAGTGGECAGTGCATCTGHGACAGATTTCACTOTCACCATCAGCAGTUYGIAR
COTGARGATTTTGCRACTIACTACT G TCAGETOTACAGRGGTTACCLGITCACSTTOEGD
GGAGGGACCAAGGTGGEAGATCARA

Sequéncias de Aminodcidos de Regido Varidvel de Cadeia

Pesada

D11-S17Y (SEQ ID NO: 13)

QVOLVOSCGAEVEKPGSSVEVSCKASGY TFTSRYIHWVROAPGOGLEWMGWIVE
VIGDTYYNEKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVY YCARGY GAFY YW
GOGTLVTVS

D11-8B8 (SEQ ID NO: 14)

QVOLVQSGAEVKKPGSSVEVSCKASG Y TFTSRYIHWVRQAPGQGLEWMGWIYY
VTGDTYYIEKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGYGAFFYWG
QGTLVTVS

D11-C27G3 (SEQ ID NO: 15)

OVOLVQOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGY TFTSRYTHWVRQAPGQGLEWMGWIYP
VIGDTY YREPFKGRVTITADKSTSTAY MELSSLRSEDTAVY YCARGYGAFYYWG
QGTLVIVS

C8-6 (SEQ ID NO: 16)

QVQLVOQSGAEVEKPGASVEVSCKASGY TFTDY YMHWVRQAPGOGLEWMGRY
NPNRGGTTYNQKFEGRYTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARTNWLDY
WGQGTTVIVS
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C8-H241 (SEQ ID NO: 17)

QVQLVGSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFTDY Y MHWVRQAPGQGLEWMGRY
NPNRRGTTYNQRFEGRVIMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARANWLDY
WGQGTTVTVS

C8-co-16 (SEQ ID NO: 18)

QVQLVQSGAEVKKPGASVEVSCKASGYTFTDY YMHWVRQAPGQGLEWMGRY
NPYRGSTTYNQKFEGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARANILDY W
GOGTTVTVS

Sequéncias de Acido Nucleico de Regido Variavel de Cadeia

Pesada

D11-S17T (SEQ ID NO: 19)

CAGETGLAGCTHOTOCALRTCTEEREUTRAGHTGRAGRAGLCTRG
TCCTGCAAGRT

GTCCTLOETEAAGETC
TTEPGEITACACCTTCACARGTACSGTATATACACTEGETSCRACAGHETC
COTEGASRBAGRGCTTCARTOGAT BRGATGEATTTATOCTG TAACT GETGATACTTACTAC

AACGAGAAGTTCA&GGGEA&AGT{AC&&TF»C“"(M(ECﬁAATC WCGRGCACAGTCTAC

ATGHAGOTGAGCAGCCTGAGATCTEAGHACACGHCONTETATTAC TS TEOGAGAGGCTAT

S

SOAGCTTTTTACTACT GGG CAGRGUACCITEETOACCETITCC

(S N

D11-8B8 (SEQ ID NO: 20)

CALGTGCAL CTGGTuVALTCTGG SGUTGAGETGARGRAGCCTGERTCOTCBGTGARSGETS

TCCTGCARGGﬁTTCTGGCTAQ&CSTTCRCAAG?AGGT&TATRCRCTGGGTSCGKCAQQCG
CCTGOACAAGEGC TTGAG TGEATGGGATGEAT TTATCCYGTAAS T GETGATACTTACTALS
ATCGRGAARGTTCARGGGUAGAETCACGATTACCELGRACALMATC CACGAGIACAGCCTAL

L L

SATGHAGCTEAGTAGCCTHRACATCIGAGHACACGEUCETETATTRACTY R TSCEAGAGGUTAT

GETGCTTTTITCTACTGEGGUIAGRGUACCOTEETCAZCGTOTCL
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D11-C27G3 (SEQ ID NO: 21)

CAGGTGCAGCUTRGTGCAGTUTGOGEC TRAGG T BAAGAAGCUTEGETOCTCRGTEANGETT

FCCTEIAAGGCTTCTEEC TACACUT TCACRAGTAGGTATATACACTGRETRCGACAGGCT
COTGEACARGELUTTRACTERAYGEEATGGATTTATCCTETRAACTEGTRATACTTACTAC
AGAGAGT T TCAAGGECAGAGTCACGATTACCGOGLGACRRATCCACGAGCACAGCUTAC
ATGGAGUTGAGCAGCCTHACGATCTGAGERCACGEUCGTGTATTACTGTGCGAGAGGUTAT
GEEECTTTTTARCT AT GLEELERAGLCLCACCCTGGYCACSGTCTCD

C8-6 (SEQ ID NO: 22)

CARGETTCAGCTEETGCAGTLTGETCC TCAGGSTRAR ARG CTRETRCCTIAGTGAAGGTC
TOOTEUAAGGCT GTTACACCTTTACCGACTACTACATGIACTGGETGCATCAGGCC
COTGRTCARGGTCTTGAGTGGATGGETCOTGTIAA TCCTARCL CEERTGETACTACCTAC
ARCCACARATTCSAGGRGOUGTETCACCATGACTACAGACACATCCATGAGCACAGICTAL
ATGEAGUTGCGTAGCCTGUGTTI TGACGACALEGCUGTRTATTACTEYGLGUETACGAAC
TEECTTGAITACTEGEGCCAGCGECACCATICGTLACLGTITCL

C8-H241 (SEQ ID NO: 23)

CAGGTTCAGC TGO TGCAGTITGETCU TCAGG TRAAGAAGRCTAETROUTCAGTRAAGGTC
TCCTGCAAGGTTTCTGGTTAL AFCTTMAC”GAFTA””AbATGChCTGGGTGCGTCAGGCf
CCTGETCAAGGTCITEAGTGGATGHETCETETTAA TCCTAACCHEAGEGETACTACCTAL
BACCAGAAATTUGAGGGULGTGTCACCATEACCACRGACACATCCALGAGCACAGCCTAL
ATEGAGCTECETRGCITRIGTICTGRALCRACACHGULRTETATTACTETGIECGTGUERAL
TEERCTTEACTACTGRECUIAGESCACCACTETUACLIGTLYCC

C8-co-16 (SEQ ID NO: 24)

CREGTICAGUTGRTGCAGTCTRETRCIGAGRTOAAGARGUCTELTGOCTCAGTGAAGGTYC
TCCPGUARAGRCTICTGEITACRCATTCACTEACTACTACATGCACTLGETQUGTCAGGCT
CTCGTCARGESTCT TGAGTGEATGESTCGTEITARTCCTTATCOCEETAGTACTACCTAC
CERGAAATTﬁGSGCGCCGTPT CACCATGACCARCAGACGRCATCCACGAGLACAGCITAL
ATGEAGCTGCRTA L?GWGTT CTGACGACAUGRCOGTGTATTACTETGCGUGT GUGAAL
ATPCTTGACTACTGHEGCCAGEAUACCACCETCACCETUTOC

fJ

P

e
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Sequéncias de AminocAcidos de Cadeia Leve Completa

Capa de D11-S17Y (SEQ ID NO: 25)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCSVSSSISSTNLHWY QOEPGQAPRLLIYGTSYLAS
GIPDRFSGSGSCTOFTLTISRLEPEDFAVY YCQOWSSYPYSFGQUTRLEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWRK VDNALOSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLESTLTLSKADY EKHKVY ACEVTHOOGLSSPVTRKSFNRGEC

Capa de D11-8B8 (SEQ ID NO: 26)

EIVLTQSPGTLELSPGERATLSCSVSSSISSTNLHWYQQKPGOAPRELIYGTSYLAS
GIPDRFSGSOSCTOFTLTISRLEPEDFAVYYCQOWSSYPYSFGQGTRKLEIRRTV AA
PSVFIF PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOQWKY DNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLESTLTLSKADYERHEKVY ACEVTHQGLSSPVTRSFNRGEC

Capa de D11-C27G3 (SEQ ID NO: 27)

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLICSVSSSISSTNLHWY QOKPGOAPRLLIYGTSRLRS

GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVY YCQOWSSYPYSFGOGTRKLEIKRTV AA

PSVFIFPPSDEQLRSGTASVVCLLNNFYPREAK VOWK VIINALQOSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHEVY ACEVTHQOLSSPVTESENRGEC

Capa de C8-6 (SEQ ID NO: 28)

DIOMTOIPSSLSASVGDRVTITCSVESSVESIVLHWYQOKPGRAPRKLLIYSTENLAS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY YCIQYSGYPLTFGGGTEVEIKRTVAAP
"SVFIFPPSDEQLKSOTASYVCLLNNFYPREAK VQWR VONALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYERHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Capa de C8-h241 (SEQ ID NO: 29)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCS VESSVESIY LHWYQQRPGRAPKLLIVSTSNLAS
GVPSRFSGEGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQVYSGYPLTFGOGGTRVEIRRTVAA -
PSVFIFPPSDEQLESGTASVVCLLNNFYPREAKVQWEK VDNALQSGNS QESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYERHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC :
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Capa de C8-co-16 (SEQ ID NO: 30)
DIQMTQSPSSLSASYGDRYTITCSVESSVRSTYLHW Y QOQRPOEKAPELLIYSTSNLA -
'SGVPSRFSGSGSGWFTLTISSLQFEDFhTYYCQWRGYPLTFGGGTKVEIERWA_.:':

. APSVFIFPPSDEQLK SGTASVVCLLNNEYPREAKVQWKYDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHE VY ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC -

Sequéncias de Acido Nucleico de Cadeia Leve Completa
LC de D11-S17Y (SEQ ID NO: 31)

GARRTTGTETTGACGCAGTCTCCAGECALCCTETC TT TG TCTLC A GGEGARAGEGTCACT
CTICTCoT GCAGT ST AGC M ARG TATARGT TCCACCBAC T TACAS TOSTASCAGAGAR D

CCTGGUCAGGLTOCCAGGC TCCTCATCTAT GGCACAT Lo TACCTGGCTTC TGEOATCCSA -

-GACAGGTTCAGTGOCAGTOGO T TGEEFACAGACTTCACTC TCRCCAT CAG TAGACTEEAG
CCTGRAGATTTTGCAGTGTAT TACTGTCARCAGTGEAGTAGTTAC CCGTACAGTITCGGC

CAAGGRACCRARCTTGEGAGATCARACGAASTGT SR TGCACCATCT GTCTTITIATCTTCCCS . -
CCATCTGATGAGCAGTTRAAM TCTGGARC TGCCTCTOTTO TG TG CTGCTEAATARCTTC -
TATCCCAGAGAGGCCARAGTACAGTGGRAGGTGGATAACOCCCTCCAATCSGETRACTED . -

CAGGAGAGTETCACAGAGC AGGRACAGCRAGGRCAGCACCTACAGT CTCAGCAGCACCCTG
ACECTGAGCRARGCAGACTAC GAGAAACACAARST CTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAG
GO TGAGCTEO LG TCACARAGAGCTTCAACAGGEGAGACGTGE '

LC de D11-8B8 (SEQ ID NO: 32)

GARATTGTGTTGACGCAGTCTLCAGGC ACCC TETCT TTGTE T CAGGEGRAAGAGCCACT -
CTCTCCTGCAGTGTCAGC TCRAGTATAAGTT CCRCCARCT TACAC TGS TACCAGTAGARA
CCTGEOCAGEC TCOCAGGC TCCTCATCTATGOCACATCCTALCTGGCTTOTEGEOATCOCA
GACAGGTTCASTGGCAGTCGGTCTGGGACAGACT TCACTC TCACC ATCAGCAGACTGGAG | -
COTGAAGAT ITTGCAGTCTATTACTGTCARACAGT GOAGTAGTTACCCCTACAGT TTCEGE . -
"CAARGGGATCRAGTTGGAGATC AAMC GAACTG TGO TACRCCATCFRTCTTCATCTTCCCG
COATCTGATEAGC RGT TGARA TCTGGAACTG CTCTET TG TG TECC TGO TGARTAACTTC
TATCCCAGAGAGGCCARRGTACACTGOAAGE TSEATAACCCCCTCCAATLGEETAACTOD
CAGGAGAGTCETCACAGAGCAGCCACAGCAAGGACAGCACCTACAGOCTOAGCAGCRCCCTS
AUGOTRAGCAMRGOCAGACTACGAGRARACACARAGS TCTRACGCC TEOGAAGTCACTCATCAG
GRUCTGAGLTCECCCGTCACARRGAGCTTCARCAGHGGAGAGTGC

LC de D11-C27G3 (SEQ ID NO: 33)
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GRAATTGTST TGACGCAGTC TCCAGSCALCC PGTIC T TTETC TCCAGGGGARAGAGCCACT
CTCTCCTGCAGTETCAGUICAAGTATAAGTICCACCARCTTACACTGRTACCAGCAGRAR
CCTEELCAGGUTCUIAGEC TCCTCATCTATGGCACATCCAGACTEGAGATC TEGLATCCCA
GACAGGT TOASTEECAGTEEETCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGALTGGAS
CCTGAAGAT TTTGCAGTETAT TACTETCAACAGT GOABTAGT TACLCGTACAGT TTCGAC
CARGGGACCAAGTTEGAGATCARALGAACTETGACTECACCATCTRRCTICATCTTCOLG
CCATCTGATGAGCRGTTGARATCTGRAACTGCOUTCTET TG YGPGCCTGCTGRATAACTTC
TATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGHETGGATAACCGCCCTCCRATCREGTRACTRC
CAGGAGASTGTCACAGACCAGRACAGCAAGEACAGCACCTACAGCCTCAGLCAGCALCCTG
ACGCTGAGCRAAMGCAGAC TACGAGRAAACACAAAGTUTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAG
GGUCTGAGCTCROCCOTLACAAMNGRGC TTCARCRAGEEGABAGTEC

LC de C8-6 (SEQ ID NO: 34)

‘GACATCCAGATGALCCAGTCTCOATCOPCCOPETUTGCATC TETAGGAGACAGAGTCACT
ATCACTYCCAGTGTCAGCTCAAGTGTAAGCTICCATTTACT TECACTCGETATCAGCAGARN
COAGGEGAAAGCCCCTARGLTCOTGRATOTATAGCACATCCAALTTEGOTTCTGGAGTOCCR
TCAAGSTTCAGTGGCASTEGATCIGERACARATTTCACTCTCACCATCAGCAGTOTGCAR
COTGAAGAT T T TECARC T TACTACTGTATTCAGTACAGTGGTTACCTGCTTACGTTICGEC
GEAGGRACCAAGCTOGAGATIAAACSAACTRTGCCTGCACCATOTCTOTTCATCTTCCCSG
CCATCTGATGAGCAGTTGAARTCTOGRACTECCTCYETTETETECCYGCTSAATARCTTC
TATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGETEEATAACGCCCTCCAATCRRETAALTCC
CRACGAGAGTETCACAGAGCAGGACAGCAAGGALAGCACCTACAGCCTCAGUAGCACCUTG
ACGCTCASCAARGCAGACTACCAGAAACACRAAGCTOTACGCCTEOGANGTCACCUATCAG
GGCCTCAGCTCGOCCETCACRAMGRGCTICARCAGGGGAGAGTGES

ILC de C8-H241 (SEQ ID NO: 35)

GACATCCAGATGACCCASTCTLCATCOTCCCTETU TGCATC TETAGGAGACAGAGTLACC
ATCACTPECAGTATCAGCYCAAGTETATCCTCCATTTACT TECAC TROTATCAGUAGARS..
CCASCGARAGICCCTAAGCTCCYGATCTATAGCACATCCAACT TEGCTTCTEGRATCCTA
TCAAGSTTCAGTOOCASTORATC TEGCATAGATTTICACTU ICACCATORGUAGTITGCAR
COTEAAGATTITGCAACTTACTACTETCARGTC TACAGTGRETACCCEL TCACGTTCEET
GEAGGGACCAAGGTGEAGATCAAACGAACTSTRECTGRACCATCPGTCTTCATCITCCCS
COATCTOATCAGUAGTIGARATCTGGAACTECCTCTATTGTGTELCTECTGAATAACTTIC
TAPLCCAGAGAGGCCARAGTACAGTECAAGGTGGATAACGCCCTCCANPCOGETARCTCT
CASGAGAGTOTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCOTCAGCAGUALICTE
ACGCTSACCARAGCAGSAL TACCACAAACACAAAGT CTACGCUTECAANGTCACCCATCAGL
GGLCTEAGUTOGCOCATCACARAGAGCT TCAACAGRRGAGAGTGC :

LC de C8-col6 (SEQ ID NO: 36)

GRCATUCAGATCACCCAGTUTCCATCCTECC TETC TECATC TG TAGCAGACAGAGTCALT
ATCACTTGCAGTETCAGCTCRAGTGTACGTYCCAT T TACT TGOAC TEGRTATCAGCAGAAL
CCAGEGRAAGCCCCTAAGCTCCTGATC TATAGCACATCCARCTTEGCTTC TGGASTECCA -
PCAAGETTUAGTGECAGTGEATCTCCGACAGATTTCACTCTCACLATCAGCAGTCTGCAR
COTERAGATTITGCAR CTTACTAC TGO TUAGE TRTACAGGEE TTACCCGLTCACSTICGES
GEAGGGACCAAGGTOGAGATCARACGAACTGTEEC TRCACCATCTSTCTTICATOTTRCRG
CCATCTGATGAGCAG T YGAAATCIGGARLTGCCYCTCT TS TGTGLCTGLTGRATAACTTC
TRATCCCRGAGAGGCCAMAGTACAGTGGAMGETGEATAACEUCCTUCAATUGGRTAACTOD
CAGCAGAGTSTUACAGAGCAGGACAGCARGEACAGCACCTACAGUCTCAGCAGCACCCTS
ACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGRAACACARAGTCTACGCOTGUGARGTCACCCATCRAG
GGULTGAGCTOGUCCETCACAMGAGUTTCABRCAGGGRABAGTSC '
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Sequéncias de AminocAdcidos de Cadeia Pesada Completa

IgG2 D11-S17Y (SEQ ID NO: 37)

QVQLVQSGAEVKEPGSSVKVSCKASGYTFTSRYIHWVRQAPGQGLEWMGWIYP
VIGDTY YNEKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVY YCARGYGAFYYW
GQGTLVTVSSASTEGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVRDYFPEPYTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTOTY TONVDHKPSNTKVDKTVER
KCCVECPPCPAPPVAGPSVILEPPKPKDTLMISRTPEVTOVVVRIVEHEDPEVOFN |
WYVEGMEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGL
PAPIEKTISK TKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLTCLYKGFYPSDIAVEWESN
GUPENNYKTTPPMLDSDGSPFLYSKLTVDESRWQQONVFSCIVMHEALHNHYT
QKSLSLSPG :

IgG2 D11-8B8 (SEQ ID NO: 38)

QVQLVOSGABVEKPGSSVEVSCKASGYTFTSRYIHWVRQAPGOGLEWMGWIYP
VIGDTY YIEKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGYGAERYWG
QOTLVTVSSASTEGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGAL -
TSGVHTFPAVLOSSGLYSLISVVTVPSSNFGTOTY TCNVDHKPSNTKVDKTVERK
CCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPRDTLMISRTPEVTCVVVRVSHEDPEVQFNW
YVDGMEVHENAK TKPREEQFNSTRRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLP -
APIEKTISKTKGQPREPQVY TLPPSREEMTENQVSLTCLVKGFYPSIHAVEWESNG-
QPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVFSCSVMHEALHNHYTOQ
KSLSLSPG

IgG2 D11-C27G3 (SEQ ID NO: 39)

QVOLVQSGAEVKKPOSSVR VACK ASGYTETSRY HWVROAPGQGLEWMGWIYP
VTGDTY YREPFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGYGAFYYWG
QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL B
TSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVRSSNFGTQTY TONVDHE PSNTE VDK TVERK
COVECPPCPAPPVAGPSVELFPPRPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVOENW -
YVDGMEVHENAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP
APIEKTISKTRGOPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLTCLVK GFYPSDIAVEWESNG:
QPENNYKTTPPMLDSDOSFRLYSKLTVDKSRWQOONVESCSVMHEALHNHYTG -
KSLSLSPG ' ’ :
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IgG2 C8-6 (SEQ ID NO: 40)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFIDY Y MHW VRQAPGQOLEWMGRY
'nPNRGGIT?NQKFEGRWTD@S‘ESTAYMEannrammammvf
WOQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSES TAALOCLVKDYFPEPVIVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV VT VPSSNEGTQTY TONVDHRPSNTK VDKTVE:
RECCVECFPCPAPPYVAGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCYVVDVSHEDPEVQEN
WYVDGMEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCEK VSNKGL.
PAPIEKTISK TKGOQPREPQVY TLPPSREEMTENGVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT -
QKSLSLSRG :

IgG2 C8-H241 (SEQ ID NO: 41)

QVQLVQSGAEVKK PGASVKVSCKASGYTFTDY YMHWVRQAPGQGLEWMORY
“NERRRGTTYNQKFEGRVIMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARANWLDY
WGQGTTVTVSSASTEGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG.
ALTSGVHTEPAVLOSSGLYSLSSVVIVESSNFGTQTY TCRVDHK PSNTK VDK TVE -
RKCCVECPPCPAPPVACESVILEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFN
WYVDGMEVHNAK TK PREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEVKCKVSNKGL.
PAPIERTISK TRGOPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLTCLVEGFYPSDIAVEWESN

GOPFENNY KT TEFRMLDSDGEFFLYSELTVDESRWOQQONVFSCESVMHEALHNHYT

QKSLSLSPG

IgG2 C8-co-16 (SEQ ID NO: 42)

QVOLVQSGAEVEKPGASVEVSCKASGY TFIDYYMHWVRQAPGQGLEWMGRY

NPYROSTTYNQKFEGRYTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDOTAVY YCARANILDYW
GOGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSOVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTY TONVDHKPSNTEVDKTVER
KCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPRVOFN |
WYVDGMEVENAK TKPREEQFNSTERVVEVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGL
PAPIEKTISK TKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLTCLVK GFYPSDIAVEWESN
GOPENNYKTTPPMLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNKYT
OKSLILSPG ‘ ‘
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Sequéncias de Acido Nucleico de Cadeia Pesada Completa

HC de IgG2 D11-S17Y (SEQ ID NO: 43)

CAGGTGCAGETGETOCAGTC TEGGEC TEAGETGANGAAGCCTGEE TCCTC GG TGAASGTS
TCC TGECAAGEC TTLTGG L TACACCTT CACARGTAGGTATATACAC FGEG TGCGACAGGCC
COTSGACARGGGCTTLACT SGATCGEAT SGRATT TATCC TG TARCTGETGATACT TACTAC
ARCSAGAAGTTCARGGOCAGAG TCACGAT VAL GUGFACAARTCCACGAGCACAGCCTAC
ATGGAGC TEAGCAGCCTGAGATCTGAGGACAC G EL AT TAT TAC TG TG GAGAGOCTAT
CELGCTTTTTACTRCT GGEEEC CAGCCGCACCCT GOTCACCGTCTOCTCCGCCTCCACTARG
GFCCCATCESTCTTCCOG CTAGC OO CMGC T CLAGGASCACCTUCCAGAC CACAGCOGCC
LT GGe TG TG CARGGAC TAC T T e AR CEETCAC GO TG T CGTGGARAC TCRG G
CCCCTEACCAGCGCCETGCACAL CTT Lo CGGCTETCC TACAGTCC TCRGGACTC TACTCC
CTCAGCAGC STGO TGACCOTGLCCTC CASCAACTTCOFCACCCAGACCTACACC TGEMAC
GTAGATC AL AAGC oG ARC AT CARGET GG AT AARGACAGTTCAG CRCAAATETTETG T
CAGTGOCCACCE THCCCAGTACCRCC T TG CAGG AL TCAGTC TTCCTESTTCCOOTCA
ARACCCRAAGGACACCCTOATGATCTCL CGGACCCC TGAGGE TCAC G TELL T HETGLTOERAC
GTGAGCCACGAAGACCOCSAGGTCCAGT TCAAC TGS TACGTOSAC GGCATGGAGGTGCAT
AL TGOCAACACARDGCCACCOGAGEAGCAST TCARCASCACG TTC COTGTGEYCAGCGTC
CTCACCGTCSTECACCAGGAL TCACT LAACGLTAAGEGAGTACARG TECARGGTC TCCAAC
ARG T L CAGLCCCCATC GAGARAM CCATC TCCARAA CCARARGGGLAGCCCCGAG AR
CCRCAGG TOTACACCCT GCCCCCATC Lo GRGAGGAGA TR ARGAR T AGETCAGCCTG
ACCTGROCTGESTCBAAGGET TCTACCC CAGCGACATCCOCG TGGRG TCGGAGAGC AR TEEE
CAGCCGGRGARACAACTACAAGACCACACCTUCCAT GETGEACTCC GACGECTCCTTCTTC
CTCTACAGCARGC TOACCGT GEACARGAGCAGETEGC AGT AGGSGARCGSTCTTCTCATGC
TCCGTGATECATGAGECTCTGCACAACCACTACACACAGRAGAGUCTCTCLCTBTOTOCS
GGT

HC de IgG2 D11-8B8 (SEQ ID NO: 44)

CAGRGTEUAGLTGETYGCAGTCTGREECTHRAGETGAAGAACCETGEATON TCGETEAAGETC
TCOTECAAGRCTTCTEGCTACACCTTCACAAGTASGTATATACANTEGOTECOACAGECT
CCTGGACAAGGGUTTGAGTGGATGOGATGRATTTATCC TG TAACTEETGATACTTALTAL
ATCGRRAAGTTCAAGGRCAGAGTCACGATTACCEIGEACAMATCCACGAGCACAGCCTAC
ATGGARCTEAGCAGCCTCAGA TCTEAGGACACGELCETGTATTALTGTCUGAGAGGL TAT
GETGCTTTTTICTACTOGGELCAGEGCACCOTGRT CACCETCTCCTCCGCCTTCACTARG
GGCCCATCLEETCTTCOCGUTAGCRUCITGUT CCARGABCACCTOUGAGRAGCACAGCLGCT
CTEGECTGUCTGGTCAAGGACTACTTUCCOGRACCGETGRUGETGT UG TERGAAC TCAGGC
GUCCTGACCAGUGGCETGUACACCTTOCCGGCTETCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC
CTCAGCAGCETEETSACCOTECCCTCCAGCAACTTCAECACCCAGACCTACACCTGCRAL
GTARGATCACRAGOCCAGCAACACCARGETGEACAAGACAGTTGAGCGC ARATSTTGTETC
GAGTGCCCACCGYGCOCAGCACCACCTETGGCAGGACCGTLAGTCTTCCTCTTCCCICCA
ABRCCCAAGGACACCUTCATGATCTCOCGEACCTCTGAGGYCACGTGUGTELTGETGEAL
GTGAGCCACGAAGACCCCEAGETICAGTTCAAC TG GTACGTGGRIGECATECAGETECAT
AATGICARGRCARAGTCALGOGAGGALCAGTTCAACAGCALGT TLCETETGETCAGIETL
CICACCOTCOTGCACCAGGACTESCTEAACGGELAAGGAGTACAAGTECAAGGTC TCOARD
ARAGGCCTICCAGCCOCCATCGAGAARACIATCTCOAAAACCARAGEGCAGCCCCGAGAA
CUACAGETETACACCOCTEOCCCOCATCLCGRGAGGAGATGACCARGARCCAGGTCAGLCTS
RECTECCTEETCARAGSCTTCTACCCIAGUGACATCECCATGGRBTEGGAGCAGCAATGESE
CAGLUGGAGRACAACTACARAGALCACACCTCOCUATGUTGRACTICGACSECTOCTICTIC
CTCTACAGCRAGCTCAQCGTGGACRAGAGLAGETGRUAGCAGERGARCGTCTTCTCATEL
FUCETEATECATGAGEOTC TECACAACC AL TACACATAGAAGARCCTOTCCCTETCTCCG
GGT
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HC de IgG2 D11-C27G3 (SEQ ID NO: 45)

CAGGTHUAGNTEGTRCAGTCTGGEGCTRAGETGAAGAAGCCTERETCCTCGRTGAAGRTC
TCCPGLARGGCTTCTGECTACRCCTTCACRAAGTAGGETATATACACTGGETGUGACAGECC
COTGGERACAAGSGCTTGRAGTGRGATGECAT A TTTATCUEGTAACT GETSATACT TACTAL
AGAGAGCCTTTCAAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACAAATCCACGAGUACAGCCTAC
ATGGAGCTGASCAGCCTGAGATCTGRAGHACACGECCRTCTATTAC TETGUCGAGAGGCTAL
GEAGCTTTTTACTACTCLEGUCAGEGLACCCTGETCACCETCTCCTCCGCTCCACCAAG
GECCCATCGGTCITCCCGUTAGOGCCCT GO CCAGGAGLACCTCCGAGAGC ACALGCCGOT
CrGGECTEOCTGETCAAGGAC TACTTCC COGRAACCGETGACGETETCHTGGRACTCAGRED
GUCCTGACCAGUEGUGTECATACCTTCOCGGLCTETCCTACAGTCCTCAGGACTITACTOR
CTTAGCAGCETGETGACCETECOCTCCAGUAACTTCGEIACCCAGACCTACACCTGIAAC
GTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGETGGACAAGACAGT POAGUGCAARTGTTGTGTC
GAGTGCCCACCRTGUCCACGCACCACCTETGGCAGGACCOT CAGTCTTCCTCTTOOCCLTA
AARCCCAAGGACACCCTUATGATCTCCCEEACCCOTGABE TCACGTGUETGETCETEEAL
GTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAAC TG CTRACG TREACGCCATGLEAGGTGLAT
AATGOCAACACARAGCCACGEGAGCAGLAGT TCARCAGCACGTTCUGTGTGETCAGLGTY
CTCACCGTCETGCACCAEGALTGGUTGAALGHGCAAGGAGTACARGTGCAAGLGTCTCCAAL
CCACAGGTGTRCACCCTPGUICCCATCUCGEERAGGRGRTGACCARGRACCAGGTCAGCUTS
ACCTGUCTEETCARAGGCTICTACCCOAGCRACATCOCCETGEAGTEGGAGAGTRATEGE
CAGCOGLAGARCRACTACARGACTACALCTLCCATSOTGGACTCCGALCGEOTCCTTOTT
CTCTACAGCARGC TCALCGTGCALBAGAGCAGGTEGUAGCAGOGGAALGTOUTITCTCATGE
TLOETEATEIATGAGGUTCTGCACARUCACTACACALAGAAGAGLOTCICCCTETCTCCG
GET

HC de IgG4 C8-6 (SEQ ID NO: 46)

CAGGTTCAGCTHETEUAGTCTGETGUTGRAGETCAAGRAGCUTGRTCRUCTCAGTERAAGETC
TCCTGCAAGGITTCTGRITACACCTTTACCGACTACTACATGUACTEGGTICGTCAGGTE
CCTEETCAAGETCTTGAGTGGATGECTUC TG TTARTCCTARCCEGEETGGTACTACCTAL
AACLAGARATTCGARGGLCGTETUACCATCACCACAGACACATICALGAGLACAGCETAL
ATGGAGUTCCETAGCCTECETTCTGACGACACGLCCOTGTATPACTETCCECGTACGAAT
TEECTTGACTACTGGEEGUCAGGGCACCACCETCACCHTCTCCTLCGUCTULACTAAGRGE
CCATCGETCTTCCOGCTAGCGCCOTEC TCLRGGAGCACCTCOGAGAGCACAGCCGOCCTE
GROTECCTGETCARGGACTACTYCCCCHGRACCHGTGACGHETGTCGTGEARITCAGGLGOC
CTGACCAGCGECETGCACACCTTOCCGRCTETCUTACAGTCCTCAGRACTCTACTCLCTC
BGCAGCETEGTGACCGTGCCCTCOAGCAGCTTOEGCACGARAGACCTACACT TG AALGTA
GATCRCAAGCCCAGCAACACCAAGATGEACARAGASAGTTGAGTCCRARTATGRTCRCCCA
TECCCACCCTGCOCAGLACCTGAGGCCECCESGERARCAT CAGTCTICCTSTTCCTCCCS
AAARCCCARGRACACTCTCATGATC TCOCORACTLCTRAGETCACG TRCGTGGTRGTHGRC
GTGRAGCCAGGRAGACCLCHAGGTUCAGTTICARLTGGTACGTGRATGECETGOAGGTACAT
AATGCCARAAGACAAAGOUGUGRCALGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCETETGGTCAGIGTC
CTCACCHTOCTCCACCAGGACTGECTGRALGGCAAGGAGTACARGTECAAGGTUTCIARC
AABRGGUCTCCCETCCTUCAT CGAGARBMRACCATCTCCAAAGCCARRAGEGCAGCCCCEAGAS
CCACAGRTGTACALCCTRCUCCOATCOCAGRAGEAGATGACCAAGARCCAGGTCARRCTS
ACCTGROTGGTCAARGOCTTCTACCOCAGLGACAT COCCOTERRAGTEERARAAGCAATORES
CRAGCCGRAGAACAACTACAAGACCACOCCTUCOBTEUTGRACTOCEACGRUTCCTICTTIC
CTCTACAGCAGRUTRAACCGTGGACARGAGCAGETGEI ACGCACGGEGARTETCTTTCATGEL
TCCSTEATGURATEAGECTCTGCACRACCACTACACACAGAAGRGCUTCTCCCTRTUTLTG
GeT
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HC de IgG4 C8-H241 (SEQ ID NO: 47)

CAGGTTCAGCTGOTECASTCTGGTECTEAGE TEAAGAAGCCTGETRCCTCAGTGAAGRTC
TCCTGCARGGLTTU TGS TTAACAT TCACTGACTACTRCATGORU TEGETGCETCAGGLC
CCPGETCAAGETCTIGAGTGEATGRGTUCTETTAA T CTAACTGGAGGGETACTALCTAC
HACCAGRARTTCGAGGELOGTETCACCATGACCACAGACACATCCACGALGCALAGLCTAL
ATGEAGCTGCETAGTCIBCETTCTSACGACACGHCOSPETATTACTETGOGCETGIGRAC
TEGOTTGACTACTRRGEICARGEUACCACCHETCACCHTCYCCTCCECCTCCALCARGERT
CCATCGRTCTTCCOECTAGCECCO TGO TCCAGEAGCACCTCOGAGAGCACAGCCGICCTS
GERUTGCUTGRTCAAGGACTACTTCCCUGRALCEE T GACGETGTCCIBEAACTUAGECGUC
CTGRCCASCEECETSCACACOTTOCCEECTETCOTALAGTCOTCAGSACTCTALTICCTC
AGCAGCOTGGTGACCGTGCCOTCCAGLAGCTTGEELACGAAGACCTACALCTECARUGTA
GATCACRAGOLCAGTAATAC S AARGTEEACAAGASASTTRASTCCAAATATGHETOICCLA
TECOCACCCTECOCAGUACCTGAGSCCGCUBGRGEALCATCAGTCYTCOTETTCOUCUTA
AARCCOCRAGGACACTCTCATGATCTLCCERBACCCCTGAGGTCACGTOCE TGO TOGTOGAL
GYGAGCCAGHEAAGACCUCGAGGTCCRGTTCAAC TG TACGTEEATECCETGHAGHTGCAT
BATGCCAAGACAAAGCLGCEGGABGAGCARTT CAALAGUACGTAC UG TETGGTCAGCETC
CTCACCETCOCTGUACCALGALTGLRCTGRALGGUARGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCARL
AAALGGCCTCCLGTCOTCCATOGAGAARAACCATITCCARAGCCARALGGCAGCCCCGAGAG
CCACAGGTGTACACCCTOCCCCOATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGETCAGUCTG
ACCTGCOTGETCARRGECT TCTACCCCAGCGACATCLCOGTGEAGTGEGARAGCAATGRG
CAGLCGGAGRACAACTACARAGALCACGLCTCLCETGCTRGACTUCRACGEUTUCTTCTTC
CPCYACAGCAGGCTRACCHTCRACAAGAGLALRGTRCCAGGAGCGESAATCTLTTLTCATGS
TOCETCATHCATGAGGCTCTGUACAACCACTACACACAGRAGAGLCTCTICCCTGTOTCTG
GGET ‘

HC de IgG4 C8-colé6 (SEQ ID NO: 48)

CAGGTTCARCTRLTGCAGCTUTGETGU TGARETRRAGRAGCCTGOTGCCTCAGTGRAGETT
TECTGERAARGCTTCTGETTACACAT TCACTGAC TANTACATEUACTGGRTGLGTCAGECT
CUPGETCAAGGTUCTTGAGTRGATGGEICETGTYAATCCTTATCGERETAGTACTACCTAL
ARCCAGAAATTCGAGEGCCOTESTCALCATGACCACAGAIACATCCACEAGCACAGCCTAL
ATGRAGCTRCETAGLITGCOTTUTGALGACACGECLGTETATTACTGTGCGCOTECEAAT
ATTCTTRACTACTGEERGCCASGECALNCATTGTCACTETOTCOTCCECCTCCACCRAGGGT
COATOGGTCTTCCCEOTAGCGCCCTEUTCORGRAGTACLCTCOBRAGAGTACAGCOGCCCTG
GRCTGCCTEETCAAGEACTACTTCCLOGRACCEGTRRCAGTETCEATGRAACTCAGSLECT
CTGACCRGLGEUGTSCACACCTTCCLGEUTGTRLCTACAGTCUTCAGGACTETACTCCCTT
AGCAGUETROTGACCETGUICTICAGCAGL T TOGGUACGRAGRCOCTRCACCTGCAACGTA
GATCACRAGCCUAGUAACACCAAGGTGCGACAAGRCGAGTTGASTCCAAATATRGTCCCCCA
TECOCALCLTGLCCALGCACCTGAGGILGUCGRGGEACCATCAGTOCTTOCTETTCLCCICA
AAXCCCRAGGACACTUTCATGATCTLCCOGRUCCCTGAGGTUACG TGCATGRTGRTGRAC
GTGAGCCAGGAAGACUCCERGETCCAGTTCAAC TGS TACGTEGATOECETGGEAGHETEIAT
AATGCCRAGACAARGLCGLGGGAGGAGCAGTTCAACAGUACGTACCETETGETCAGCETC
CTCACCETCCTHCACTAGRACTGGCTGAACGECAAGGAGTACAAGTGTAAGETCTCTAALD
AAAGHCCTUCCHTCCTCCATCGAGAARACCATCTCCARAGUCAAAGGECAGLICCIGREAL
CCACAGETETACACCUTOCOUCCLATICCAGGALCAGATEACCAAGAACTAGETCAGCUTE
ACCTOCOTRETCAAAGGCTTCTACCCCAGUGACAT CGCCGTRGAG TEGEEAAAGCAATEGE
CAGCCGEAGAACAACTACAAGACCACGUOTCCCETSCTRGACTCOGACGGOTCCTTCTTC
CTCTACARGCAGHGUTAACCETCCACRAGAGCASGTEGECAGGAGGEERATRTCTTCTCATGD
TOCOGTGATGLATGAGGLTLTGUACAR CCACTACACACAGRAGAGCUTCTOCCTGTCTLUTE
GGT
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cMet Humano-ECD-Fc-Flis (SEQ ID NO: 72)

MEAPAVLAPGILVLLFTLVORSNGECK EALAKSEMNVNMKYQLPNFTAETPION
VILHEHRIFLGATNYTYVINEEDLQKVAEYKTOGPVLEHPDCFPCQDCSSKANLSG
GVWEKDNINMALVVDTYYDDQLISCGSVNRGTCOREVFRHNHTADIQSEVHCIFS
PQIEEPSQCPDCVVSALGAKVLES VK DRFINFFVONTINSSY FPDHPLHSISVRRLK

ETKDGFMFLTDOSYIBVIPEFRDSYFIXY VHAFESNNFIYFLTVQRETLDAQTFHT
RRFCETNSGLHESYMEMPLECILTERREKESTKREYFNILOAAY VSR FGAQLARG]

GASLNDDILFGYFAQSKPDSAEPMDRSAMCAF MK Y VNDFFNKIVRKENNVRCLQ
HFYGPNHFHCTNRTLLANSSGCEARRDEYRTEFTTALQRVDLFMGQFSEVLLTST
STFIKGDLTIANLGTSEGRFMOVVVSRSUPSTPHVNFLLDSLPVSPEVIVERTLNQ
NGYTLVITGE RITKIPLNGLGCRHEQSCSQCL SAPPFVQUGWCHDKCVRSEECLS
GTWTOODICLPALY KVFPNSAPLEGG TRLTICGWDEGFRRNNKFDLEK TRVLLGNE
SCTLTLSESTMNTLKCTVGPAMNK HFNMSHISN GHGTTOYSTESY VDPVITSISPK
YGPMAGGTLLTL TGN YLNSGRSRHISIGGK TCTLESVSNSILECY TPAQTISTEFA
VKLKIDLANRETSIFSY REDPTVY EIHP TKSFISGGSTITGVGENLNSVS VPRMYINY
HEAGRNFTVACOHRSNSENCCTTRSLOOLNLOLPLK TK AFFMLDGILSKY FDLTY
VHNPVFKPFEKPYMISMGNENVLEIKGRDIDPEAVKGEVLK VGNKSCENIHLHSE
AVLCTVPNDLLELNSELNITWKQAIRSTVLGKVIVOFDQNFT LEVLE QGPDLEKS
COKTHTCPPCIPAPEL LGGPSYFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVYVDVSITEDPEVKF
N YV DGVEVHN AKTRPREEQYNSTYRVVSVLTVLIIODWIL NGRKEYKCKVENK A
LPAPIFKTISKAKGQPREPQE Y TLIP SREEMTKNGVSLTCLVK GFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVI DSUGSFFLY SKELTVDKSRWQOGNVFSCSYMHEALHNHY
TOKSLSLSPGKRIDYKDDDDKHVHHHHHN

Os aminodcidos a negrito e em itdlico representam

a sequéncia sinal; os aminocédcidos a negrito e sublinhados

representam a etiqueta Flis.

c-Met de Macaco Cinomolgo-ECD-Fc-Flis (SEQ ID NO: 73)
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MEAPAVIVPGILFLE FILVGRENGECK EALAKSERMNVEMKYQLFNFTAETAIQN
YILHEHHIFL. GATNY 1Y VENEEDEOKVAEY KT GPYLEHPDCFPOQDOCSEKANLSG
GVWEDNINMALVVITYYDIDOLISCHIVNRGICORHVEPHNHTADIQSEVHCIFS
FQIEEPNQCIDCVYVSALGAK VLSS VEDREINFFYGNTINSSYFIHHPLH SV RRLK
ETKDGEMFLTRSYIDV LPEFRDSY PIK Y THAFESNNFIYFLTVOQRETLNAQTFHTR
MRFCSINSGLHSY MEMPLECILTEREK KRSTEEEVENILQAAYYSKPGAQLARG
GASLNDD L FGVEAQSKPTISAEPMDRSAMUARPIK Y VNDEFNRKIVNKNNY RCLG
HUFYGPMHENCFNETLLRNSSGCEARRDIEYRAFFTTAL QR VILFMGO)FSEVLLTS]
STFVKGRLTIANLGTSEGRFMOWV VY SRSGPISTIMVNFLLDSHIYSPEVIVEHFPLNG
NGYTLVVTGKKITKIPLNGLGCRIFQSUSQCLSAPPFVQUGW CHDKCVRSEECPS
GTWTQQICLPAIYKVEPTSAPLEGGTRLTICG WDFGFRRNNKFDLKK TRVLLGNE
SCTLTLSESTMNTLRCTVGPAMNKHENMSHISNGHGTTQYSTESYVDPITSISPK
YOPMAGGTLLTLTGNYLNSGNSRHISIGORK TCTLEKSVSNSILECYTPAQTISTEFRA
VKLKIDLANRETSIFSYREDPIVYEIHPTKSFISGGS TITGVOKNLESVSVPRMVINY
HEAGRNFTVACOHR SNSEIICCTTPSLQQLNLOLPLE TR AFFMLDGILSK YEDLIY
VHNPVFRPFERFVMISMONEN VLEIKGNDIDPEAVKGEVLEKVONK SCENIHLHSE
AVLCTVPNDLLK LNSELNIEWKQAISSTVLGK VIVOPDONFTLEVLFQGPDIEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLERPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVRGVEVHNAKTE PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWINGKEYECKVEN K_A
LPAPIEK TISKAKGQPREPGEY TLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY PSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOQGNVESCSVMHEALENEY
TQRSLSLSPGKRIDYKDDDDKHVHHHHEH

Os aminodcidos a negrito e em itdlico representam
a sequéncia sinal; os aminoacidos a negrito e sublinhados

representam a etiqueta Flis.

c-Met de Rato-ECD-Fc-Flis (SEQ ID NO: 74)
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MEAPTALAPGILLLLITLAGRSHGECKEALVKSEMNYNMKYQLPNFTAETPTHN
VVLHGHHETYLOATNYTYVINDRDLOKVSEFK TGPVVEHPDCFPUQDICSSKANVS
GOVWKDNVNMALLVDTY YDDOQLISCGSWNRGTCQRHVIPPONAADIQSEVHT
MESPLAEEESGOUPDOVVSALGARVLLSERDRFINFFVUONTINSSYPPDYSLHSISY
RELRETQDGFKFLTDOSYIDVIFEFRLDSY PIRK Y IHAFESRHFIYFLTVQRETLDAQY
FHTRHRFCSVDSGLHSY&ﬂﬂﬁ?LEﬂHﬁfXRﬁKRSTRﬁEVFNHJ}AAYVSKPGANL
ARKQIGASPYDRDILYGVFAQSKPDSAEPMNRSAVCAFPIKY VNDFFNRKIVNENNVR
CLONFYGPNHEHCPNRTLLENSSGCEVRSDEYRTEFTTALQRVDLFMGRINH VL
LTSISTRIKGDLTIANLGTSEGRFMOQVVLSRTAHFTPHVNFLLDSYPVSPEVIVEHP
SNONOYTLYVTOKKITKIMLNGLGCOGHFQSCRQCLSAPYFIQUGWCHNRCVHSNE
CPSGTWTQEICLPAVYRVEPTSAPLEGGTMLTICGWDFGFEKNNKFDLRKTRVLL
ONESCTLTLSESTTNTLRCTVGRPAMSEHRFNVEVIVINSRETTOYSAFSY VRPVITSE
SPRYGPHAGGTLKTHNSKYENSGNSﬁﬁﬁﬁﬁGKTQTLK&VSSS&ECYTPGHTVSA
EFPYVRLRKIDLADRVTSSFSYREDPVVEETHP TR SFISOGGSTITGICKNLNSVETPELY
EEVHDVGYNYTVACQHRSSSENCCTTPSLOQOLBLOLPLE TR AFFLLDGILSKHFDL
TYVHRPMFERPFERPY MISMUGNENVVEIK GRDUTDFEAVRKGEVLEVGNKSCENLH
WHSHALLCTY PSOLLK. NGGELNIEWKQAVSSTVLGRYIVOPDONFALTVLE (K
PDIECKSCDKTHTCPPCPAPELT GGPSVIL FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVYDVSHE
DPEVEFNWYVDOVEYH NAK'I'KPR_'EEQYN S'I'YHVVSVIJI'VLHQEWLQGKEYKC
KWENKALPAPIEKTISKARGOQPRE PQE'\;T LPPSEEEMTRENQVSLTCLVEGEYDSDI
AVEWESNGOPENNYETIPPYLRSDGSFFLYSK UTVRR SR W OGN VESCSVYRHE
ALFINHYTOESLALSPGEKRIDYKDDDDKHYHHHHHH

Os aminodcidos a negrito e em itdlico representam
a sequéncia sinal; os aminoacidos a negrito e sublinhados

representam a etiqueta Flis.

ECD de c¢c-Met Humano (SEQ ID NO: 75)
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MEAPAVEAPGHVLLFTLVORENGECKEALAK SEMNVNMEYQLPNFTAETFION
VILHEHHIFLGATNYIYVINEEDLQEKVAEYKTOGPVLENPDCFPCODCSEKANLEG -
GYWEDNINMALVVDTYYDDQLISCGEVNRGTCORHVFPHNHTADIQSEVHCIFS
POIEERSQCPDCOVYSALGAK VLS SVEDRFENFFVGNTINSSYFPDHPLHSISVRRLK
ETKDGFMFLTDOSYIDVLPEFRDSY IR Y VHAFESNNFIYFLTVORETLDAQTFHT
RIRFCSMNSGLHSYMEMPLECILTERKREKRSTREEVINILQAAY VSKPGAQLARQI
CASLNDDILFOVFAQSKPDSATPMDREAMCAFPIKY VNDFFNKIVNRNNVRCLQ
HFYGPNHEHCFNRTLLRNSSGCEARRDEYRTEFTTALORVDLFMGQFSEVLLTSL
STRIKGDLTIANLGTSEGRFMOQVVVSRSGPSTFHVNFLLDSHPVSPEVIVERTING
NGYTLVITGREKITEIPLNGLGURHFQSCSQCLSAPPFVQUGWCHDKCVRSEECLS
GTWTQQICLPATYKVFPNSAPLEGGTRLTICGWDFGFRRNNKFDLKRTRVLLONE
SCTLTLSESTMNTLRCTVGPAMNKEFNMSHISNGHGTTQYSTFSY VIIPFVITSISPK
YOPMAGGTLLTUTONYILNSONSRHISIGGKTCTLK S VENSILECYTPAQTISTEF A
VELKIDLANRETSIFSY REDPIVYEIHPTRSFISGGSTITGVORNLNEVEVPRMVINY
HEAGRNFTVACOHRSNSENCCTTPSLOQLNLOUPLE TKAFFMLDGILEKYFDLYY
VHNPVFKPFERPYMISMGNENVLEIK GNDIDPEAVK GEVLK VOGNKSCENIHLHSE
AVICTVENDLLEKINSELNIEEWRKQAISSTVLGEVIVOPDONFT |

Os aminoacidos a negrito e em itédlico representam

a sequéncia sinal.

Dominio Sema de c¢-Met Humano com etiqueta Flis (SEQ ID NO:

76)

MKAPAVLAPGILVLLFTLVORENGECKEALAK SEMNVNMEKYQLPNFTAETFION
VILHEHHIFLGATNYTY VINEEDLQKVAEYRTGPVLERPDCFPCOLCS SKANLSG
OVWKDNINMALVYDTY YRRQLISCOSVNRGTCQREVFPENRTADIQSEVHCIFS
POIEEPSQCPDCYVSALGARVLSSVEDRFINFFVONTINSSYFPDHPLHSISVRRLK
ETKDGFMFLTDOSYIDVLPEFRDSYPIK Y VHAFESNNIWYFLTVQRETLDAQTFHT
RIIRFCSINSGLHSYMEMPLECILTEKRKKRSTEREVFNILQAAY VSKPGAQLARQ]
GASINDDILFGVFAQSKFDSAEPMDRSAMCAFPIKY VNDFFNEIVRNENNVRCLG
HFY GPNHEHCFNRTLLRRSSGCEARRDEYRTEFITALQRVDLFMGQFSEVLLTSE
STFIKGDLTIANLGTSEGRFMQVVY SRSGPSTPHYNFLLDSHPVSPEVIVEH TLNGQ
NGYTLVITGKKITKIPLNGLGCRHFQSUSQULSAPPFVQUGWCHDK CVRSEECLS
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Os aminodcidos a negrito e em italico representam
a sequéncia sinal; os aminoadcidos a negrito e sublinhados

representam a etiqueta Flis

Epitopos de Anticorpo C8- no Dominio Extracelular de c-Met

Humano

121VVDTYYDDQL13p (SEQ ID NO: 77)

131 ISCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQS156 (SEQ ID NO: 78)
179ALGAKVLSSVKDRETNE195 (SEQ ID NO: 79)
216VRRLKETKDGFMz27 (SEQ ID NO: 80)

123DTYYDD12s (SEQ ID NO: 81)

144HVFPHNHTADIQS156 (SEQ ID NO: 82)

192FINF195 (SEQ ID NO: 83)

220KETKDGEMz27 (SEQ ID NO: 84)

Epitopos de Anticorpo Dl1l- no Dominio Extracelular de c-Met

Humano

s2aYKTGPVLEHPDCFPCQODCSSKANLes (SEQ ID NO: 85)

9sCFPCQDCSSKA10s (SEQ ID NO: 86)

Sequéncias CDR de Consenso

CDR2 da Cadeia Leve do Anticorpo D11-

GTSX1LX2S (SEQ ID NO: 87), em que X1 &€ Y ou R; e

X, &€ A ou R;

CDR1 da Cadeia Leve do Anticorpo C8
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SVSSSVX3SIYLH (SEQ ID NO: 88), em que X3z & S ou

CDR3 da Cadeia Leve do Anticorpo C8-
X3XsYXsGYPLT (SEQ ID NO: 89), em que X4 &€ I ou Q,

Xs € Q ouV, e Xs € S ou R;

CDR2 da Cadeia Pesada do Anticorpo D11-
WIYPVTGDTYYX7EXsFKG (SEQ ID NO: 90), em que X7 é

N, 1, ou R, e Xg € K ou P;

CDR3 da Cadeia Pesada do Anticorpo D11-

GYGAFXsY (SEQ ID NO: 91), em que X9 é Y ou F;

CDR2 da Cadeia Pesada do Anticorpo C8-
RVNPX10RX11X12TTYNQKFEG (SEQ ID NO: 92), em que Xio

&€ NouY, X11 € GoulR, e Xi2 € G ou S;

CDR3 da Cadeia Pesada do Anticorpo C8-
X13NX14LDY (SEQ ID NO: 93), em que Xi3 € T ou A, e

X124 € W ou I;

Sequéncias de Consenso de Regido Variadvel de Cadeia Leve

Sequéncia de Consenso da Regido Variavel de Cadeia Leve do

Anticorpo D11- (SEQ ID NO: 94)

EIVLTQSMOTLSLSMGERATLSCSVESSISSTHLHWY QURPGOAPRLLIY
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GTSX 1.X,SGIPDRFSGSGSGTIFTILTISRLEPEDF AVY YOCKIWSS Y PYSFG
OGTKLEIX

em que X1 &€ Y ou R, e X2 € A ou R;

Sequéncia de Consenso da Regido Variavel de Cadeia Leve do

Anticorpo C8- (SEQ ID NO: 95)

DIGMTOSPSSLSASYGDRY TITCSVESSVX SIVLAWY QOEPGK APKLLLY
STSHNLASGYISRE SCGSGSGTDFTLTISSLOIEDFATY Y CX XY X.CYPLTFG
GOTRVEIK

em que Xz € S ou R, X4 € I ou Q, Xs & Q, ouV, e X &€ S ou

R;

Sequéncias de Consenso de Regido Variavel de Cadeia Pesada

Sequéncia de Consenso da Regido Variavel de Cadeia Pesada

do Anticorpo D11- (SEQ ID NO: 96)

QVOQLVQSCGAEVKKPGSSVKVRCKASGYTFTSRYIHWVRGQAPGQULEWMGW
PVTGDTY Y XHEXFRGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVY YCARGY
CAFX,YWOOQUGTLVTVS

em que X7 € N, I, ouR, Xs € Kou P, e X9 & Y ou F;

Sequéncia de Consenso da Regido Varidvel de Cadeia Pesada

do Anticorpo C8- (SEQ ID NO: 97)

OVOLVOSOAEVEKKPGASVEVECKASOY TFTINY T MHWVROQAPGOULEWMGR
VDX R X X TTYNOKFEGRVTMTT L TSTSTAY MELRSLRSDDTAVY Y CARX,
NXLLDYWOEQGEITVTYS

em que X0 € Y ou N, X111 € G ou R, X412 é S ou G, X3 &€ A ou

T, e X140 € I ou W.
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<110>

<120>

<130>

<150>
<151>

<150>
<1l51>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

139

LISTAGEM DAS SEQUENCIAS

Eli Lilly and Company

Anticorpos de c-Met

X-18217

61/116825
2008-11-21

61/219903
2009-06-24

97

PatentIn versdo 3.5

1
108
PRT

Sequéncia Artificial

Construcgdo Sintética

1

Slu Ile ¥al lewu Thr

1

3lu Arg Ala Thr Leu

Azn Leu Hig Trp Tyr

25

Ile Tyr ly Thre Ser

50

Fly Zer Gly Ser Gly

&5

Freo GQlu hep Phe hla

Tyz Sar Pha Cly Gln

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

<220>
<223>

<400>

100G

2
108
PRT

Sequéncia Artificial

Construcdo Sintética

Eln

Ser

Gin

Tyr

Thr

10

Yal

Ely

Ser

Cye

Gln

ey

BB

ADp

Thr

Fro

Sar

LyE

40

Ala

Phe

Tyr

Ly&

cly

Val

Pra

Sar

Thr

Cys

L
105

Thr
10

fer

Gly

Gly

3ln
80

Elu

Lew

Ser

Gln

Ila

Thr

E=

3ln

Ile

Sar

Ser

Ala

Pre

&}

Ile

T.I:'P

Lya

Leu

Ila

Fro

45

Aszp

Sar

Sar

Ser

Sor

Jo

hrg

Axry

Sar

Bra

1%

Sor

Leuy

Phe

Leu

Tye
95

Gly

Ser

GClu
3]

Pro
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Flu Ile val Ieu Thr Glan Ser Frg Gly Thr lLeau Ser Leu Ser Prg Gly
1 5 it 1k

Glu Arg Ala Thr Teu Sar Cys Ser VYal Ser Ser Sar Ile Ser 5er Thr
20 25 k(]

Aan Lau His Tep Tys Glu Glo Lya Pro Gly Gln Ala Pro Aoy Leu Leu
a5 40 45

Ile Tyr Gly Thr fSer Tyr Ieu Ala Ser Gly Ile Pro Asp Arg Pha Ser
50 55 &0

Gly Ser Giy Ser ly Thr Asp Fhe Tho Leu Thr Ile Ser Arg Leu Slu
65 T 15 g0

Fro Zlu Asp Phae Ala Val Tyr Iyr Cysé Gln Gln Trp Ser S=r Tyr Prg
BS an a5

Tyr Sac Phe Gly Gln Gly Thr Lys Ley Glu Ile Lys
190 105

<210> 3

<211> 108

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construgdo Sintética

<400> 3
Glu Ila ¥al leu Thr Gla Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 ¢ 15

Gly hrg Alas Thr Lau Ser Cyd Ser Val Swc Ser Ser Ile Sac Ser Thr
2( 25 30

Aan Low Hie Trp Tyr Glo Glo Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Lao
a5 a0 45

Ila Tyr Gly Tht Ser Arg Lea Arg Ser Gly Ila Pro Aep Arg Fhe Ser
0 55 60

Gly Ser Gly Ser @ly Ihr Asp Fhe Thr Levw Thr Ile 5er Arg Leu Glu
&5 o 5 - ]u)

BFrg Giu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cye Gln Gln Trp Ser Ser Tyr Pro
BS a0 a5

Tyr Sar Fha Gly Gln Gly Thr Lys Leu Slu Tle Lys
100 105
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<210> 4

<211> 108

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construgdo Sintética

<400> 4

- 141

Agp Ila Gln Met Thr Gln 5ér Pro Zer Ser

1 L

Asp Arg Val The Tle Thr Cys Ser Yal Ser

20

Tyr Leu fli& Tzp Tyr Glo Gln Lys Pro Gly

35

Ilg Tyr Ser Thr Ser Rgn Leu Ala Ser Gly

50 FL]

Gly Sazr Gly Swr Gly Thr R3p Fhe Thr Lau

L) 0

Fro Glu asp FPha Ala Thz TIyr Tyr Lys Ile

B5

lLeu Thr Phe Gly &ly Gly Thr Lys Val Slu

100

<210> 5

<211> 108

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

<400> 5
Rap Ile @ln Mat Thr gln Sar
1 5

AEp Arg Val Thr Lla Thr Cya
2C

Tyxr Leu His Trp Tyr Gln Gln
33

Ile Tyr Ser Thr Sar Asn Lau
50 55

lew Ser Ala Ser vVal Gly
10 1%
Ser Ser Val Sar Ser Ile
25 30
Lys Ala Pro Lys Lau Lau
440 45
val Fro Ser Arg Pha Ser
6Q
Thr Lla Sar Ser Lau Gln
7 20
Gln Iyr Ser Gly Tyr Bro
an 95
Ile Lya
105
Prg Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1q 15
Ser vVal Ser Ser Sar Val Ser Sar Ile
25 34
Lym Fra Gly Lysa Ala TPro Lys Leu Lea
40 45
Ala Sar Gly val Pro Bar Arg Phe Sar

L
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142

Gly %ar Gly Ser Gly Thr Asp Fhe Thr Leu Thr Ila Ser Ser Leu 5ln
5 T0 75 a4
Fro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cye Glm val Tyr Ser Gly Tyre Pro
es 20 %
Layu Thr Pha Gly GCly Gly Thr Lys Val Glu 1ls Lys
100 105
<210> 6
<211> 108
<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> Construcdo Sintética
<400> 6
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Sar Ser Len 5ar Ala Sexr val Gly
L 5 14 - 15
Asp Arg VYal Thr Ile Thr Cya Ser Wal Ser Ser Ser Val Arg Ser lle
20 25 30
Tyr Lew Hia Trp Tyr GIn Gln Lya Proa Gly Lye AlA Prp Lys Leu Leu
as 40 45
Iie Tyr Sexr Thr Ser Rsn Lau Ala Sar Gly vVal Pro Sar Arg Phe Ser
L) 55 &0
Gly fer Gly Ber Zly Thr App Fhe Thr Lew Thr Ile fer Ser Lew Gln
[ ] 70 78 ag
Pro Glu Rap Phe Ala Thr Tyr Tyr Cya Glan val Tyr ARrg Gly Tyr Fro
85 o 9%
leu Thr Fhe Gly Gly Gly Thr Lys ¥al Glu lle Lya
100 105
<210> 7
<211> 324
<212> ADN
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> Construgdo Sintética
<400> 7
gaaattogtgt tgacgoagtec tcraggrace ctgtottigt cicoaggoge aagagocacc &0
ctotediga ghgtcagetc aagtabaagt tocaccaack tacactggte ccagoajaaa 1210

cctggocagy ctecoagyet cotcatctat gQgoacateort atctggotto tggoatrcona 181



PE2358755 - 143 -

gacaggtica gtggeoagtgg ghetoggaca gacttractce tcaccatcag cagactggag 240
cotgaagatt ttgoagtgta tractgrbcaa cagbtggagts ghtaceocgta cagtttogge 390
ciagggacca agttggagat caaa 3:a
<210> 8

<211> 324

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcgdo Sintética

;i22:£;lgt tgacgoagtc tccaggoace cbghckibgt ctccagggga sagagocapoc EQ
ctotcctgea gtgtcagotc sagtataagt tocaccasact tacactggta ccagoagaaa 121
cotmyecagy chéccaggot cotcoatctat gacacatcoct acchggettc tggoatccoca lad
gacaggttea qto@raghgg gtotggoaca gacttcacte tcaccatcag cagactograg 249
cotgeagatt thgoagigte ttactgtoan cagiggegte gttaccogta caghbttogge 304
caagggansca agttggagat ocaaa 324
<210> 9

<211> 324

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

;iggikslgt tgacgeoagte toccaggoace ckghoctttgt ctcoccagggga aagagocacco 1]
otatoctgoa gtgtoagote aagtaraagt tocaccaact bACactgota coagoigasa 129
cetggocagg ctocoaggot coctoatctat ggracatcoa gactgagatc tggoatcoca 184
gacaggttca gtggraghgg goocbgggaca gacttoacte Leascatcag cajactggeg 2aq
cebgaagatt ttgoagtgta ttactgteaa cagtggagta gttaccegta cagtttogge Jod
caagggacoa agttggagat casza 324
<210> 10

<211> 324

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

<400> 10
gacatccaga tgRCoCAg:C tocatcotor chgtotgeoat ctgtaggaga cagagtocacs a0

atcacttgea gigicageote aagtgraagt tocatttact tgoactggta toagoagaaa 124
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acagggaasy cocctaageot ccbgatctat agoacatocs acttgglitee tggagbococa
toaagqgttoca gtggoaghtgyg atctggoarca gatttcactec toaccatcag caghctgoma

coctgaagatt ttgomeartia ctactgratt cagtacaghtg gttacceget cacghtogge

ggagglacea aggtgyagat <aaa

<210> 11

<211> 324

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcgdo Sintética

<400> 11
gacetocaga tgRoccRgte tooatockco

atcacttgea ghgboagote aagtgtaagt

coRgogRasy cocotaagot cetgatctat
toasgygttoa grogoagtyy atobgygaca
cotgaagatt thgraactta cractgicag

ggagygacca aggrggeget CRAR

<210> 12

<211> 324

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcgdo Sintética

<400> 12
gacatccaga tgacccagte btecataecteo

atcacttgoa gtgtcagote amghghacgt

Cccagggaaay coockaagot cotgetotat

tocaaggtitaa gtggoagtgy atctgygaca
cotgaagatt tbtgoaactta ctactghboac

ggagggacca aggtggagat caaa
<210> 13

<211> 115

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Construcdo Sintética

<400> 13

- 144

ctgtcbgoat
tocatktact
agracateca
gatttcactc

gtgtacagty

ctgtetgeoat
tecatttact
agoacatooa
gatttoactn

gtytacaggy

ctgtaggaga
tgoactggta
acttggotte
trcaccaktcag

gttacoogot

ctotaggaga
tgoactagta
acttggorte

tqancatcag

gttacooyot

cagagtcacc
toagoagaan
tggagtcoca
cagtctgcaa

cacgtbogye

cagagtoass
toageaAgaia
tggagtooca
cagtotgoaa

cacghtogge

180G
#40
a4

24

G0
120
14890
240
3ao

Az4

&0
120
ig4d
244
300

324

Gin Val &ln Lau Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Sar

1 &

1q

1%
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Egr Val
Tyr Ila

Gly Trp
20

Lya &ly
LT

Mer Glu
Mla Arg
Thr val

<210> 14
<211> 11

Lys

Him

35

Lla

Lau

Gly

Snr

115

5

<212> PRT
<213> Sequéncia

<220>

Val

Trpe

YL

VYal

Sar

Tyr
100

Sar

Val

Fro

Thzr

Sar

83

Gly

Cys

Arg

val

Ils

Th

Lau

ala

)

Gln

Tkr
55

Thr

Fha

Artificial

<223> Construcdo Sintética

<400> 14
Gln ¥Yal
1

Sar Yal

Tyzr Ilwm

Gly Trp
50

Lyn &ly
(=]

Mat Slu

Ala Arg

Gln

Lya

Has

1le

Arg

Lau

Gly

Leu

Val
20

Top

Tyr

Val

Sar

Tyr

Val Gln Sar

5

Sar

val

Fro

Thr

Sar

&5

Gly

Cyse

Arg

Vval

Ila

T0

Lau

hkla

Lys

Gln

Thr

55

The

hrg

Pha

hRla

Ala

40

Gly

Ala

Sar

Tyr

Gly

Ala

hla

40

Gly

Ala

Sar

Fhe

- 145

sSar

25

Pra

AAD

Asp

Glu

Ty
105

Alm

Ser

25

Fro

Glu

Tyr

Gly

Gly

Thr

Lys

ARp

50

Ty

=R T

14

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

54

Trp

Tyr

Gln

Tyr

Say

T2

Thz

Gly

wal

Tyr

Gl

Tyr

Sar

75

Gly

T™hr

Gly

Ty

€0

Thr

Ala

Gln

Lya

Thr

Gly

Tyr

&0

Thr

Ala

Glno

Fha

Asn

Sar

Val

Gly

Lya

Pha

LAy

45

Ila

Har

Yal

Zly

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thx
110

Pro

Thr

E11

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thr

Ser

Tz

Lyw

ARla

Tyr
45

law

Gly
15

Ser

TIp

Lys

Ala

Tyr

&5

Lau

Arg

rhe

Ty=

g0

Cys

Val

S5ar

RArg

Hat

Pha

Tyr
30

Cva

Val



PE2358755 - 146 -

1490 1G5 114

Thr val Sar
115

<210> 15
<211> 115
<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construgdo Sintética

<400> 15
Gln val Glm Leu val ¢lp Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 B 140 15

Sar Val Lys Yal Sar Cyd lya Alwm Seér Gly Tyr Thnr FPhe Thr Sar Aog

Tyr Ila His Trp Val Arg Gln Ala Fro Gly Gln Gly Leu Slu Trp Mat
15 410 43

Gly Tzp Ile Tyr Fro Val Thr Gly Asp Thr Tyr Tyr Arg Glu Pre Fhe
50 55 &0

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
£5 70 75 g3

Met Clu Leu Sor Sec Leu Avg Sor Glu Aap Thr Ala Val Tyr Tyr Cy3

Ala Arg Gly Tyr Gly Ala FPha Tyr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
1CO 105 110

Thr Wal Ser
il5

<210> 16
<211> 114
<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcgdo Sintética

<400> 16
zln ¥al Gln Leu Val Gln Ser Cly Ala Glu Val Lys Lys Fro Gly Ala
1 5 1Q 15

Ser ¥Yal Lya val Snf Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thir Asp Tyr
20 25 30
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Tyr

Gly

Glu

63

Ala

val

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

Mot Hiz Trp
35

Arg Val hsn
54

Gly AXrg val

Glu Lau Arg

Aryg Thr Asn
1o

Sar

17

114

PRT
Sequéncia

<220>

<223>

<400> 17

Gln

I

Zar

Tyr

Gly

&lu

£3

Hat

Ala

Val

¥al Gln

Yal Yal

20

Lys

Met HLB

35

Trp

Arg Val
50

Asn

Gly Axrg Val

Glu Leu Arg

hrg Ala Asn

10D

val Arg Gln

Fro Agn Arg
55

Thr Het Thr
7D

Ser Leu Arg
a5

Trp Lev Asp

Artificial

Construcdo Sintética

VYal Glnn Ser
5

Sey Cys Lyg

Yal Arg GLln

Fro Asn Arg

Thr Hat

it

The

Ear
ES

lau Arg

Trp Lau Aap

Ala

40

Gly

Thi

Ser

Tyt

Gly

Ala

Ala
41

Thz

Sar

Tyr

PEo

Gly

Aap

Trp
105

Ala

Sar

25

Pro

Gly

hap

Aap

Tzp
105

147

Gly

Thr

The

Asp

Gly

Ely

iy

Thy

Thx

Aup

a0

Gly

GLln

Thr

Sar

15

Thr

Gln

Wal

Tyr

@ln

Thr

Sar

75

The

Gln

Gly
Tvr
&l

Thr

Aa

Gly

Lys
IThr
Gly
Tyr
1]

Thr

Ala

Gly

L

45

ASn

-1 7

val

Thr

Lvxg

Phe

Lau

Asn

Iarc

Yal

Thr

Glu

Gln

I'hr

Tyr

The
11

Pra

The

34

Glu

Gin

Tho

Tvr

Ths
114

Trp Met

Lys Pha

Ala Tyr
B0

Tyre Cys
25

Val Thr

Gly Ala
15

ASp Ty

Tep Eat

Lyns Fha

aAla Tyx

8o

Tyr Cve

a5

Yal The
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<210> 18
<211> 114
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Construgdo Sintética

<400> 18

Glo Val Gln Iea

i

Sar val Ly

Tyr Het Hi
35

g val
20

s Tep

Gly Azg Val Aan

50

Glu Cly Arg Val

Mat Glu Leu Arg

Ala Azqg Al

Val Sae

<210> 19
<211> 345
<212> ADN

a AEn
100

Yal Gln
L3

Zar Cya

Val krg

Pro Tye

Thz Mat
70

Ser Len
g5

Ila Lau

Sar

Lyn

Gln

Axg

55

Aryg

hED

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Construcdo Sintética

<400> 19
caggrgeaqe

toctgoaagy
coLgyacaay
aaegagaaghk
atggagckga

ggagotitet

tggtgoagte tggggotgag
chtctggeta caccttcaca
gacttgagty gatgggatqg
traagggoay Agkoacgats
goagectgag atotgaggac

actactgggy coagggoace

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Far

Tye

Ala

Bar

25

Fro

Sar

Aap

Anp

108

148 -

Glu Val
10

Gly Tyr

Gly Gln

Thr Thr

Thr Sar
75

hep Thr
90

Zly GLn

Lys

Thr

TyE
&0

Thr

Aln

ctggtecacog tckoo

Lya

Phe

Leun

45

.11

ey

Val

Fro

Thr

Elu

zln

Thr

Tyr

Thye
115

Gly
15

Aap

Trp

Lys

Ale

Tyr

b

val

gtgaagaige ctgggrocte ggtgeaAjgto
agtaggtata tacactagget gogacaggos
atttatcctg taactggtga tacttactac

ACogeggaca AatoCacgag CacagooLac

acpgecgtgt attactglbge gagaggetas

Ala

':yl‘

Hetb

Fhe

Tyr

&0

Cya

Thr

&0
1290
184
230
anq

345
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<210>
<211>
<212>
<213>

20
345
ADN

<220>
<223>

<400> 20
caggtgcags tgotgocaghto

tockgeaagy attebggota
ocotggacaag ggotigagtg
atcgagaagt tcaagggoag
atggagctga gragictgag

Jotgottttt totactgoog

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

21
345
ADN

<220>
<223>

<400> 21
caggtooagoe tggtgoaghte

tcctgcaaéq cttetggeta
cetguacasy gycttgactg
agagagoockt tSaagggoag
atgoagetga goagoctgay

gagagetbttt actackggog

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

22
342
ADN

<220>

<223>

<400> 22

caggthoage tggtgoagqtc tggtgotgag gtgaagaageo
tocctycaagg ctiotggtta cacctitase gactactaca
cotygtoaag gtottgagtg gatgggbtoegt grtaatccta
aaccagaaal togagggoog tgboaopatg a0DRCRGaCA

atggagotgs gtagooctgcyg ttotgacgac acggoogtgt

Sequéncia Artificial

Construcdo Sintética

togoggctgag
caccttoata
gAtyggAtyy
agtcacgatt
atetygaggaa

CoaggIRaAs

Sequéncia Artificial

Construcgdo Sintética

tayggetqyag
cAcrEtcasa
gatgggargg
agtoagpgatk
atatgaggac

CoAgIILaAco

Sequéncia Artificial

Construcgdo Sintética

- 149

gtgaagaagc
agtaggtata
atttatootyg
ACCOQCOggach
acggoogtgt

ctogtoaccg

gtgaagange
agtaggtata
atttatocctyg
accgoggaca
acggeegtge

ctggtcacocg

ctgggtoote ggtgaagote
tacactgggt gogacaggoc
taActgotga tacttactac
aatoracgagy CACRQOCLAC
Attastgtgo gagaggetat

tetoo

cbkggatects
tarackqgggt

taactggtga

aptcoacgag

attackgtgo

tockoo

agtgasggte
gogacagaen
tacttactac
cacagootac

gagaggctat

ctggtgocte agtgaaggte

tgcactyugt gogtoaggeos

accggogytgg tactacctas
cetacacgag Ccafagootac

attackgtge gogtacgaac

L
120
180
240
300

245

Bl
120
184
2414
3q0q

345

1]
129
(-1
2490

e Jal]



PE2358755

- 150

tggettyact actogyyooca gogcaccace ghoacocgtct ao

<210> 23
<211> 342
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Construgdo Sintética

<400> 23
caggticags

toctgoaagy
cotgogtcasy
AdcCAgARAL
atggagotge
tggebbgact
<210> 24

<211> 342
<212> ADN

tggtgeagtc tggugcigag
ctEctoggtts Capotttacs
qtotboagtyg Jatgggtegt
togqagggecy tgtaaocaty
gtagootgog ttctéacgac

Actggyyoca gygoadcanya

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Construcdo Sintética

<400> 24
faggtbaagoe

tectyraagy
cekggtoaag
saccagasat
atggageotge
attottgact
<210> 25

<211> 215

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 25

Glu Ile Val Lew Thr Zln Ser Pro Gly Thr Leu Sear Lou S¢r Pro Gly

1

Glu Axrg Ala Thr Leuw Sar Cys Ser Val Sar Ser Ser Ilm Sor Ser Thr

tggrgeaghe tggtgctyag
cttotggtta casatbcast
ghottgagtyg gatgggtogt
togagggecy ﬁqtclccltq
gtageoctgog ttotgacgac

astggggoca g@gcaccace

Sequéncia Artificial

Construcgdo Sintética

5

20

gtgaagaagc
gactactaca
gtraztocte
ACCACHJACA
acqggcogtgt
gteacagtot

gtgaagaage
fgactactaca
gttaatococtt
ACCacagdca
acggcocgtgt
Jgtoaccgtot

1{

a5

ctggbtgecte agtgaagote
tgeactggqt gogtcaggac
accggagggy tactacctac
catecacgay cacagoctag

attactgtge gogtgogaas

oo

srggtaccte agtgaagate
bqeactgygot gqogtoaggee
atcggggtag tactacrctac

Catocacgey cacagoohac

attactgtgo gogogogaac

oo

15

B

342

11]
120
1gQ
240
300

34z

%0
120
140
244
300

342
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Aen Leu His Trop Tyr Glo Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Lea Lau
a5 40 45

Ile Tyr Gly Thr Ser Tyr Leu Ala Ser Gly Ile Fro Asp Arg Fhe Ser
56 55 &0

Gly Sar Gly Ser Gly Thr Rsp Fhim Thr Lew Thr Ila Sar Arg Len Glu
&5 0 75 aa

Fro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys $3ln Gln Trp Sar Sar Tyr Bro
B3 30 a5

Tyr Se¢r Fhe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr val Ala
1C0 145 114

Ala Pro Ser Val Phe Ile Pha Pro Fro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Sar
115 120 125

Gly Thr Ala Ser Vil Vval Cys Ieu Leu Asn Agn Phe Tyr Pro Arg Glu
13aq L35 140

Ala Lys Val Gln Tep Ly Yal Agp hen Ala Leu Gln Ser Gly Aan Ser
45 150 155 1&80

Gln Glu Sex Val Thx Glu Gin Asp Ser Lys Asp Sear Thr Tyzr Sexr Lau
155 174 175

Ber Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys Hia Lyg Val
LBD 185 180

Tyr Ala Cys Glu ¥Yal Thr His Gln Gly Lew Ser Ser Pro Val Thr Lys
195 200 205

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 2.8

<210> 26

<211> 215

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcgdo Sintética

<400> 26
Glu Tle val Lou Thr Gln Ser Pro Gly Thr Lau Sac Lau Ser Pro Gly
1 ' 5 10 15

Glu Arg Ala The Leu Sar Cys Ser Wal Sar Ser Sar Yle Sar Sar Thr
an 25 34



PE2358755

Aan Iau

Ile Tyr
50

Gly Ser

Fxo Glu

Tyr Sar

Ala Pro

Gly Thr

139

Ala Lys
145

=Zln Gluo

Zgr Sar

Tyr Ala

tar FPhea
210

<210> 27
<211> 21

His

35

Gly

aly

hap

Phe

Sar

11%

Ala

val

Ser

Thr

Cya

1835

hin

5

<212> PRT
<213> Sequéncia

<220>

Trp

Thz

Sar

Ehe

Gly

100

val

Sar

Gln

wval

180

Glu

TyE

Ser

Gly

Ala

a5

Gln

Pha

val

TEp

Thr

165

Thr

Val

Gly

Gla

Tye

Thr

TO

val

Zly

Ila

Val

Lys

154

GZlua

Lau

Thr

GFlu

Gin

L

hap

Tye T

Thr

Pha

Cys

135

Wal

Glno

Ser

Hix

Cys
215

Artificial

<223> Construgdo Sintética

<400> 27

1ys
a0

Rla

Pha

Lys

Pra

120

Lau

hap

ASp

Lyn

GLn
200

- 152

Sar

Thr

Cya

Lau

1058

bra

T

Agn

Semr

Ala

igs

Gly

Gly

Gly

bt

Gln

90

Glu

Ser

AST

Ala

Lyn

L7G

Agp

Lawu

Gln

Ile

Thr

T3

Gln

Ile

lsp

Aan

Leu

155

Aap

Tvr

Sar

Rla

Pro

Ile

Top

LY#

Glu

Phe

140

Glo

Ser

Glu

Swur

Fro

45

ASp

Ser

Sar

Gin

125

Ty

Zer

Thr

Lys

Fro
205

Mg
Sac
Thr
110
T
Pro
Gly
Tyr
His
150

val

Lau

Fhe

Lew

Tye

95

val

Lys

Aoy

Agn

Ser

1715

Lya

Thr

Ser

EFlu

Pre

Ala

San

Glu

Ser

1&0

Le=11

Val

Ly

@lu Ile val Leu Thr Gln %er Pro Gly 7Thr lLeu 3er Leu ser Pro Gly

1

5

1D

15

Glu Arg Ale Thr lLou Ser Cya Ser Val Ser Ser S5er Ile Ser Ser Thr

29

Z3

30



PE2358755

Axn

Ilae

Gy

&3

Fro

Tyr

Gly

Ala

145

G.n

Sar

Tyr

S5ar

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

Leu

Tyr

R

Jar

Glu

Sar

Fro

Thr

L30

Lys

Slu

Sar

Ala

Fhe
2140

<220>

<223>

<400> 28

28

215
PRT
Sequéncia

His
k1

Gly

Gly

ASp

Fha

-127 3

115

Ala

val

5er

Thr

Cya

185

ABn

Ty

Thr

Sar

Pha

Gly

100

Val

Ser

Gln

Yal

Leau

130

Glu

Aryg

Sar

Sly

Ehe

Yl

Trp

165

Val

Gly

GLn

hrg

The

)

wal

Gly

Lle

Val

Ly=e

150

Glu

Lau

Thr

Glu

=il

leu

55

ARp

Tyr

Thr

Fha

Cr3

135

Yal

Sln

Sar

Hia

Cya
215

Artificial

Construgdo Sintética

Lys

LY

hrg

Fheé

Tyr

iy

1 1=

120

lau

Anp

ABp

Liys

Gln
200

- 153

FLo

Sar

Thr

Cya

Lau

135

Pra

Ren

Ser

Ala

185

Gly

Gly

Gly

=ln

g

Glu

Ser

A=n

Ly=m
170

Aap

Leu

Gln

Ile

Thr

ta

Gln

Ila

Rep

Lau

155

AhBp

Tyr

Ser

Ala

Fra

ad

Tla

TrD

Lyo

Glu

Fhe

149

Gln

sar

Elu

Sar

Pra

45

Asp

Sear

Sar

Gln

125

Ser

'hr

Lys

Pro
203

Arg

Arg

Sor

Thr

110

Lol

Pro

Gly

Tyr

Hig

190

Val

Ian

Fha

Lau

YL

23

val

Lys

Arg

AAn

Sar

175

Lya

Th

Lau

Sar

Glu

g0

PED

Ala

Sar

=lu

Ser

150

Yal

Lysa

hap Tle Glp Met Thr GLln Sar Pro Sar Ser rLeu Ser Ala Sar Yal Gly

L

L)

1p

15

Rdp Arg Val Thr Ile Thr Cyg Sar Val Ser Ser Sar Val Sor Sar Ile
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20 25 k11

Tyr Tau Him "I‘rp "I‘ju: Gln Gln Lys Prno Gl}r Lya Ala bro I-YI Iy Léawu
as 40 45

ITle Tyr Ser Thr Ser Asn Leua Ala Sar Gly Val Fro Ser Arg Phe Eer
50 L1 L1

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr au Thr Ile Ser Se&r Led Gln
14 T 15 21|

BErg Gly Agp Fha Ala Thr Tyr Tyr Cys Ile Gln Tyr fer Gly Tyrx Pro
g5 90 95

Leu Thr Pha Gly Gly Gly The Lya val Glu Ila Lys Acgg Thy val Ala
LOG 105 110

Ala Prog Smar Val FPha T)ea Pha Fro Pro Sar Aap Glu Gln Leu Lym Ser
11% 1240 125

Gly Thr Ala Ber Val Vel Cys Lau Leu Asr Asn Phe Tyr Pro Arg Glu
130 135 144

Ala Lys val Gln Trp Lys val Asp Agn Rla Leu Gla Ser Gly Ren Sar
145 150 155 164

Gln Glu Ser val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Lau
165 17e 115

Ser Ser Thr Lew Thr Lau Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lye Val
180 185 130

Tyr Ala Cym Glu Val Thr Hi= Gln Gly Leu Ser Ser Fro Val Thr lya
185 200 205

Ser Phe Ann Arg Gly Glu Cya
2ln 215

<210> 29

<211> 215

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

<400> 29
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Egr Ser Leu Sar Ala Sar ¥al Gly
1 5 10 15



PE2358755 - 155 -

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cyr Ser Val Ser Ser Ser Val Sar Ser Ile
29 5 30

Tyr Léu Hid Tzp Tyr Gla Gla Lys Pro Giy Lys Ala Fro Lys Lew Leu
as a0 45

Ile Tyr Ser Thr Ser Aesn Lea Ala Sex Gly val .Pr.u Sar Ary Pha Sar
50 53 ED

Gly Sar Gly Sar Gly The Rap Phe Thr Ieu The Ila Ser Sar Leu Gln
£5 70 75 31

Pro Glu Asp Pha Rla Thr Tyr Tyzr Cya Gln Val Tyr Ser Sly Tyr Pro
g5 a0 95

Len Thr Fhe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Rrg Thr val ala
100 105 110

Ala Proo Sar val Phe Ile #he Pro Pro Sgr Asp Glu Gln Leu Lys Ser
1ls 1249 125

Gly Thr Ala 5er Val Val Cya Lau Lau Asn Aen FPhe Tyr Pro Arg Glu
13g 135 140

Ala Lye ¥al Gln Trp Lya val Asp A8sn Ala Leu Gln Sar Gly Asn Sar
14% 1580 1858 160

Gln Glu S5ar Val Thr Giu Gln Asp Seér Lya Aap Sar Thr Tyr Ser lLen
165 1) 175

Sar Sar Thr Lau The Leus Ser Lys Rle Asp Tyr Glu Lya Had Lya Val
180 185 130

Tyy Alg Cys Glw Val Thr Hig Gln Gly Lgw Ser Ser Prg Val Thr Lys
195 aco 288

Sar Phe Asn Arg Gly Glu Cya
210 215

<210> 30

<211> 215

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

<400> 30
Agp Ile Gln Met Thr Gln Ser Fro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15



PE2358755

Rap Arg val

Tyr

Ile

Gly

L1

Leu

Aln

Gly

Aln

1435

Gln

Swr

Ty«

Sar

TyxT

50

Sat

Glun

Thr

P

Thre

1349

Ly=

Zlu

Smxr

k1B

Pha
210

Hia

a3

Ser

Gly

ABP

Bha

Fer

1l5

Ala

val

Sur

‘Thr

Cys
155

hgn

<210> 31

<211> 645
<212> ADN
<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construgdo Sintética

<400> 31
glaattgtgt tgacgoagtc tocaggoace CLgbobtbtght CLOCOYUYIa AATAJTUCAGT

Thr
20

Trp

Thr

Smz

EFhe

Gly

100

val

Sar

Gle

YVal

Lau

gt

GGl

Ile

Ty

=Sar

Gly

Ala

85

Ely

Flum

Val

Trp

Thr

1E5

The

al

Gly

Tht Cya

Gln Gln

AAN IHu
33

Thr Asp
70

Thr Tyr
Gly Thr
Ile Pha
Vel Cye
135
Lyx Val
150
Glu Gln
lau Ser

The Hin

Glu Cye
215

Lys

40

Ala

Fhe

Til‘[‘

Lys

Pra

124

Tau

Asp

Rap

Lys

Gln
200

Val

25

Pro

Zer

Thr

Cys

val

105

Prg

Lau

ARAn

Ser

Ala

18%

Gly

156 -

Ser

Gly

Gly

Leu

=ln

20

Glu

Cer

ARN

Ala

Lya

170

hep

Lay

Sgr

Lys

wal

val

Ilu

ASp

AEN

Tan

1335

AEp

Tyr

Sar

Sar

Ala

B

64

Ila

T&I"I‘

Ly

Glu

Fha

140

Gin

Sar

Elu

Sar

val

Fro

45

Sar

Ser

Arg

hry

Gln

125

Tyx

Sar

Thr

Lyn

Fra

ALy
34

Ly=

Ser

Gly

Thx

110

Lau

Pro

Gly

Tyr

Hie

L 30

vxl

Sar

Lt

Fhe

Tye
a5

Val

Lys

hon

Ser

175

Lyn

Thr

Ile

Len

Bar

Gln

ae

Fro

Al

Ser

Glu

Ser

160

L&y

Yal

LyBe

crtoetectaca gtgtoagete aagretaagt tocaccaact tacactggha ocagoagass

&0

1z0
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cotggccagg
gacaggtica
cetgaagatt
caagggacoa
coatetgatg
tatoocagagy
cagyagagtg
acgotyagos
FYootgaget
<210> 32

<211> 645
<212> ADN

ctococaggot
grggeagtgg
thgoagtgta
agttogagat
agcagttgaa
Aggocanagt
toacagagea
aagcagacti

CCoogtoac

cotecatetat
abtctgggaca
ttactgtcaa
capacgaact
atctggaact
ACBTCIIAAT
gACAgoaNg
cqaqaaacaﬁ

AARAgAgCLLC

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Construgdo Sintética

<400> 32
gaaattgtgt

ctctochgoa
cohggocadgoy
gacaggktca
cckgeagatt
caagggacca
cratctgatg
Eet=ccagag
caggagagty
aogotgagea
ggoctgageok
<210> 33

<211> 645
<212> ADN

tgacgaagte
gtagtoagote
choeccaggek
gtggocagtgg
ttgoagtgta
agttggagak
ageagtigna
aggocaangt
toacagagea
aa.,gca.gacl_ta

egecegteonc

tecaggeans
dagtataagt
ecbkoatctat
gtotgggaca
ttactgtcaa
Sdxacgaact
atctggaact
acatggaadg
Faacagcaag
coagaaacag

aaagagetto

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Construcdo Sintética

<400> 33

- 157

gooacatect
gacttcacte
cagtggagta
gtogctgcas
gocteokgttg
gtyyacaany
Jacagcacok
aaagqtotacy

axcaggggag

atgtotttgt

tecaccaact
ggoacatoct
gacttocacto
cagtggagta
grggetgaac
goctetghtg
grtggatascg
gacagoacet
aaagtctacg

aacageygaq

acotogeeto
tosccaktcag
griacaagta
catotgtote
tgtgooEgets
crotooants
acagqootbcag
cobgogaagt

agtgc

ctocagggya
tacactggta
acctggobto
tcaosatcag
grtaccogta
catctgbatt
taqtgoctgot
coceccaato
acagoetocag
cotgogragt

agtgce

tggoatacoa
cagactggay
cagtttogoe
catottooog
gaataanttn
gggtaagtern
cagoasacty

cacacataag

dagagooacas
ccagcagaaa
tggcatccoa
cagactggag
cagtttaggo
catctteooog
gaataackttc
gggtaactoc
cagcaccctg

cacofatoag

gasattgtgt tgacgoaghe tocaggoacs cLgtatitgl ctocAggoga AAgATCCASO

ctaotertgea gigteageto sagqbtataggt toCcaogAgot tagAactgQgEA COAgoAgaan

144
240
00
50
420
480
2440
600

645

2]
120
140
240
aona
260
420
480
54D
600

645

&

120
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cobggocagg
gacaggtteoa
cotgaagatt
caagggacca
aoatetgatg
tatocaaghg
osgaagagto
acgetgagon
gocotgaget
<210> 34

<211> 645
<212> ADN

choocagget
grggoagtag
ttgoagtyta
agttgoagat
Agcagttgaa
Aggecasagt
toacagapgeoa
ARGOATROLA

ogocogtoan

cctcatctat
gtoctgggaca
ttactgtcaa
caaacgaact
Atotggaact
AcAgtggAAy
ggacagonaag
CYAGRALCAL

azagagetto

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Construgdo Sintética

<400> 34
facatacaga

atocacttgea
coaggygaaag
toaaggttoa
dotgaagatt
TFATPYACTA
ccatotgatyg
tateocagag
caggagagty
acgetgagoa
yyoetgaget
<210> 35

<211> 645
<212> ADN

tgacccagte
gtgtoagoto
cocortaaget
gtggcagtog
tEgoaactta
agotygagat
agecagttgaa
aggosaaagt
toacayagoa
AAQCAGACLA

cgeccgtoac

tocatockon
aagtytaagt
cctgatctat
atctgggaca
ctactgtakt
oARASAACE
atecigganct
acagtygyady
GYaAcAgoAAY
COAgAARCAC

aangagotie

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Construcdo Sintética

<400> 35

- 158

gycacaktca
gacttoacto
cagtggagha
gtagctgoan
goceotgety
gtggataacy
gqacagoacok
aAAgtetacy

Bacagggorag

ctgtetgoat
tocatttactk
agoacatooa
gatttoecto
cagtacagty
gtagotgoan
gootobgtby
gtygatancy
gACACRSOL

saagtotacy

4aCagqggay

gactgagato
LoAccatoag
gttaccoghta
catctgtett
tqtgockget
aootocaate
acagoctoag
gotgegaagt

agtgo

crgytaggaga
tgcactogta
acttggottc
toaccatcag
gttacsooget
catekgtatt
totguetgeot
coctocaate
ACAGOOLOAY
cotgogaagt
agtge

tggoatoeaa
cagactogag
cagtttoage
catobtosay
gaakaactkc
gggtaactce
cagoacaaty

cacccatcag

cagagteace
toagoagaaa
tggagtccca
cagtctgeoaa
sasgtbogge
catobtosag
guatasctto
gggtaactos
CAFOASCOTY

cacocat aag

gacatccaga bgacccagqte tccatectocc ctgictgoat ctgbtaggaga cagagtcace

Ateactigea gigtcagotc sagtgtatoe bccatttack tgoactggita tCagCEjAas

coAgggAARy orcctaaget potgatetat agoacatoca acktggotte tggaghooga

184
249
300
30
429
469
540
€00

Ed5

&9
124
180
240
300
60
420
480
540
00

645

&0

tz2g

1g4
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teaaggttoa grggeagtagd atebgggaca gatttoacts fcaccatcag caghtongoaa
cekgaagatt ttgoaactta ctactgtocaa gtotacageg gttacoogsat cacgttoggeo
gyagggacca aggtggagat caazcgaact gtggotgeac catetgtott caktcktoeeg
coatobgaby agoagttgss aAtcbggeacet goobkotgttyg bgbgectqet gaataackeg
tatcocagay dggocaaagt acagiggaay gtggataacg coctocaate ggghagctoc
caggagaAqty LOACAgATCA gUacagiaag gasagoacct acaqootCay cagcacochdg
acgectgagoa aagcagacta cgagaaacac aaagtctacg cotgogaagt sacccatcag
ggoctgagot cgoeagteas axagagekic aacagzogag aghge

<210> 36

<211> 645

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Construcdo Sintética

<400> 36

garatccaga tgaccoaghtc tocatoctoo ctgteotgeat ctotaggaga sagaghtcanc
atoacttgoa gtgtoagotc aaghgtacght toccatttact tgcackggta tcaocagaas
coaginfaaay cooctaagel cckgatctat agoacatcea acktggetts togaghcoss
tcasggtbica gtggcagtgy atctgggaca gattbcacic toaciatcag cagtotgraa
cetgaagakt ttgeoaactta ctactgrecag gtgqtacangg ghtacoogel casqtioggc
JZAQEgacCca Sggtgyagat calacgasct gtggotgrac catotghott catcottcoeg
croatctgaty ageagttgan atotggaseot goototgitg tgbtgoctgel gaataacttco
tetomcagag sqggecgfagqt acagtigiag gtogatiasg coctroaate gogtaacters
siggagagty CoMTRFAgOR GUAcdgciag gacagoacct acagectoag cagoaonaoeg
acgotgagoa aagoagacta Cgagalacac azaagtctacyg ccocegogaaqt cacccaboag
ggochgaget ogocogbcocac apagegoctic Racagoggag aghgeo

<210> 37

<211> 441

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Construcdo Sintética

<400> 37

@ln val Gln Leu val Gln Ser Gly Alae Glu Val Lys Lys Fro Gly Sar

1

Ser Val Lye Vel Ser Cys Lys Ala Sexr Gly Tyr Thr Phe Thr Sar Arg

&

10

0
120
180
240
onp
I60
42
4B
540
e0a
g43

240

I

380

420

L1

=40

600

£45
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TyYr

Ely

Lyn

£5

Rla

Thre

Prao

Wal

145.

Ala

dly

Gly

Lye

Cya

2Z5

Lys

wal

Ilwa

Trp

L+

Gly

Gla

Arg

Val

Cya

133

Ly@

Tmu

Leu

wal

2L

Bra

Erg

Wal

val

His

35

Ile

Arg

A

Gly

Sar

115

Sar

Agp

Thr

Tve

=ln

1%5

Aep

Ala

Lys

Yul

275

20

Trp

Tyr

Wal

Sar

Tyr

LOg

Bor

AZg

Tyr

Sar

Ser

LH0

Thr

Lye

Pro

Aap

Ayp

260

Gly

val

Fra
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Glu Gln Pha Asn fer Thr Fho Arg val ¥al fSer val Leu Thr Val val
290 255 350

Ris Gln Aap Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Sor ksn
ans alo, s 320

Iya Gily Len Pro Ala Fro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly
32s 330 335

Glr Pro Arg Glu PFro GLln Yal Tyr Thr Leu Fro Fro Ser Arng Glu Glu
34D 345 350 :

Met Thr Lye Aan Gln ¥al Ser Len Thr ¢ys Lau ¥al Lyas Gly FPhe Tyx
355 380 g5

Erg Ser Agp Ile Ala Val Glu Trp Slu Eor ASh Gly Gln Pro Glu Amn
ata 375 k1:41)

Afn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
388 290 k14 100

Lau Tyr Ser Lys Len Thr Wal Asp Lya Ser Arg Trp Gln Gla Gly Aan
405 110 4158

¥zl Pha Ser Cys Ser Yal Met His Glu Ala Leu His Asn Hie Tyr Thi
420 425 430

Sln Lyz Ser Leu Ser l.aun Ser Pro Gly
435 447

<210> 38

<211> 441

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construgdo Sintética

<400> 38
Gln val Gln Lou Val Gl Sexr Gly Ala Glu Val Lys Lyas Fro Cly Ser
1 g 10 15

Ser ¥al Lyg Val Sar Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Arg
20 25 340

Tyr Ile His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly $ln Gly Leu Glu Trp Het
35 40 45

Gly Trp Ile Tyr Pro Val Thr Gly Adp Thr Tyr Tyr Ile Glu Lys Phe
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Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met leu ASp Ser Asp Gly Ser Fhe Fhe Lou
38% 330 395 400

Iyr Ser Lys Leu Thr Wal Aap Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val
40% 410 415

Fhe Ser Cyz Ser Val Mebt His Glu Ala 14u His Asn His Tyr Thx Gln
420 425 420

Lyﬂ Sar Leu Ser Leu Ber Pro Gly
435 444

<210> 41

<211> 440

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcgdo Sintética

<400> 41
Gln Vol Gln Lewn val Gln Ser Gly ala SIu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Sar Val Lys ¥al Ser Cye lys Ala Ser Gly Tyr Thr Pha Thr Asp Tyr
20 25 30

Tyr Mat His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gla Gly Lau Glu Top Mat
3% F1| 45

Gly Arg Val Asn Pro A Arg Reg Fly Thr Thr Tyr Asn Gln Lys Phe
L4:] 55 &d

Glu Gly Arg val Thr wat Thr Thr Aap Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
;1 70 15 g0

Mot Glu Leu Arg Zer Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Vel Tyr Tyr Cys
a5 S0 s

Ala Arg Ala Aan Trp Lau Asp Tyr Trp Gly Gln Gly The Thr Wal Thr
1on 1Q5 114

val Ser Spr Ala Ser Thr Lys Gly Fro Ser Val Fhe Pro Léau Ala Fro
L1% 120 125

Cyd Ser Arg Sar Thr Ser Glu Ser Thr Ala Rla Leu Gly Cyé Leu Val
134 138 140

1ys Rap Tyr PFne Pro Glu Pro val Thr val Ser Trp RBN Ser Gly Ala
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Phe Ser Cye Ser val Met Hisv Glu Ala Leu His Asnm Hio Tyr Tar Glm
4340 425 430

lys S5ar Leu Ser Lau Sar Pro Gly
435 440

<210> 42

<211> 440

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

<400> 42
Gln val Gln Leu val Glo Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly ala
1 5 14 15

Ser Wal Lys Wal Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Fhe Thr hap Tyr
20 25 a0

Tyr Met Hig Trp Val Arg ln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Mel
35 40 45

Gly Arg Val Asn Pro Tyr Arg Gly Ser Thr Thr Tyr Asn Glno Lya Pha

Glu Sly Arg Val Thr HMet Thr Thr Asp Thr Ser Thr Ser Thr hla Tyr
&5 70 - g0

Mot Glu Lew Acrg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyrs Tyc Cyo
a5 L1+ 95

Ala Arg Ala Asn Ile Lau Aap Tyr Trp Gly Gle Gly Thzr Thr Val Thr
100 105 110

Yal Ser Sar Ala Sar Thr Lys Gly Pro Sar Val Phe Fro Iaw Ala Pro
115 120 12%

Cys Sar Rrg Ser The Ser Glu Ser Thr Ala Ala Ley Gly Cya Lau Val
130 135 1470

Lyd Asp Tyr Pha Pro Glu Pro ¥Wal The val Ser Trip Asn S5er Gly Rle
145 150 155 160

Leu Thr Sar Gly Val His The Pha Pec Ale Val Lau Gla Sar Ser Gly
165 170 175

Leu Tyr Ser Leu Ser Sar Va. val Thr val Fro Sar 5ay Aan Phe Gly
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Val Glw

Yel Ala
230

ey Met
Z45

Ear His

Gliu Wal

Thr Pha

Axn Ely
310

Pro Ilm
125

Uln vali
Val Ser
Yal 3lm
Pra Pro
300
Thr val
4305
Val Met

Leun Ser

Aan

Aoyt

215

Gly

Ile

Glu

Hip

233

Lys

=3 BT

Tvt

Trp

375

Met

Asp

Hig

Prao

val

200

Lyg

Fro

Ser

Azp

AEn

B0

val

Glu

LyZ

The

The

6D

Glu

Leu

Lya

Gl

Gly
240

185

Aap

Cye

Arg

FrD

2E5

Als

Ty

The

Lo

345

Cys

58K

Aap

Sar

Ala
425

170

Hig

Cyx

Yal

Thr

250

Glu

Lys

5ar

Lya

Ila

330

Fco

L

ABn

Ser

413

Lea

Lva

Vil

Fhu

235

Pra

val

Thr

val

Cya

s

Sar

FEQ

val

Gly

RAap

395

Trp

Hin

Pea

Rl

220

Glu

Gln

]'.:]r;

Lalk

300

Lys

Lyg

Sag

Lys

Gln

ARG

Gly

&Gln

AQn

=

205

Cye

The

Val

bha

Pro

ZB5

Thr

val

The

AZg

Gly

365

Pro

Bar

Gln

Hig

190

RE

Foa

Fro

Thr

F¥:1,1

=70

wal

Ser

Ly&

Gl

350

rhy

Glu

Pha

GLy

Tyr
4130

™

Fro

‘yn
258

Wal

A=

aas

Gla

Tyr

Asn

Ihe

Aan

415

Thr

Ly#H

Cys

Lynm

240

val

Glu

Hie

Lya

izp

Eln

Met

PG

AT

Len

100

Yal

GLn
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<210> 43
<211>
<212>

<213>

ADN

<220>
<223>

<400> 43

caggtysage
tectyoragy
cologhohag
ARICGAFAATE
atggagetga
gaagottttt
Fyccrategy
etoggetgoe
gooctgacca
ctoagoagoy
gtagateaca
gagtgonean
ARATACARTO
gtgagpcacy
RAtgoCHMgE
ctoaceghtoyg
aaaggoctars
ceacagobgt
acctgookhgy
Cagooggaga
ctotacagcs
tacgtgatge

ggT

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

44

<220>
<223>

1323

tygtycagte
cttotgaeta
guetbgagtyg
LeaAFIGeaG
goagoctgag
ackacrgggs
toktceogot
tqgtosagga
goggogtgoa
tggtgacedt
agosdagoaa
eyt geccage
agacezbeat
A8QACCCCgA
cAAAGooRoT
tgoaccayga
cagcocccat
acactocbgod
tcamaggokt
acaactauas
agotoacogt

atgaggotot

1323
ADN
Sequéncia Artificial

Sequéncia Artificial

Construcdo Sintética

- 171

Lggegctgay gtyaagaage ctogytecte

cACotEqAaA
Yatgagetasy
ATTCRAQIATE
atohgaggac
coagggeacc
agogosckgo
ctacttococo
casobboocy
qoactocags
caccaanats

BCrcAootgrg
gatctoocgg
ggtoccagtto
gyeygigoay
ctgyutgaac
cgagaaasce
coeatsengy
ctaccoccage
gaccadagch
guacasgage

goaacaaccac

Construcdo Sintética

aortacyhar s
alttatontg
agogogaackE
acggoogegt
otggtcaceg
tocaggagea
gaacocggtga
getytoctac
sacthagyoa
JAaCARgAcay
geaggacogr
acecctgagg
aactggtacg
ttCaRcagea
YYLABITAQL
atctccansa
gaggagatoga
gacAtogoog
sooatgotyy
AgOEggQCags

tacacacaga

tacactaagt
LadCLggt ga
aRtSCaoTRg
attactgtge
tobectooge
ccboocgagan
cggtgtogtyg
agt st dagy
SosAgA SOtk
ttoagogcak
cagtetkect
tcacgtgogk
tygacggcat
cgttocoiyt
scaagtgoaa
coapagggca
COANGIALCA
tygaghggTe
act oogacgy
Agpggaa gt

agagoctoto

gutqazgyte
Jogatagged
tacktactacg
SRChgoet ag
Fajaggctat
CLoCcaccasg
SRC OO
gaactcaggo
actetactoc
cAaCcigaaas
atgrtgbgte
[ad & Halululod it -
ggtggtggac
ggaggtgcat
eQtcagogte
Gototooadac
goococgagaa
aytoagoetyg
gagcaal gy
ctocttotto
ctteotcabge

coctgbotoog

&0
120
150
240
30
380
420
430
540
£00
E80
T20
T8d
40
00
250
i0z2a
1040
1140
1200
12E0
1320

1323



PE2358755

<400> 44
CRgFtgags

toctgocaagy
cotggacaayg
atcgagaagt
atggagetge
QgtgobtLLt
ggooccatogg
ctgggakges
gocchgacca
ctorgoageg
gtagatcaca
gagtgocoan
Anacccaany
qrgagocacy
aatgocasga
ctoacogtey
aaaggecton
ecacaggLgt
aschgactygy
SOOI A
ckotacagos
tegghgatgo

aqt

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

45

ADN

<220>

<223>

<400> 45

togtgoagte
cktatggota
gucttgagty
traaguocag
goagoctgag
totactggog
tottooogat
tggtaaagga
goggeotyoa
togtgacegt
Agoocagoad
ogtgecoags
Azacootoat
sagrOCCogd
CAAATICACY
tgcacoagga
cagoococat
Acaccotges
toaaaggott
sonactacan
getosoogt

atgaggotot

1323

tagugctgag
carcttcaca
gutgggatgg
agtcacgatt
atcrgaggac
CoCAg@Icacc
agegosstygs
atacttococeo
cagcbtocog
gocotocage
caccaatggtg
acsacctgrg
gatotooogg
ggtocagtic
ggaggagcag
ctyyotgans
cgagasascc
cocatoosey
otaCCoCago
gacmacacot
Facaagags

gCacadcCas

Sequéncia Artificial

Construcdo Sintética

- 172

frhgaagaagc
agtagitata
atttatocky
acogogyaca
acggooobar
ctggtcRcog
tacaggagca
gaacoggtga
gotgteotas
aactteoggea
gaoaagacaag
goaggacogt
AccooEgagy
eactggoracg
ttoaacagoa
guceagyagt
atctccaaas
gaggagacga
gacatogoog
cocatgobgy
aggtggcage

tacacacaga

caggtgeage tggtgosgic tgggycigay gtgaagaage

toctgraayg ctEchkgyota cassticasa

cotggacaay ggottgagty patgggatoy

Agqagagecktt tcaagggoag agtcacgakk

agqtagatata
atttatocty

acoycggaca

ctoggtocto
tacartggqgt
tadctggtga
aatocacgag
attartgtgo
toctoctoogn
cotoogagag
cggtgtogty
agtectoagy
cccagagohbp
ttqagegcaa
cagtotbock
LoaCgTgoTt
tggacggeat
agttocggt
acasgtgcan

ccaaagggea
CCARGRACCa

tggagtggan

EEtL‘CgEng

aggggaacqgt

agagectata

ctogqtecto
tRcACt ot
tasctggtaga

aatccacgag

grtgaagIte
gogacaggos
tasttactarp
CaAcagoctas
gagaggotat
ctooacocaag
HAMAqQCOOoOQoC
gaActoaggo
actotactog
cacctq:aac
atgttgigte
cktecoooca
gILggtggac
ggaggtgoat
gotoagogts
gytotocaac
gocccogagaa
gotoagoetg
gagoaatggg

cEoccttokto
ctLotcatge

cobgtotong

gutgaaggbtec
gagacagyoc
tacttactac

cacagectac

&0
120
1gd
2440
200
360
420
dgD
40
600
akd
TZ0
Tad
840
ano
a6

L0320
LOg0
1149
1240
1260
1320

1323

&0
120
1E0

2409
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atggagatyga
oggagcttttt
gocccatogy
ckgggotgoc
gooctgacea
ctcageagoy
gtagatcaca
Jagrgoocac
BaacCCanog
gtgagenacg
aatgocaaga
ctocacogtog
aBAggootoc
codcaggtgt
acctyoatgy
cdgooggaga
ctotacagen
toegtgatgo
=1~

<210>
<211>

<212>
<213>

46

ADN

<220>
<223>

<400> 46
sagotteane

tocctgocaagg
cctggtoaay
Aaccagaaat
atggagotge
tggcttgact
ccatogatok

gactgectgg

1323

goageotgay
actactgoggy
tottoooget
tggtcaagga
goggogtgoa
togtgaccgt
ROCCAGCAD
otgoocagn
acaccctoat
RAJTACCCOTR
caaaygoacg
tgoaccagga
cagoecocat
acaccotgan
toaaaggott
AcCARCtBCEA
agetroaccgt

atgaggotct

togtgoagte
cttctggtta
qrotbgagiyg
togagggocy
gtageoctgog
astggggoca
tocoogotago

tcaaggacta

atobgaggac
Cragggcacs
agogooctgo
cracttcooe
caccttecog
goootocage
caccaaggtyg
accacctgrg
gatoetocogg
qgtocagtic
ggaggagcag
ctggotgaac
cgagdaaace
accatooogy
ctasoocags
JECCATACCE
ggacaagages

foacaaccac

Sequéncia Artificial

Construcgdo Sintética

tgatagctgag
cacctttacc
gatggytegt
tgtcaccety
ttotgacgac
gygoascace
gooctgotoo

ctiocooogaa

- 173

acggoogrglt
ctggtcaccyg
tocaggagoe
gasacgytga
gotgtoctas
ancttoggoa
Jacaagacag
graggacoqt
acocctgagy
aactggtacg
t{caacagca
ggcaaggagt
atctccaaaa
gaggagatga
gacatogoog
cacatgotgy
aggrggcags

taratacaga

ghgaagaans
gactactaca
gtiteatocta
ACCRCATACA
acggocghyt
gtoacogiat
aggagoacot

coagtgacog

attactgtge
tctoctengn
colcocgagag
oygEgtagty
agtcotoagg
cocagasota
ttgayegcan
cagtotbtaak
tocacgtgogt
tggacggcat
cgttocgtgt
ac B-El.gtqﬂﬂ.ﬂ.
CRaaaggaca
craagaacaa
tggagtggga
ACt SRSy
2g9gaaacgt

agagoctcte

ctogtgocto
Egoackgogt
accggaetag
catacacgag
atkactgtge
coboogoato
Cogagagoac

tgrogtggan

gagagyotas
[t elot Lelot B T
SAcACOTOn
gaactrcaggec
actoctactoe
sacctgoaas
atgttgtgte
sktoococoa
gytgytggac
ggaggtgoat
ggteagagta
getotocaac
JoOOQJETEA
ggteagectg
gagocaatggg
ctoocttcttc

cttetcatge

cotgtetong

agtgaaggtc
JogLoAQFee
tactacctas
cacagoctas
gogtacgaas
CACCRaggos
ageogooctg

ctoaggogoe

i
3e0
420
4380
sS40
c0G
e50
720
780
E40
300
a0
1020
10&0
1140
20}
1260
1324

1323

&0
124a
184
240
300
360
420

480
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ctgaccagog
agoayogtog
gatcacaags
toooraceat
aaacccangg
qrgagcoacgy
aatgecaaga
ctocacoghaec
aLaggcekec
ceacaggtgt
acetgoctoy
CrgIcquAga
ctotagagea
tecgtgatge
ot

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

47

ADN

<220>
<223>

<400> 47
caggttoage

tecbgoaayy
cctggtcang
saccagagat
atggagotge
tggottgant
coatoggtot
ggctgoctgg
ctgaccageg
sgeageqEgg
gatcacaage
tgcccaccct

asacccaagy

gogtgracac
Lgacogtgen
CCAgoAACAs
geotagracs
acacketcat
aagactcroCga
casagocgey
Lysaccagga
cgtectecat
acaccctgen
toaaaggott
acaackacan
ggctaacegt

atgaggotat

1323

tggtgoagta
atrotggeta
gtotigagtg
tcgagggcog
gtagoctgeg
artggggoca
tecogotage
tcaaggacta
goegtygcacaa
tgacogtges
ccagoaacac
goccocagoaas

acactobtoatl

cttesagget
CtoCcRgCagE
caaggtagyas
tgaggaages
gatetrocogg
ggtocagttc
gyaggageagy
ctggetgeac
cgagaaaace
cccateccag
ctancocage
gaccasgoet
yAtAAgAgE

yéadaacaas

Sequéncia Artificial

Construcdo Sintética

tggtyctgag
cansttoact
gatggyLegt
tgtecaccatg
tretgacgas
gggeatcace
goackgotae
cttocoogaa
cttocogget
ctocagoages
CAaRqutgoac
tgaggqocges

gacctooogy

- 174

groctacagh
ttggacacga
2AJAJEFLLF
oagggatcat
accocctgagg
aactggtacg
ttoaatages
gCaayyagt
aLctocaaag
gaggagatga
gacatogoog
ceegtgotgg
Agotaglagy

tacacacaga

FLPiagRage
gactastaca
grtaatcota
accacagaca
acguocgtgt
gtcacogtct
aggagoaact
coggtgangy
gtectacagh
tEQgyUoACya
ARgAgAgtty
Jygggacacat

accooctgagy

cotcagaact
agacotacas
agtocaabta
ragtetbest
toacgtgogh
tggatggegt
ogtacogtyt
acsagtgoas
cCddagggsa
céiagaacaa
togagtggga
natcﬂgnﬂgg
Aagyygyaatgt

agageatata

ctggtgocte
tgractgggt

acogTagIyy

catccacgag
attactgtge
cctoogecte
Cogagagaas
tgtcgrtggaa
cotaaggact
sgractacac
agtccaaata
cagtottoct

toeagtgeqgt

ctactoocte
ctgoanagta
togtouceca
gttcocooca
gatggtggac
gIaqgtqgoat
egtcagogto
gytotocaac
gocooqagag
ggtagooty
Aagoastggg
ctoottotta
cttoctoatge

catgtotaty

agtgaaggtc
gogeraggasn
tactacotas
cacageetac
gegtgogaac
cacaagoggoc
agoogaoaty
ctoaggegec
ctactaocake
ctgoaacgtd
tggtcooooa

gtiocooacoa

ITCgg=gyac

40
&00
660
120
rED
eq
00
F60
10240
ipaq
1140
100
1260
1320

1323

8l
124
1490
240
390
g0
420
480
540
600
EED
T20

TEO
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gtgagcoagy
aatgacasga
ctoaceghos
ANAGQTOLOD
coacaggrLyt
acctgootgg
cagecggaga
ctotacagoa
Locgtgatgs

gqt

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

48

ADN

<220>
<223>

<400> 48
cagottaagn

tacbgeaadg
coctggtcaag
saccagaaat
atggagetge
attcttgack
ccatoggtat
gactgoctyg
ctgaccageg
agoagogtyy
gatoazaage
tgoecasact
daaccoaagy
gtgagecagy
aatgecaaga
cheacegtoo

aaaggostec

Adgaccooga
casagacgeqy
tgcacoagga
cghootooat
acacoctgoc
tcaaaggett
scxactecaa
gyctazcogt

atgaggetoh

1323

tgghgoagto
cbtobggtta
gtotbgagtg
trcogagggoeg
gtagootgoy
actggggoca
tr;ccgcta.gc
toaaggacta
gogtgoacec
tgacagtgoc
Coagoascac
goooagoace
avackobtaoat
aagaccooga
caaag-Cgog
tgcaccagyge

coqtoochocat

gatccagtte
qyagyagoag
ctggotgaac
CYRgaaace
cocataeccag
ctaccocagoe
gaccacgoct
ggaczagage

giacaaccac

Sequéncia Artificial

Construgdo Sintética

tagtgetagag
oacattoAst
gatgggtogt
tgtoaccaty
tratgasgas
gggocastads
geocktgeteo
pticeocgaa
cttoooggot
ckooagoage
casggtggac
tgaggecgec
gatctecogy
ggtocagtEc
ggaggagcay
ctggetgaac

Ccgagasaacs

- 175

azctgytacyg
ttcaaoRgos
ggcaagyagt.
atctooasag
gegFagatga
gqarategoeg
coocgrgetgy
aggtggoagy

tacacacaga

gtgaagaage
Jactactaca
gttaatoott
accacagaca
azqggeogtgt
wteacoghok
aggagcacct
ceggtgacgy
gtoctacagh
rrgggoacyga
asgagaghig
Jogggaceat
acccotgamyr
aactggtacy
cteaacagoa
Jgcaaggagt

atctoccaaag

tggatggogt
ogtacogtat
acaagtgraa
CoAARGEYCA
CoAAgANCCA
tagagtgoga
actoccgacgg
aggggastgt

agagootobe

ctggtgoate
tgoactgqgt
atagaggtag
catccacgag
Attantohge
pebeageste
ccqa.ga.gcac.
tgtogtggaa
cckcaggact
ggACCEACEC
agtocaaate
cagtetteact
teacgtgagt
tggatygegt
cqtacagtgt
acaagtgcaa

cCRaagggca

ggaggt.goat
ggtoagagte
gatstecaac
QoCCCyAgAY
gytcagectg
2AgeAatgyg
ctecttokta
ctkctoatge

cotatctotyg

agtyaaqggts
Fogteaggos
tastacotac
cacagodtad
qogtaagaac
cCactaaggge
agoogoooty
ctraggogee
ctacktcookc
ckgcaacgta
tggtooooca
gtecocoooa
gytggtggac
ggaggtgoat
ggtcagogte
gatctecaac

goooccgagag

840
830
380
10240
1089
1140
12q0
1260
1320

1323

3]
129
1840
240
a04d
80
120
480
5aQ
3414
374
220
TE0
840
i)
260

1020
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coacaggtgt acaccctgeoc cocatcoccocag gaggagatga
acctgoctgy toaaaquott ctaccccage gasategeosyg
Tcagcoggaga acasctecaa gaccaggoot coogtgobgg
ctobacagoa gyohaacagt ggacaagage aggtggcaog

toccghbgatgs abgaggotot gozgasdsan tacacacage

gyt

<210> 49

<211> 12

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

<400> 49
SEar Val Eer Sar Sar Ila Sar Sar Thr Asn Leou
1 5 10

<210> 50

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construgdo Sintética

<400> 50
Gly The Sex Tyr Leu Als Zar
1 5

<210> 51

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcgdo Sintética

<400> 51
Gln Ghn Trp Ser Ser Tyr Pro Tyr Ser
1 5

<210> 52

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

<400> 52

Coeagaacca ggtoagqootyg
togagtggga aegoastygy
actcogacgyg ctoctkbottc
;ggqqaatgt cttoteoatge

agagoctote cotgrototyg

Hixg

108Q
1149
1200
1260
1320

1322



PE2358755 - 177 -

Gly Thr 5ar Arg Lew Arg Ser
i 5

<210> 53

<211> 12

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

<400> 53
Ser Val Ser Ser Ser Val Ser Ser Ile Tyr leu His
1 5 1¢

<210> 54

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

<400> 54
S5er Thr Sar Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 55

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construgdo Sintética

<400> 55
Ila Gln Tyr Sar Gly Tyr Pro Lew The
i 5

<210> 56

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcgdo Sintética

<400> 56

Gln val Tyr Ser Gly Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 57

<211> 12

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial



PE2358755 - 178 -

<220>
<223> Construcdo Sintética

<400> 57
Ser val Ser Ser Ser Val Arg Ser Ile Tye Lau Hia
1 5 10

<210> 58

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construgdo Sintética

<400> 58
&ln val Tyr Arg Gly Tyr Prp Leu Thr
1 5

<210> 59

<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcgdo Sintética

<400> 59
Gly Tyr Thr Phe Thr Sar Arg Tyr Iles Hia
1 ) 10

<210> 60

<211> 17

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

<400> 60
Tee Ila Tyr Pro Val Thr Gly Rsp Thr Tyr Tyr Aen Glu Lyas Pha Lya
1 s ‘14 15

Gly

<210> 61

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcgdo Sintética

<400> 61



PE2358755 - 179 -

Gly Tyz Gly Ala Phe Tyr Tyz
1 -3

<210> 62

<211> 17

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

<400> 62
Trp Ile Tyr Frg Val Thr Gly Asp Thr Tyr Tyr Fle Glu Lys Fhe Lys
1 § 10 15

Gly

<210> 63

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construgdo Sintética

<400> 63

Gly Tyr Gly Ala Phe Pha Tyr
1 5

<210> 64

<211> 17

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

<400> 64
Trp Ile Tyr Pro Wal Thr Gly Asp Thr Tyr Tyr hog Slu Pro Fhe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 65

<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construgdo Sintética

<400> 65

Gly Tyr Thr Phe Thr Rap Tvr Tyr Mat Hia
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<210> 66

<211> 17

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

<400> 66
Arg Val Ran Pro Asn Arg Gly Gly Thr Thr Tyr Rso Gln Lya Pha Glu
1 3 10 15

Gly

<210> 67

<211> 6

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construgdo Sintética

<400> 67
Thr &sn Trp Leus Rep Tyr
1 5

<210> 68

<211> 17

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

<400> 68
Arg Val Asn Pro ARan Arg Arg Gly Thr Thr Tvyr Asn Glo Lys Phe Glu
1 H] 10 15

Gly

<210> 69

<211> 6

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

<400> 69
Ala kan Trp ILau RBp Tyr
i 5



PE2358755 - 181 -

<210> 70

<211> 17

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construgdo Sintética

<400> 70
Arg Val her Pro Tyr Arg Gly Ser Thr Thr Tyr kin Gln Lys Pha Glu
1 5 i 15

Gly

<210> 71

<211> 6

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

<400> 71

Alp Agn Ila Lau Asp Tyr
1 5

<210> 72

<211> 1192

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72
Mot Lys Ala Fro Ala Val Leu Ala Pro Gly Ile Leu val Leu Leuw Phe
1 ) 10 15

Thr Léu Val Gln Arg Ser Asn Gly Glu Cys Lys Glu Ala Len Ala Lys

Ser 5lu Met Asn Val Asn Met Lye Tyr Gln Len Fro Asn Fhe Thr Ala
a5 40 45

Glu The Fro Ile Gln Asn Val Ile Leu Hia Glu His His Ile Phe Leu
50 : 35 &0

Gly Alz Thr Asn Tyr Ila Tyz Val law Asn Glu Glu Asp Lau Gln Lys
&5 70 15 BO

Yal Ala Glu Tyr Lys The Gly Pro Val Leu Glu Kis Fio Asp Cya Pha
BE 0 L



PE2358755

Fro

Lys

=1ln

Val

145

Ile

Wal

Ilg

His

Gly

225

Phe

AAD

Thr

Hinm

Lya X

J0E

Iyr

Leu

Jarx

Cya

Aap

134

Fha

Phe

Sar

Agn

Pro

g

Fhe

Arg

Phe

Pha

Sar

290

Yal

Agn

Ala

GLn

hyn

115

Ile

Fro

Ser

Ala

Fha

195

Leu

Hat

Asp

1le

Hiwm

2715

TyE

Sur

Asp

Gl

hsp

154

ITlm

Ser

His

Frao

180

Fha

Hip

Pl

Ser

Iyr

250

Met

s5ar

Lvs

Asp

340

Pro

oys

hgn

Cys

AAn

Gln

1E5

Gly

Yal

5er

Tau

Tyr

a5

Phe

Elu

The

Ero

axyg

Ilg

Met

Ler

Mat.

Gly

Eid

150

Il

Ala

Gly

ile

Thr

230

Frao

Iew

Tlw

Fek

Iye

dih

Iau

Asp

Sur

Ala

Sar

135

Thz

Gluy

Lys

AER

Ser

215

ASp

Ila

‘rhr

Ilw

Pro

-1

Lya

Ala

Fhig

Areg

Lys

Law

124

Val

Ala

Glu

Val

T

2cn

Wal

Gln

Lya

val

Arg

280

Gl

Gln

Gly

Jar

Ala

105

Val

Ann

A=p

Prao

Lau

185

Ila

Arg

-2

Tyr

Gon

AB3

Phw

3lu

val

Leu

Val

345

Ala

182

AhET1

Yal

hrg

Ils

Ser

170

Rar

AN

Tyr

Yal

Z50

Axg

Cye

CyE

Fhe

Ala

30

Fha

Met

Lau

Anp

GEly

Glo

155

Glen

Sar

Sar

L

[Ie

238

Hia

Glu

Ser

Ilm

Aan

315

Arg

Ala

cye

Sar

Thr

Thr

144

Sez

Cysg

val

Sar

Lye

220

Aap

Rla

Thr

Ile

L

3Da

Ile

Gln

Gln

Als

aly

Tyr

125

Cya

Glu

Pre

LyH

Tyr

20s

BFla

Yal

Phe

L2

Axnm

I85

Thr

La=n

Ila

-1 E S

Phea

Gly

11p

Tyr

Gln

val

Alp

L =]

189

Pue

Thr

Glu

270

Sar

Glu

Eln

Gly

Lys#

350

Fro

wal

Rap

Arg

Hinm

Cya

175

Arg

Fro

Lye

Pro

Ser

235

Ala

Gly

Liya

Ala

Aln

335

FEQ

Ile

Irp

REE

Hix

oy

160

Vel

Fhe

RER

hep

alu

240

aln

fau

Arg

Ala

120

der

Asp

uYE



PE2358755

Ty
Cyn

ERL

Thr

Gln

AEP

Yal

465

Aan

ila

Cys

Cys

=45

Cya

Gly

AEn

Sar

wal

370

Len

Leely

Thr

Phe

tau

450

Val

ASE

Glna

Fra

L2

532

vai

Gly

Aon

CYE
GLO

a5s

ALn

Gln

Lew

Gln

Ser

435

Thr

val

Sar

Aan

2L

Ser

Pro

Thre

1ya

95

Thr

Abp

Him

hrg

Phe

420

Glu

Tle

Sar

Hia

Sly

=00

ABL

hla

Enr

Ala

Arg

580

Fhe

Leu

The

Phe

HER

103

Thr

Val

Al

Fro

4685

Tyx

Gly

roo

Glu

Ile

565

Lau

Thr

Pho

Tyr

an

sar

Thr

Tl

Aan

sar

Ll

val

“he

Lan

Fra

Gla

550

Tyr

Thr

AoT

37r

Gy

ST

ala

Lieu

Lau

433

GEly

Sar

Lwu

Ely

Fhu
535

Cys

Ly=

Ilm

Lys

Car
615

380

1vp

FPra

Gcly

Lien

IThr

134

Gly

Fro

r'ro

val

Tya
»24q

val

val

Cys

Lya

00

Glu

Tl
1,141
Cye
Gln
425
Smr
Thr
Sar
Glu
Ilm
505
Arg
Glo
S
Phe
Gly
SES

Thr

Sarc

183

val

Hi=

Glu

1L0

g

Ile

Sar

Thr

val

L kL]

Thr

Hia

Cyo

Gly

Pro

370

Trp

Thr

AEn

Glu

g5

Ala

val

Enr

Glu

Fro

475

Ile

Gly

Fha

Gly

Thr

25E

Ran

RER

val

Hax

Lym

3a0

H1a

Ary

A=p

Thr

Gly

a50

Hie

val

Ialrg

=1ln

TEp

49

TIp

Ser

Fhe

L

Axn
a2

3oy

A
Cyx

Aryg

P
LS

val
Eln
]..‘fa

Ser
325

Cya
The
Ala
Gly
Leu
E05

Thr

Fha

s

Pha

432

Iln

Phm

Hia

Tle

L} N

Cya

Hig

Bln

Pra

Ehe

a9n

Gly

Lau

Tal

Akn

Glu

415

Lys

Fhe

Thr
495

Ser

ABp

Gln

575

Arg

ABn

Lys

Arg

400

Tyr

Gly

ly

Leu
q40

L&

'I!.ya

lo

Lya

[l=

L10)

Gl

Glu

Cys



PE2358755

The

525

fer

Fro

Thr

His

Ear
Tas

Sar

Fhe

Ser

Azn

185

Cya

Ila
3]

val

ABn

wal

Laua

[le

£30

Ile

Val

Tye

Ile

Val

TR

Fha

Thr

Lys

Ile

Ile

BS0

Asp

Gly

Gly

1la

Lau

ST

Sar

Lau

1y

Ser

T5%

Saxr

Thr

Thr

Ala

Tyr

835

SEpr

Fro

Fro

His

The

660

The

Tia

Glu

Lau

Glu

142

Gly

Yal

Val

Fro

Phe

g2

val

Met

Glua

Gy

645

Far

T

Gly

Cya

Lyn

T3

hap

Gly

Pra

Ala

2ar

4035

Fha

Hie

Gly

Ala

Hat
4630

Thr

1le

Gly

Tyr

710

Ile

Pro

Far

Oy

Ta0

Hat

AHD

A4n

val
870

Asn

The

:1-

Gly

Lys

L3 L]

Thr

A=p

Ile

Thi

Kat

TT3

Gln

Gln

Ly

Fro

Glua

L]

Lya

Lyn

Gln

Fro

Al

ERD

Thr

Fro

val

Ile

760

val

Hin

Gln

REE

val

G440

.Y 1,8

Gly

Hig

Tyr

LyE

1T

Twyz

Cya

Ala

Ala

Tyr

T45

Ile

RES

Leu

Gly

2%

Phe

val

Sla

184

rha

Ser

£50

Tyx

The

Gln

Ann

T2

Elu

Gly

REN

Egr

Aan

gla

Ila

Lyz

Ley

val

p.1:1.1

35

The

Gly

Rin

Lav

e
718

Arg

Ile

Yval

wal

Agn

1495

Leu

Ligia

Ero

Glu

Low
g7s

Hat

Fha

Fro

Serc

Lyn

TaC

lle

Glu

Hie

Gly

Hie

Tac

Bor

Fln

Ber

Fhe

Ila

B&d

Lym

Saz

S5ar

Mat

Gly

GHS

Sar T

Tho

Fro

Lyn

TEE

zlu

Glu

lan

Iy«

Glu
345

Lya

el

Iila

Tyz

Ala

ET0

g

val

Ser

Thr

750

hen

Ala

Ile

Fio

TYE

330

Lyn

Gly

Gly

Ila

Val

655

LYy

Sax

sSar

5lu

Ile

735

Lys

pe il

=1y

Ile

Lau

Bl5

Fhg

Bro

BER

Ile
Edq

Agp

Gly

AsSn

Fhe

720

Fhe

Ser

Aon

ATg

Cye

il

Lyw

aap

val

Aap

lyn
BED



PE2358755 - 185 -

S5er Cye Glu Axn Ile Hie Ieu HAis Ser Glu Ala val lau Gya Thr val
ges 390 855

Fro Aen Ridp Leu Leu Lys Leyd Ren Sar Glu Lau Asn Ila Glu Trp lya
aap &05 310

#ln Rla Ila Sar S5er Thr Vel Lau Gly Lya vul Ila Val Gln Pro Aep
15 DZ0 FEh

GIn Agn Phe Thr Lan RGlu Val Tay Bhg Gl Gly Fro Asp Ile Glu Pra
720 938 940

Lya Bar Cyz Aep Lya Thr Hia Thr Cye Pro Pro Cyx Pro Ala Pro Gilu
F4E SED 355 980

Ley Lew Gly Gly Pro Ser Val Phe Lea Phe Pro Pro Lys Foo Lya Asp
365 #70 a5

The Lau Mat 1lé Ser Azrg Thr Pro Zlu Yal Thr Cys val val val REp
q84d 285 850

val Ser His Slu Rap Pro GIu ¥Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly
nos Lo0d 1045

Yal 3lu Val I;Il..ﬂ Aen Kla Lys Thr 1ya Iro Avg Glu Glu Gln Tyr
1010 1015 1020

Ay Sgr The Ty frg Val Val Sar Val Lea Thre Val Lga Hig Gln
1nzE 1030 193%

ABp TEP Low Agn TLy Lye Glu  Tyr Lye Cys Lys Val Sor Ren Lya
1049 145 1950

Ala Lea Poo Ald Peo Ilg Gle Ly The Ila Sar Lye Ala Lye Gly
105% 1060 1085

Gln Fzo Arg Glo Fre Gln Glu Tye Thr Leun Pero Pro Ser Azxg Glu
1070 1075 1080

Glu Mot Thr Lys Asn Gln Val Sex Ieu Thr Cys Leu Wal Lys QGly
1085 1090 1095

P Tyr Fro Sar Rap Ile Ala Wal Glu Treg Glu Sar han Gly Gln
1100 1105 1110

Pro Glu Asn Aen Tyr Tysx Thr Thr Pro Pro Val Leu  Rap Sor Asp
1113 120 1125



PE2358755

Gly S&r
1130

Trp Gln
1145

Ley Hix
1160

Lyd Arg
1175

Hig Him
L1590

Fhe Fhe

Sln Gly

AEn

Ile Asp

Hia

L=u Tyr

Azn Wal

Tyr Thr

Tyr Ly

Hia Hinms

<210> 73

<211> 1192
<212> PRT
<213> Macaca mulatta

<400> 73

Met Lys
1

The Low

Sar Glu

&lu Thr

Sly Ala

val Ala

Fco Cys

Lys Aep

Gln Lay

13D

Val The
145

Bl

wal

Mat

KL

Ala

Thx

Glu

Gin

Aon

115

Ilg

Proc

Brao

Fin

20

Asn

Ilm

hEn

Tyr

Ao

194

Ile

Soe

Hie

Rla

Arg

Yzl

Gln

Ty

Lys

85

Cvi

han

CYE

han

Val

Sar

hgn

Anmy

Ila

T

Thr

Sar

Gly

His
150

1%
113

Fhe Ser Cys Sar Wal

113

Gln Lys Ser Leu Ser

116

ABR

114

Adn

HMet

Yal

55

Tyr

Zly

ser

Ala

12

133

Thr

Iy Leuw Thr val

5

1]

5

i

val

GLly

Lye

13

ila

wal

oo

Lya

120

Val

Ala

Glu

25

Tyr

Lauy

Lau

Val

Ala

1056

val

han

Asp

186

Gly

1@

Cys

Gln

His

ATy

LA

0

A=

Val

At

Ile

REpR Asp ASE Lyd

1le

Lye

lew

Glu

Glu

]

Gluw

Lew

Asp

Gly

Gln
158

1144

1155

Leu

11'1)

1185

Lau

Glu

Pro

Higa

a3lu

Hig

Sar

The

The

14D

Ser

wal

Ala

AED

45

His

Aap

Fro

Gly

Tyzr

128

Cye

Slu

Asp Lyw

Hat Hig

Sar

Hig Wvwal

Lau

]}

Pha

Ilae

Loy

Atp

Gly

1l

Tyr

Gln

val

Ser hrg

Lau

13

Alg

Thr

rhe

3in

Cve

25

Yal

MEp

Arg

Hie

dla Ala

Bro Gly

Hi® Hia

Fha

Ly

Ala

Len

Lym

a0

Pra

Trp

hap

HiR

Cys
180



PE2358755

Ile Fho

Val Ser

Ile Aan

His Fro
210

Gly Phe
225

Fhe Arg

Aapy Phe

Thxr Phe

Hia Sear
291

Lys Lys
305

Tyx Val

lawu hen

Zar hla

Tyr Val
370

Cys Lo
385

Thr Lau

Sar

Ala

Ehe

135

Leu

Mot

Anp

I.e

Him

275

Arg

hsp

Glu

355

Aam

Gln

Lgu

Ero

Lau

10

Fhe

Hig

Fhe

Ear

TYrK

260

Thr

Mat

5art

1ys

Asp

34D

Fro

His

Arig

Gl

1%

Gly

Vvalk

Ser

Len

Tyr

245

Fha

Arg

Glu

Thr

PFro

325

Ile

Fha

Aan
40435

I1lea

Ala

Gly

Ilw

Thr

234

Ero

Liau

ile

Mat

Ly

314

Gly

Len

AEp

Fhw

Tyr

390

Gar

Glu

Lys

Ran

Sqr

215

Aap

Ile

Thr

Ile

Fzro

2495

Lym

Ala

Phe

Aun
375

Gly

Sar

Glu

Val

The

200

val

Gln

1lys

val

Az

280

Tau

Flu

Gln

=ly

Sar

350

Ive

Pra

Gly

Ero

Leu

185

Ile

Ber

Tyr

Gln

25

Fhe

Glu

val

Val

345

Rla

Ile

Aan

Cy3

187

Axnn
170

Ser

Aan

Ile

250

Arg

Cya

Cys

Fhe

Ala

330

Fha

Mot

val

Hia

Glu
410

Gln

Ser

Eaz

l.aa

Ila

23%

Hig

Glu

Smr

Ila

yn

315

Ala

Cys

Rar

Glu

335

Ala

Cya
Yal
Sar
Lys
223
REpR
Ala
Thre
L
Leu
300
Tl
aln
Gln
Ala
Ly &
380

HiB

Arg

Pra

Lys

Tyr

205

Glu

Yal

Phe

Lag

Aan

289

Thx

Lapca

Ile

Sar

Pha

365

Adn

Cya

Aap

hap

190

Thoe

Thr

Leu

Glu

Asn

274

Sar

Glu

Eln

Gly

Ly

asg

Py

AsSn

Fha

RHP

Cva

175

Arg

Fzo

Ly

Fro

Eer

£55

Rla

Gly

Tys

Rlm

Ala

235

Fro

Ila

ual

Aan

Elu
415

Yal

B

His

Asp

Glu

240

Azn

Eln

Arg

Ala

320

Sar

Asp

Lya

100

T



PE2358755

Arg

Gln

Adp

val

4465

Agn

Ile

Cya

Cya

Ed5

Cya

Gly

han

Sar

Tha

625

Sox

Pre

Aln

Phs

Leu

450

val

llp

Gln

ro

Leu

534

Yal

Leay

Gly

hsn

Cys

&10

Yal

AREt

Ilm

EFlu
Sar

435

Thr

Val

Har

han

Le=u

£15

Zer

Arg

Foo

Thr

Lys

235

Thr

Al

Gly

Ile

Fhe

429

Glu

Ile

—er

Hie

Gly

560

Aan

Ala

Sex

Rla

hog

280

Ehe

Len

Fuicr

Hia

Tho
L1 0]

thr

wal

Ala

Arg

Bro

483

Tyr

Fly

Fro

Gla

Ila

565

Lau

Aap

Ala

Gly
645

Sar

Ty

Aan

470

Tal

Thr

Bro

Glu

%D

Tye

Thr

Léu

el
&30

Thy

Ile

leu
455

Gly

Ser

Lau

Ely

Phe

535

Cys

Lys

Ila

Lys

Ser

615

Fuerdi

Thr

B

Lau

Thr
440

G.y

Fro

Bro

val

Tya

320

Val

Fra

val

Tya

Lvyn

£€00

Glua

Lyn

Gl

Fro

Gln

423

Eer

Thr

Ser

Glu

wal

ED05

Arrg

dln

Soe

Phe

Gly

283

Thr

Sear

Hia

Tyx

Lys
655

188

Arg

Ile

Ser

Thre

val

430

Thx

Him

Cya

Gly

Fra

570

Trp

hrg

Thr .

TlLa

Sar
850

Tyxr

Val

Sax

Glu

Proc

475

Ile

Gly

Phe

Gly

The

555

The

AHP

Val

AAn
635

The

Gly

hap

The

Gly

460

Hig

wal

Lyns

Eln

Txp

540

Tzp

Ser

Phe

han
£20

el

tha

Pra

Lew

Phe
445

val

Glu

Lynm

Jar

25

Cym

The

ALR

Gly

Ien

605

The

Jwe

Sar

Phe

430

al

Phe

AgBn

Hinm

Ile

310

Cye

Hig

Zln

rro

Pha

330

Gly

Lau

Il

Tyr

Ala
57D

Met
Lys
Met
Phe
BEro
4535
Thr
gJer
AAp
Gln
Lgy
373
hroy
Aan
Lyn

Tly

val
€55

Gly

Gly

Eln

Leu
480

Len

Ly=

Fln

Ly&

Ilm

560

Flu

hrg

Glu

Oy

Tl

640

Aap

Gly



PE2358755

Thr

His

SBr

TO8

Ala

Ser

Phe

17 4

AOn

Ta8

Cys

Thr

Lau

Meet

1la

14

Sz

Fio

GLh

Gin

Leu

Tut

§50

I’a

Wil

Iyr

Ile

Val

370

EFhe

Thr

Lys

Tla

Ila

850

RED

Cy3

Ran

Aia

ABRD

lau Thr
675

Ser Ila

Lau Glu

Lya Lou

Azg Glu
T4D

Sar Gly
7155

Sar Val

The ¥Yal

Thr Pro

Ala Fhe
B2a

Tye Yal
B35

Ser Met

o Glu

Glu Aan

ABp Len
4na

Tln Sa&i
215

Phe Thr

Gly

Cya

Ly

125

Amp

Gly

Bro

Ala

Epr

235

Fha

Hi=

1y

Ala

ILle

485

L

Zarc

L&

Thr

Gly

Tyr

T1¢

Lle

Pro

Sar

Arg

Cys

30

Teay

Har

AAan

Ann

Wal

874

Hil

Lya

The

Gla

Gly

Lya

£95

Thr

hap

Ilm

Thr

Hak

-

Eln

Gln

Loy

Bro

Glo

Ba5

Liyx

Leu

vVal

val

FA:17]

&80

Thr

Tro

Lag

Val

ila

TED

val

Hie

Glo

Aep

val

849

RED

Gly

Hia

hen

Led

24

Ly

T¥r

Cwa

Ala

AlA

Ty

T4

The

Ile

ATg

TEeU

Gly

az5

Fhe

wal

Glu

Fer

Zer

905

Gly

Fha

189

Leu

Thr

Gln

AbT

730

Glu

Gly

hgn

Sor

Asn

a0

Ilw

Lye

val

Glu

&30

Glu

Lyz

Gln

han

ToiLh

Thre

T8

Ile

Val

val

Aan

TE5

Ty

Ly

Prre

alu

8715

ale

Lol

Val

Gly

Ser

Lys

706

1la

Glu

Hig

Gly

Hig

TEQ

Sor

aln

Ser

Pha

ile

L1

Lya

Val

Ran

ILa

Pre

dly

(1-E)

Far

Sar

Thzr

Pro

-yl
1465

Glu

Glu

Glua
gas

Lys

val

Ile

Val
§25

A

AL

val

Sar

The
1]

Ann

Rla

lle

Pro

Ty

BaQ

Lys

Gly

GEly

Cra

@Elw

210

GGl

Ilg

Sar

Sar

Glu

Lla

3%

Lye

Lau

Gly

Ile

Lau

Bl

Phe

BPro

A&

Rsn

Thr

4935

Trp

Fzo

Gly

Apn

Fha

Tad

Fh=

Smr

Hia

hrg

Cye

ann

Lys

Azp

val

Asp

Lya

B0

val

Tya

Pro



PE2358755 - 190 -

530 935 LLL1]

Lys Foxr Cys Asp Iys The Uigx The Cyg Pre e Oy Peas Ble Pra Gla
245 250 955 950

Lea Lau Gly Gly Fro Sar Vil Pha Lau Phe Fro Pro lys Bra Lys ASp
S65 970 5

Thr Leu Met ITl# Ser keg The Pro Glu Yal Thr Cys Val val Vel Aap
380 G935 90

val Sar Hia 31ua ARp Pro Glu Val 1ys Phe asn Trp Tyr val Rzp Gly
: agn 1000 LO0D5

Vel Glu val Hig Ran Ala ILya Thr Lys Fro Arg Glu 4lu Gln Tyr
1018 1015 10E0

Asp Sar Thr Tyr Arg ¥al Val Ser Val lLau Thr Val Iygu Hig Gln
1025 1030 1035

hap Trp Ian Aan Gly Lys Glu Tyy Lys Cya Lys Val Eer Ren lya
1Ca0 148 10540

Ala Leu Frg Ala Pro Tle Gly Lya Thr Ile Ser Lya Ala Lys Gly
1058 136G 1DEE

Gln Pre RArg Glu Pro Glo Glu Tyr Thr Téu Pro Peo  Sac Arg &lo
1870 1475 1080

Glu Mot The Lye A8n GLn Val  Ser lau The Cyo Lou  Val Lyd Sy
1083 1030 1p8s

FPhe Tyz FPro Ser Asyp Llw Adle Vel Glu Tip Glu Sec  Asn Gly &lo
1100 1108 i119

Pro Glu Asn Aen Tyr Lys Thr Thr Fro Fro Val Leu Asp Sar AMsp
1115 1120 1125

Gly Ear Phg Phe Ly Tyr Ser Lya Leuw Thre Yal Asp Lys Ser Arg
1130 1135 1140

Trp Gla &ln Sly hen Yal Phe Ser Cys Ser ¥Wal Het Hia Glu Ala
1145 1150 w155

Lav Higa Ash MAS Ty The GIn  Lys Sar Lou Ser Lew Ser Pro Gly
1ls0 1185 11710

Lys Arg Ile Asp Tyc Lys Asp Aap Aap Asp Lys Hia Val His His
1175 1180 »lBH



PE2358755

His Hiz His Hix
1194

<210> 74

<211> 1194

<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 74
Metr Lys Ala Froc Thr
1 5

Thr Leu Ala Gln Arg
20

Sar Glu Mst Aan Val
a5

Zlu Thr Pro Tle His

G.y Ala Thr Aan Tyr
&5

va. S$er Glu Phe Lyas
a5

Pro Tya Gln Aap Cyas
144

Lyx Rep Aan Val Asn
11%

Glo Leu Ile Sear Cys
130

Val Leu Pro Pro ASp
145

Met Fhe Ser Fro Len
163

Vil Val Sar Ala Leu
180

Phe Ile Ren Pha Phe
105

Ala

Sar

ABnD

Aan

Ile

T4

The

far

Met

Gly

ASnN

150

Ala

Gly

Val

L&

Hin

Met

Yal

Tyx

Gly

Zar

Ala

tar

135

Ala

L= RL

Ala

Gly

ARla

Gly

Ly=®

40

Yal

YVal

PEd

Lya

L

iz

Val

Alwn

=X KT

Lye

Aan
200

- 191

Fro

Elu

23

YT

Lén

Lau

val

hAla

105

Leu

AXn

Agp

Glu

Val

185

Thr

G’LY

10

Cya

Gln

His

Asn

val

24

Aan

Val

Arg

Ile

Ser

10

Leu

Ila

Ile

Lya

Lag

Gly

Anp

T5

Giu

Yal

Aap

Gly

&Eln

155

Gly

Lau

Aman

Len

Glu

Fro

Hia

Lyn

Hig

Ser

Thr

Thz

140

Sar

=Lln

Ser

hla

Axn

45

Hie

Pra

Gly

Tyr

125

Cyn

Glu

Cyn

Elu

Sar
203

1w

1eun

a0

Fhe

Ile

Gly

110

Tyr

Gln

val

Ero

Lya
1%Q

Tyr

L

15

Yal

Thr

Tyr

Gln

Cya

9%

Val

Aap

Ary

His

175

Asp

Fro

Ly

Lya

Ala

Lyme
80

Fhe

Trp

Atp

His

CYE

160

Cys

Prao



PE2358755

Aap

Asp

22%

Glo

REn

Gln

Lou

Rreg

305

Ala

Ear

hsp

Tys

385

Tyz

Gly

GLy

Gln

Ty

210

Gly

PFhi

EiE

Tho

Hig

250

Arg

Pro

Sar

Tyr

370

Cya

The

Arg

Arg

Azp

450

Val

Sar

Phe

Arg

Phe

Fhe

275

Far

iys

Vval

Iyr

Ala

355

Tal

Leu

Ly

Thr

Lau

435

Val

Lan

Lys

Axp

Ila

260

Kiw

Tyr

Sar

AEP

1 B

=lu

Abn

aln

Ley

Glwa

420

RAED

Thi

Lau

Him

BEhe

Ear

243

TyC

Thx

1=

Sar

Lys

335

Asp

Pro

R

His

Axg

405

Pruk

His

Ile

S8r

5ar

2340

I¥r

Pha

Glu

Thr

310

Pro

Ile

Haet

Phe

Fha

384

Agn

wal

Ala

Ila

£13

Thr

Pro

LEw

1lm

Hat
285

Arg

Gly

Lau

RET

Phe

375

Tyr

Thco

Lan

AN

155

Thr

Sor

Aap

Ile

Thr

Tlm

280

Fro

Gl

Ala

Tyr

hryg

Aed

Aan

Gly

Ser

Ala

441

Lau

mRla

Val

Gln

Lyn

Val

285

Arg

Lau

Glu

Arn

Gly

345

Ser

Lye

Prg

Gly

Leu

125

Thr

Gly

Him

192

Arg

Smr

Tyr

250

Zlo

Pha

GElu

Vval

239

Val

Ala

Ile

Ann

Cya

a14q

=ln

Sar

Thr

Phe

Arg

Tyr

235

Ile

Lys

E.'_l.rj

Cyr

Pha

EFLS

Ala

Phg

Val

val

Big

335

Glu

Arg

Iis

SRr

Lau
2210

Tlm

Him

) BT ]

Sax

Ile

a00

Rgn

Lye

Aln

Cym

¥ }al

ABG

Fiy

Yal

wval

Sar

Glo

4610}

PFro

Lys

Aap

Akla

Thr

Wal

285

Leau

Ila

Gln

Flhn

Aln

354

Lys

llin

Acy

hap

Tht

445

=ly

GLlu

Val

Phe

Lawu

272

Aap

Thr

Léen

Ile

Sar

a0

Ph=

F: 41

Cy=

Sar

Laa

430

Fha

Arg

al

Thr

lau

Glua

285

Akp

Ser

Glu

Glo

Gly

333

Lya

Pra

ABDy

Bhe

L8 )=]

d15

Pha

Ila

PFhe

fan

=zln

Pro

24Q

S5er

Aln

aly

Ly=s

Ala

320

Ala

PES

I'im

Val

Aan

100

Glu

Fat

Lys

Met

Phe



PE2358755

163

Lau

Sar

Lym

Gla

Axy

545

Ile

Glu

Ly

Glu

Cye

625

Val

Aap

Gly

Aap
q05

Fha

Leun

Agn

Ila

Cyd

a6

Cysd

cye

Gly

B0

Ear

£10

The

Sar

[ 3 o+

Thr

Hin

530

Ser

Fro

Gln

515

val

Tl

Gly

han

-1 1.3

Cya

val

Asn

val

LAy

£73

Tie

Llé

wal

Saz
hAan
S04
Lau
Sar
His

PrCo

Thr
SHD

Lyz
Thr
Gly
Sar
Ile
60
Lau
Ber

Lau

Lys

Tyz

435

Gly

Asm

Ala

St

Ala

BES

Met

Fha

1=2u

Pro

645

Thi

Ile

Giu

L5

AT0

Pre

Tyz

Gly

Pros

Ran
550

¥l

nep

Thr

Ala

630

Slu

Far

Lau

Uyl
10

Lys

val

The

Lea

Tyr

535

Gla

TYE

The

Lau

Leu

615

Met

Thz

1ls

The

Gly

625

T¥E

Ile

Tar

Lail

Gly

520

Phe

cye

Lyn

Ii=

Arg

E00

Sar

Sar

Thr

sSar

Gly

€80

hi

Asp

D

val

505

2yE

Ila

Pro

Wal

Cy‘ﬂ

L1:E]

Lya

Glu

Clu

Gln

Fro

£65

Lya

Thr

Pro

Lana

193

[~ T}

4153

val

Ely

5ln

Zer

Fhe

=14

Gly

Thr

Shr

Big

Tyr

=11

Arg

Tyr

fye

Gly

Ale
T

475

vel

The

Hig

Gly

885

Pro

Trp

Lys

The

£E35

Iyc

The

Hig
T1%

Anp

Ila

E1y

Bhe

aly

40

Thre

Thr

haep

Val

Thy

[+ ]3]

nen

Ala

ELly

ABn

Leu

Tan

Tar

Arg

Yal

Lys

Gla
525

Tre

Trp

Syr

Pha

Lm=u

£05

Ran

Val

B

Pro

Sar

&E5

Lya

Val

Yal

Glu

Ly

£19

L%

Cya

Thz

Ala

Gly

550

Leu

Thr

-7

Her

Hinm

€74

Gly

Ser

s5ar

Thr

Him

495

Ilg

Cyg

Hie

Gln

Frao

L

Pha

aly

Yal

Ty

BEE

Alpn

Aan

Val

Ala

Sar
735

L1 1+]

PESD

Thy

tar

R8T

Gl

580

Legy

Ly&

Amn

Lysg

Tla

Ha0

val

Gly

Ser

Ser

Glu

T20

Bar



PE2358755

Fhe Sor

Sar Pha

Asn Ser
1710

Val Asn
TBS

Cye Cym

Lya Thr

Asp L

¥Yal Met
g50

hap Lle
H&5

Lys 58r
val pro
Trp Lys
BPro Asp

930

Glu Pro
f45

Ero Slu

lya Aep

T

Ila

755

Wal

vYE

Thr

Lys

Thr

825

Ile

Asp

Cys

Sar

Gln

515

Gln

Lys

Thr

140

Emr

Ser

Thr

Thr

Ala

820

TYE

Ser

Pro

Elu

AEp

]

MAla

AEN

Ear

Lean
agh

Glu

Gly

Thr

val

Pro

BO5

Phe

val

Het

Glu

ABFT

[iFid)

ey

Val

Ehe

Cym

Gly
85

Mat

RER

Gly

Freo

Ala

750

Ser

Fhe

Hig

dly

Ala

BT

aa

Lk

Ser

Ala

Aup

50

Gly

Ile

Pro

Car

LyE

T75

C¥s

Lan

Len

aAsD

AAan

BSS

Val

ule

Lys

Sar

Lan

935

Lys

Pra

Lar

Yal

Thr

TEOQ

Leu

Gln

Gln

Len

Ero

840

Glu

Lys

TR

Lixu

Thr

320

Glu

Thr

Sor

Val

T45

Ilm

Val

HiE

Gln

HZE

Met

AAn

Gly

Hiw

R0

s

Val

Yal

Hiwg

val

Thr
385

194

Ber
Thr
Ilmn
Arg
Len
214
Gly
Pha
Yal
Glu
Smr

L

Gly

Thx

Phe
9740

Pro

Gl
Gly
Glu
Ser
795
Asp
Iie
Lys
Yal
val
475
Glu
Gly
Gly
Fho
Cyw
855

Tigna

Glua

Ile

Ilm

¥Yal
T80

Ser

Leu

Leu

Prg

Glu

50

Tl

Ala

Glu

Lys

Gin

549

Pro

rhe

wai

Him

Gly

TED

Ain

Ser

Glo

Emx

Phe

4%

Ile

LYE

L

Val

925

Sly

Pra

Pra

Thr

Pro

50

Lys

Rap

Glu

Leu

Lya

830

Glu

Lys

val

Lau

Agn

510

Ile

Fro

Cyx

2o

Cys
84

Thr

Asn

Val

I.e

Ira

gL5

Him

ys

Gly

Gly

LYK

EL

Ilg

Yal

Aap

Fro

Lyn

915

val

Lys

Lau

Gly

Ila

4qQ49

Ly

Fro

ABp

AEn

#80

hr

Gly

Gln

Ile

Ala

354

- =]

wal



PE2358755 - 195 -

Val Asp Val Seor His Glu Asp Prog Glu ¥Val Lys Fhe Asn Trp Tyr Val
995 1004 100%

Aup Gly Yal zlv vVal His Asn Ala Lye Thr Lys FProe Arg Glu Glu
101D 1615 1420

Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg VYal Val Ser Val Leu Thr ¥al Leu
1025 10340 1035

Hia Gla hRep Trp Len Aso Gly Lys Glu Tyr iye Cys Lys val Ser
1040 1045 105C

ARan Lys Ala Leu Pra Ala Frgo Ile Glu Lys Thr Ile 3Zer Lys Ala
1085 1080 10465

Lya Gly ©Gln Pro Arg Glu Pro Gln Glu Tyr Thr Leuw 2ro Pro Ser
PR 1075 10849

Arg Glu Glu Mat Thr Lya Asn 4Glo Yal Ser Lew Thr Cys Leuw Val
1085 1090 1085

lys Gly Phe Tyr Fro Ser Asp Ile Ala VWal Glu Tzp Glu Ser Asn
1140 1105 1114

Gly GIn Pro Glu Aen Asn Tyr Lys The Thr Pro Pro Val Leu Asp
111% 1120 1125

Sor A3p £ly fer Fha Pha Leu Tyr fer Lye Lav Thr Val Asp 1Lys
1130 1135 1144

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asgzn Val Phe Ser Cya Ser Val Met Hig
1145 1150 1155

Glu Ala Leuw His Asn His Tyr The Gln Lys Sor Lew Ser Lau Sac
1160 1165 1170

Pro Gly Lys Arg Ile ABp Tyr Lys Asp Aep Rep Rep Lys FRis Val
1174 11 118n

His HiBE Hia HiEe HiE His
11340

<210> 75
<211> 932
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 75
Mat Lys Rle Pro Ala YVal Leu ARla Pro Gly Ila Lau Vil Leu Leu Fhe



PE2358755

The

Lot

Glu

Gly

1.3

val

Fro

Lye

&in

Yal

14%

Lie

Yal

Ile

Hai9

Gly

223

Eh&

Aan

Flu

Thr

L1

Ala

Ala

Cyw

Aap

Lay

139

Thu

rho

Sner

Asn

Fro

aLa

Fkm

Arg

Phe

val

Mt

25

Frao

Thr

Glu

Gln

AANL

113

Ils

Pro

LT

Ale

Fhe

1a9%

Leu

Hat

ARp

Ile

Eln

24

AgN

Ile

ABn

IyT

ABp

134

Ile

Sar

Him

Fre

Lg

1a0

rhe

Hiasa

Ehe

Eor

Tyr
280

Ay

Val

Gl

Tyr

Lys

EE

Cys

FAET

Cye

Axn

Gl

185

Gly

val

Ber

Leesh

TyiL

243

ha

Jer

Agn

Aan

Ile

14

Thr

Swr

dly

Hig

150

Ile

Ala

Gly

Ile

Thr

230

rro

Leu

Mat

Yal

L1

Tyr

Cly

Ewr

Ala

Qer

135

Thr

Glu

Lya

AER

Ser

2l%

Aep

Ila

Thr

Gly

Ly=

40

Ilg

val

rEn

Lywm

Laa

J1Z0

Yal

Ala

Glu

val

Thr

04

Yal

Gln

Lyg

val

Hlu

25

Tyr

Leu

Lau

val

Ala

1d5

val

Aen

REE

Pk

Lau

185

Tla

Arg

Jex

YT

Bln
2E3

196

10

Cys

Gln

Hiam

Asn

Lau

]

Adn

val

Ile

T

170

Bax

RAgn

Ty

YRl
250

Arg

Glu

Glu

15

Glu

Ly

ARpP

Glw

Gln

155

Glo

Sex

Sar

Leua

Ile

235

Hig

Gla

Gl

Pro

Hig

&l

=3 1H

Him

Ser

Thr

Thr

140

Sar

s

wal

Ser

Lya

220

Aap

Alg

Thr

Alae

Rz

45

His

hsp

Fro

Gly

Ty E

1am

=3

Elu

Proe

Ly®

Tyx

Z05

Glu

val

Fhe

Lau

Lt

3

Fhy

Ilg

Leu

Atp

Gly

119

YT

Gln

wval

Aap

Rap

180

Phe

Thr

Leu

Glu

270

13

Ala

The

Pha

Gln

Cysg

Val

ABD

Arg

Hig

o

175

hzg

Feo

Lya

Fro

2ar

255

Ala

Lys

Ala

1 LM

Lys

a0

Phe

Trp

ABp

His

Cya

160

Yal

Phue

hop

Aap

Alu

Zan

ABN

Gln



PE2358755

Thr

Hig

Ly=

305

Tyr

Len

Sar

Tyr

Cys

385

Thr

AIQ

Sin

Anp

Val

465

Lyua

Adn

Ile

Fha

Sar

240

Lys

Yal

Ala

val

370

Leu

Thr

Phe

L.an

450

Yal

Aap

Gln

Bro

Him

275

Tyr

Azg

Ser

Slu
355

ABn

Gln

Tau

Flu

ger

435

Thr

Val

Ser

AR

Leau
515

Thr

Mot

Ser

Ly%

240

Fro

Rap

Him

Arg

Fha

420

Glu

Ile

Sar

Rid

Gly

300

A

Arg

£la

Thr

Pra

izs

I1le

Phe

FPhe

REn

405

Thx

val

Ala

hrg

Pro
485

Ty

Gly

Tle

Mat

Lys

alo

Gly

Lau

Asp

Fhea

Tyr

an

Sar

Thr

lau

AnT

S5ar

470

val

The

Lawa

Ile

bro

293

Lys

Ala

Phe

Argy

Agn

315

Gly

Sar

Aln

Len

Leun

455

Gly

1-

Gly

Arg
280

Ien

Glu

Gln

Gly

Ser

360

Lye

Fro

Gly

Ty

Thr

440

Gly

Fro

Fra

val

Cyws
£20

Fha

Elu

val

el

Yal

243

Als

Ile

ABnl

Cyn

Fn

q25

Ser

Thr

Bz

Glu

Iln

503

Ary

197

Cyg

Cy=

Phe

Ala

330

Phe

val

Bis

Glu
419

Ile

Sar

vl
490

Hig

Sar

Ile

21151

31E

Arg

Ala

Cya

ARgrn

Glu

385

Ala

val

Ser

Elu

Fro

475

Ila

Gly

Phg

1le

Lau

300

Ile

Zin

Elo

Ala

Ly&

384

His

Arg

ARR

T™hr

Gly

45649

Hia

Val

Ly

Gln

AEN
285

Thr

Lau

Ila

Ser

Ehe

365

Agn

Cy=

Arg

Lau

Phe

445

hArg

Val

Glu

Lyg

ferc
525

Glu

Gln

Gly

Ly=

as0

Frao

Aan

Fhe

hap

Fha

430

I1la

Ehe

A

Hing

Il
514

Cya

Gly

Lyn

Rhla

Ala

CEL

Pro

Ila

val

AED

Eiu

4ls

Hat

Lyg

Het

Phe

Thr

458

Thx

Sgr

Lau

Aln

220

ser

asp

Lys

Arg

400

Tyr

Gly

GEly

Gln

L

4RU

Law

Lya

Gln



PE2358755

Ll TN

L, TN
Tan

=1

Thr
L

=il ax

S
TOn

=F g

LG o

A-=1m

s g

Al

Leis

[ BN

e

1 0

a1l

Suam

i _ =8

il
S0

Il

Waa 1l

wral
wTFa

=

Thx

Ly =

S5

(== BV

ELy

rlier

T.gant

BF5

o

L LT o
TS =S

™ku =
= a0

l=

=1

=

]

Excr

=1

Ile

555

LR

Fo iR

=4 -t o

BNy

Cyrm

p ]

AR

Lo B

B e

B s

LE R BT

SS e

TIe

[= =N, T

T e
TL

T L

P e
535

Sex
=15

Fo_N .}

Thx

=1 o

Sl

Eryr &

[ L]

Th e

ol B

| o -
]

wal

T L

Aayra
=iy

Tl aw

A Er

=1L

g L]
cao

Thhao

EBErro

TLe
el

e

e

| S JEES

Gl

SHasS

T

Serz

Hi=

T

Iy et
=SS

T 3=
T45

1res

L T 8-

=0y

B =
=D

T

Tho

e
50

=l

T TR

TTEO

S m

S

[ =S

Thr

555

o= g

1=

Wm L

N1 .1
E35

£l

Thio

TL S

T g

el

Wl

T xs
LT

TP

ez

P ¥ o p Y
a0

[ =gk -

j LV 1
OO

T 1=

A==

EXim

TEO

Tares

Thx

ZE pr

=l
a5

Hea=r

= -3 =

Ty ==
-

51

Ty

S
L= =]

. )

e L

=l gy
oo

A

L= IF 3

Tz
L

XL e

o 1

55

Sl

S

T 1lam
-

Tagr =p

[ = KT

FT oy

Ll
= Ak

o =mEs

Gy

T™Inex
=T

Erues

L



PE2358755

A3n Pho
T85

Cys Thr

Thr Lys

Ieu Ile

Mer Ile
BS0

Ila Asp

865

Ser Cya

Fre Aen

Gln Ria

Gln h=n
930

<210> 76

Thr

Thr

Rla

Tyr

835

Ser

Fro

Glu

Aep

Ila

915

Eha

<211> 578
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 76

Mek Laa
1

Thr Lau

Sar Glu

Ala

Val

Mat
35

Glu Thr Pco

val

Fro

Fhe

Bzq

Val

Elu

Amn

Leu

800

Sar

The

Pro

Gln

9

Kan

Ile

Axn

Ala

Ser

405

Phe

Hin

Gly

Ala

Ila

BES

ser

Ala

Wal

Gln

Tyr

Cys

T80

Lau

Mt

ARn

AEDO

Yal

870

Hism

Lys

Thr

Val

Sar

ABn

ABL

Ile
70

Gln

Gln

Tau

Fro

zly

B55

Lyx

Leua

val

Lau

ABn

Mat

val

85

Ty

Hig

Glu

Asp

Val

B40D

A3n

Gly

Hix

Aan

Ly
g20

Ala

Gly

Lys

49

Ila

val

- 199

Arg

Leu

Gly

H2%

Fha

Val

=lu

Zar

Sar

ans

Gly

Pro

Gln

25

Tyr

Leu

Ll

sor

Ann

810

Ila

Lye

Lauw

Wal

Glu

890

Glu

Lys

Gly

10

Cys

Zln

Hia

Aan

REN

Tas

Lau

Leu

Fro

Glu

B7S

Ala

Lau

val

Ile

Lye

lau

Glu

Glu
15

sar

Gln

Sar

Phe

Ile

311

Lys

Val

Asmn

Ila

Glu

Fro

Hinm

Elua

Glu

Leu

Lys

Glu

453

Lys

al

Ile

Val
925

val

Ala

Arn

45

Hinm

Ile

Fro

Iyr

B3n

Lys

Ely

Gly

Cya

Glu

o

Gln

L1y

Lay

34

Fhe

Ile

Lt

Ile

Lau

815

Phe

Fro

Ban

Asn

Thz
L

Trp

¥ 1)

Leau

1%

Ala

Thr

Phi

Sln

Cya
3¢]y]
Lys
Rap
Val
Aap
Lym
BED

Yal

lys

Fho

Lys.-

Ala

Lys
80
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Val

bro

LyE

Gln

Val

145

Ile

val

Ila

His

Gly

225

Fha

Apn

Thr

His

Lys

105

Tyo

kla

Cyr

Asp

Lau

130

Fha

Fhe

Ser

(=8
210

Phg

Ph

Fha

Sac

290

Lym

Yal

Glu

Gln

Aan

iz

Ile

Fro

Ser

Ala

Plid

19%

Mat

AEp

Ile

Rig

275

hog

Ser

Ty

Aap

146

Ile

Sarc

His

Pro

Leu &

184

Pha

His

Phe

Ser

Tyr

260

Thr

Mal

sar

Ly=

Lys

ER

Cys

LN:1)

Cya

Asn

Gln

165

val

Sar

TYT

2450

Phe

I'I‘q

Glu

The

bBrao
325

Thr

S5er

Mgt

Gly

Himp

150

Ila

Ala

Gly

Ile

Thr

230

Fro

Ly

Tla

Mot

Lyg

e

Gly

Gly

Ear

Ala

Sar

135

~hr

Glu

Lyg

Aan

ey

215

hap

Ile

Thr

Tia

Pro

235

Ly

Ala

Fro

Lya

120

Yal

Ala

Glu

val

Thr

200

val

Eln

Lys

Yal

lfg

280

Lan

Gl

Gl

Val

Als

105

Val

Asn

Asp

EFro

Ley

185

Iie

Rrg

Sar

Tyr

GLn

265

Fha

zlu

Tal

Lew

200

Leu

oo

Aan

yal

hrg

Ile

Smar

1714

Ser

hEn

Arg

Tyr

wal

250

Arg

Cya

Cyd

Phe

kla
330

Gl

Lay

ALp

Gly

Gln

155

Gin

Ser

Ser

Ile

235

Hix

Flu

Ser

Il

Rgn
315

heg

His

Sar

Thc

Thr
147

Sar

Cyn

Yal

Ser

Lya

220

AAp

Ala

Thr

Ile

Lou

300

Ile

Gln

Pro

Gly

Tyr

123

Cyp

Glu

Fro

iyg

Tyr

205

Glu

Val

Fhe

L=u

Asn

285

The

Lau

Ila

Asp

Gly

110

Tyr

Gln

Yal

Axp

MER

Lap

Ehe

The

Leu

Glu

Asp

270

Eer

Glu

Gln

Gly

Cya

95

Val

Asp

Arg

His

Cya

175

Pro

Lye

Foo

Sar

255

Ala

Gly

Ly

Ala

Aln
335

Fhe

TIp

His

Cya

1840

val

Phe

ALp

Glu

240

REN

Eln

Leu

Ala
320

Ser
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Lo

Se&x

Tyx

Cye

g5

Thr

Gln

val

165

Ly

AHD

Ile

Cya

Cye

545

Cya

Hig

Asgn

Als

val

e

Lau

L

Thr

Phg

Leu

450

val

Amp

Gln

PrEQ

Lan

330

val

Lau

Hig

aAgp

Glu

ELL]

REN

ln

Glu

Ser

435

wal

Sar

Asn

Zeu

h15

Sar

Arg

Azp

Aep

240

Bra

Rsp

His

Aeg

PLe

420

Glu

Ile

Sar

Hinam

Gly

=00

AR

Als

Sar

Tyr

Ilg

Phe

Pha

AN

40%

Thr

Val

Ala

Prox

485

Tyr

Gly

PFro

F1lik

Lys
265

Leu

hgp

Fhe

Tyr

190

Har

Thr

Leu

Adn

e

1710

Wal

Thr

Iau

Fro

Glu

730

Aap

Phe

RSN

375

Gly

Sar

Ale

Lent

Lo

455

Gly

Sar

Toa

Gly

Pha
535

“rE

hap

Gly

Sex
380

Lys

Tra

Gly

Lew

Thr

440

Gly

Pro

Fro

Val

Cya

520

Val

Tou

Anp

- 201

val
345

Ala

Ile

Asn

Cya

Gln

425

Ser

Thr

Sar

Glua

Ilm

205

Arg

Ser

Aap

Phe

Het

val

His

Glu

4140

Ila

S5ar

Thy

val

480

Thr

Hiag

Cva

Gly

Ly=
570

Ala

Cys

Asn

Glu

335

Ala

wal

Eer

Glu

Pro

175

Ile

Gly

Fhe

Gly

Th

555

Hia

Eln

Algp

Lys

380

Hig

Arg

Aap

Thr

Gly

460

His

val

Lyn

aln

=S40

TZp

val

Ear

rha

165

F.1: 141

Cya

Ay

Lau

Phe

445

Arg

Val

mlu

Iys

Zer

h25

Cyva

The

Hiam

Lys

kL1

[ of e

Aan

Fha

Aap

he

430

Ile

Fhi

AR3n

Hisg

Ile

310

Him

GLln

Hix

Pro

Ila

Val

ABT

Glu

415

Hat

Lys

Het

Phe

Thyr

435

Thr

Ser

Aap

Gl

Hig
375

ABR

Ly&

400

Tyr

Gly

Gly

E1n

ey

4840

Lye

Gln

Lya

Ile

560

Hisg
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<210> 77

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 77
Val Val hep Thr Tyr Tyr Bsp Asp Gln Leu
1 3 1o

<210> 78

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78
Ile Ser Cys Gly Saer Val Aen Arg Gly Thr Cys Glo Arg Bis ¥al Fha
1 5 i0 15

Pro Hig ARan Hia Thy Ald Aap Ile Gli
20 25

<210> 79

<211> 18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 79
Ala Leu Gly Ale Lys Val Lau Ser Soc Val Lvo Aap Arg Phe Ile Asn
1 g 10 15

Fhea FPhe

<210> 80

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 80
Val Arg Azg leu Lya Glu Thr Lys Asp Gly Fhe Het
1 5 10

<210> 81

<211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 81
Aap Thr Tyr Tyr Rep Asp
i 5

<210> 82
<211> 13
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<212> PRT
<213> Homo

<400> 82

- 203 -

sapiens

His ¥Yal FPhe Pro His Asn Hie Thr Ala Asp Ile &ln Ser

1

<210> 83
<211> 4
<212> PRT
<213> Homo

<400> 83

3 19

sapiens

Phe Ile Asn Phe

1

<210> 84
<211> 8
<212> PRT
<213> Homo

<400> 84
Lya Glu Thr
1

<210> 85
<211> 24
<212> PRT
<213> Homo

<400> 85
Tyr Lya Thr
1

Asp Cya Sar

<210> 86
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo

<400> 86
Cys Pha Pro
1

<210> 87
<211> 7
<212> PRT

sapiens

Lys Aap Gly FPhe Met
5

sapiens

Gly Fro Val Leu Glu Ris Pro Asp Cys Phe Pro Cya Gln
5 10 15

Ser Lys Ala Aan Leu
20

sapiens

Cye Glo Asp Cys Ser Ser Lys Ala
5 10

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Construcgdo Sintética
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<220>

<221> misc_feature

<222> (4)..(4)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia natural
<220>

<221> misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia natural
<400> 87

Gly Thr Ssr Xaa Lau Xad Sar

1 5

<210> 88

<211> 12

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Construgdo Sintética

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(7)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia natural
<400> 88

Ser Val Ser Sor Ser Val Xaa Jer Ile Tyy Leu His

1 5 14

<210> 89

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Construgdo Sintética

<220>

<221> misc_feature

<222> (1) ..(2)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia natural
<220>

<221> misc_feature

<222> (4)..(4)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia natural
<400> 89

fea Xaa Tyr Xaa Gly Tyr Pro Lau Thr

1 3

<210> 90

<211> 17

<212> PRT
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<213>

<220>
<223>

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

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

<400>

Sequéncia Artificial

Construcgdo Sintética

misc_ feature
(12)..(12)
Xaa pode ser qualquer aminoacido de ocorréncia natural

misc_feature
(14)..(14)
Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia natural

90

Trp Ila Tyr PFro Val Thr Gly Asp Thr Tyr Tyr Xge Glu Xaa Pha Lys

1

Gly

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

<220>
<223>

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

<400>

<210>
<211>

E 1p 15

91

-

PRT

Sequéncia Artificial

Construcdo Sintética

misc_feature
(6)..(6)
Xaa pode ser qualquer aminoacido de ocorréncia natural

91
Gly Tyr Gly Ala Phe Xaa Tyr
1 5

92

17

PRT

<212>
<213>

<220>
<223>

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

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

Sequéncia Artificial

Construcgdo Sintética

misc_ feature
(5) ..(5)
Xaa pode ser qualquer aminoacido de ocorréncia natural

misc_feature
(7)..(8)
Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia natural
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<400>

Arg Val Asn Pro

Y

Gly

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

<220>
<223>

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

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

<400>

92

5

93
6
PRT

- 206 -

10D 15

Sequéncia Artificial

Construcgdo Sintética

misc_ feature
(1)..(1)
Xaa pode ser

misc_feature
(3)..(3)
Xaa pode ser

93

qualquer aminodcido de ocorréncia

qualquer aminoadcido de ocorréncia

Xaa Asn Naa Len Rep Tyr

1

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

<220>
<223>

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

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

<400>

Glu Ils val Lou Thr ¢ln Sar Pro Gly Thr Leu Sar Lou Sar Pro

i

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Sar Val Sar Sar Sar Ila Sar Ser

Aann Leu Him Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Glm Ala Pro Arg Leu

5

94
108
PRT

Sequéncia Artificial

Construcgdo Sintética

misc_ feature
(54) .. (54)
Xaa pode ser

misc_feature
(56) ..(56)
Xaa pode ser

94

&

20

qualquer aminodcido de ocorréncia

qualgquer aminoacido de ocorréncia

1p i3

25 an

Xaa Arg Xaa Xap Thr Thr Tyr Asn Gin Lys FPha Glu

natural

natural

natural

natural

Gly

The

Len
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25 40 45

Ile Tyr Gly Thr Ser Xaa ILau Xas Ser Gly Ile Pro Asp Arg Fhe Sar
50 55 )|

Gly Ser Gly Ser Gly Thr hgp Fhe Thr Leuw Thr Ile Ser Arg Lau Glu
1 10 14 Bo

Pro Glo &sp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ser Tyr Pro
B5 90 25

Tyr Ear Fhe Gly Glo Gly Thr Lye Leu Glu Ila Lyg
Lo0 105

<210> 95

<211> 108

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Construcdo Sintética

<220>

<221> misc_feature

<222> (30)..(30)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (90)..(91)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (93)..(93)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia natural

<400> 95
hep 1le Gln Met Thr Gln Sar Fro Ber Ser Leu S5er Ala Sar val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys fer Val Ser Ser Ser Val Xaa Sar ILla
20 25 30

Tyr Len Hig Trp Tyr Gln Gln Lys Pra Gly Lya Ala PFrg Lys Leay Lgu
a5 440 45

Ila Tyr Ser Thr 5er Asn Lau Ala Ser Gly val Fro Ser Arg Pha Ser
54 55 6o

Gly Sar Gly Ser dly Thr Asp Fha Thr Leu Thr Ile S&r Ser Lau Gln
| 1] | EL] g0
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208 -

Pro Glu Asp Phe Rla Thr Iyr Tyr Cyg Xaa Xaa Tyr Xaa Gly Tyr Fro

g5

5o

Lau Thx Pha Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

10q

96
115
PRT

105

Sequéncia Artificial

Construcdo Sintética

misc_ feature
(61)..(61)

Xaa pode ser qualquer aminoacido de

misc_feature
(63)..(63)

Xaa pode ser qualquer aminoacido de

misc_feature
(104)..(104)

Xaa pode ser qualquer aminoacido de

96

Gln Val Gln Leu Wal GLn

1

Sear Val Lys val Sar Cys

20

Tyr Ilg Hig Trp Val Arg

35

Gly Trp Ile Tyr Pro Val

5

Lye Gly Arg Val The Ila

70

HMet Slu Len Ser Sar leu

B85

Ala Avg Gly Tyr Gly Ala

100

Thr Val 82er

<210>
<211>

115

97
114

Ser Gly Ala

Iys Ala Ser
25

5ln Ala Pro
40

The Gly ASp
L1 .

Thr Rla Aep

Arg Ser Glu

Pha Xaa Tyr
105

Elu

19

Giy

Ely

Thz

Lyg

Asp

an

Trp

Val Lym
Tyr'Thr
Gln Gly
Tyr Tyz
a0

Zar Thr
75

Thr Ala

Gly Gln

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

Lys

Fhe

Law

43

Xaa

Sar

¥al

Gly

Ero

Thr

g

Glu

Glu

The

Tyr

Thz
11q

85

Gly
15

Ser

Trp

Eaa

Alx

Tvr

&5

Leu

natural

natural

natural

Ser

Arg

Het

Fhe

Tyr

80

Cyn

Val
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<212>
<213>

<220>
<223>

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

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

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

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

<400>

PRT

Sequéncia Artificial

Construcdo Sintética

misc feature
(54) .. (54)
Xaa pode ser

misc_ feature
(56)..(57)
Xaa pode ser

misc_ feature
(99)..(99)
Xaa pode ser

misc_ feature
(101)..(101)
Xaa pode ser

97

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

Gln Wal Gln Leu Wal Glo Sar Gly

1

Sgr Val Lys Val Ser Oy4 Lys RAla

Tyr Met Hia

20

35

Trp Wal Arg €ln Ala

4

Gly Aryg Val Asn Pro Xaa Asg ¥baa
S0

55

Glu Sly Arg ¥al Thr Hst Thr Thr
0

a5

Mgt Glu Iau

85

Arg Ser Ley ArTq Ser

Ala Arg Xaz Asn Xaa Lau Asp Tyr

140

Val Sarc

Lisboa,

209

aminodcido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

Ala

Ser

25

Pro

Xaa

Aap

Trp
19%

GElua

1Q

Gly

Gly

Thr

Thr

hap

90

Gly

26 de outubro de 2015

Val

Tyr

Gln

Thr

Sar

]

Thr

Gin

de ocorréncia

de ocorréncia

de ocorréncia

de ocorréncia

Lys Lys Pro

Thr Pha Th:
ao

Gly Lau Glu
45

Tyr Asn Gln
&d

Thr &ar Thr

Ala Val Tyr

Gly Thr Thr
114

Gly
15

hsp
Trp
Lyxg
ﬁla
Ty
35

Val

natural

natural

natural

natural

Ala

Tyr

Phg

Tys

gq

Cyn

Thr
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo monoclonal de c¢-Met, ou fragmento
de ligacdo ao antigénio deste, compreendendo trés regides
determinantes de complementaridade de cadeia leve (LCDR) e
trés regides determinantes de complementaridade de cadeia
pesada (HCDR), em que LCDR1 compreende a sequéncia de
aminoacidos SVSSSVSSIYLH (SEQ ID NO: 53), LCDR2 compreende
a sequéncia de aminoadcidos STSNLAS (SEQ ID NO: 54), LCDR3
compreende a sequéncia de aminoacidos QVYSGYPLT (SEQ ID NO:
56), HCDR1 compreende a sequéncia de aminodcidos GYTEFTDYYMH
(SEQ ID NO: 65), HCDR2 compreende a sequéncia de amino-
dcidos RVNPNRRGTTYNQKFEG (SEQ ID NO: 68), e HCDR3 compre-

ende a sequéncia de aminodcidos ANWLDY (SEQ ID NO: 69).

2. Anticorpo monoclonal, ou fragmento de
ligacdo ao antigénio deste, de acordo com a reivindicacédo 1
que se liga a um epitopo dentro da cadeia o de c-Met humano
e 1induz a internalizacdo de c¢-Met humano da superficie

celular.

3. Anticorpo monoclonal, ou fragmento de liga-
cdo ao antigénio deste, de acordo com a reivindicacdo 1 ou
reivindicacdo 2 que induz a internalizacdo de c¢c-Met humano
da superficie celular independente do fator de crescimento

de hepatdcitos (HGE).

4. Anticorpo monoclonal, ou fragmento de liga-
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cdo ao antigénio deste, de acordo com gualquer uma das
reivindicacdes 1 a 3, em que o anticorpo monoclonal, ou
fragmento de ligacdo ao antigénio deste, se liga dentro de
uma sequéncia de aminodcidos selecionada a partir de:

a) 121VVDTYYDDQLizo (SEQ ID NO: 77),

b) 131 LSCGSVNRGTCOQRHVEFPHNHTADIQS 156 (SEQ ID NO:
18),

Cc) 179ALGAKVLSSVKDRFINF195 (SEQ ID NO: 79), e

d) 216VRRLKETKDGEFMz27 (SEQ ID NO: 80).

5. Anticorpo monoclonal, ou fragmento de liga-
cdo ao antigénio deste, de acordo com gualgquer uma das
reivindicacdes 1 a 4, em que o anticorpo, ou fragmento de
ligacdo ao antigénio deste, se liga dentro de uma sequéncia
de aminocdcidos selecionada a partir de:

a. 123DTYYDD12s (SEQ ID NO: 81),

b. 144HVFPHNHTADIQS156s (SEQ ID NO: 82),

c. 192FINF1¢s (SEQ ID NO: 83), e

d. 220KETKDGFMz27 (SEQ ID NO: 84).

6. Anticorpo monoclonal, ou fragmento de liga-
cdo ao antigénio deste, de acordo com qualgquer uma das rei-
vindicacgdes 1 a 5, em que o anticorpo monoclonal, ou fra-
gmento de ligacdo ao antigénio deste, se liga a uma sequén-
cia de aminoédcidos dentro do epitopo conformacional carac-
terizado por 123DTYYDDizs (SEQ ID NO: 81), 144HVFPHNHTADIQS1s6
(SEQ ID NO: 82), 192FINFios (SEQ ID NO: 83), e 220KETKDGEFMz227

(SEQ ID NO: 84) inclusive.
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7. Anticorpo monoclonal, ou fragmento de liga-
cdo ao antigénio deste, de acordo com gualquer uma das
reivindicacbes anteriores que compreende uma regiéo
varidvel de cadeia leve (LCVR) e uma regido variavel de
cadeia pesada (HCVR), em gque a LCVR compreende a sequéncia
de aminoadcidos de SEQ ID NO: 5 e a HCVR compreende a

sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 17.

8. Anticorpo monoclonal, ou fragmento de liga-
cdo ao antigénio deste, de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 1 a 7 compreendendo uma cadeia leve possuin-
do uma regido constante capa e uma cadeia pesada possuindo

uma regido constante de cadeia pesada de IgG4.

9. Anticorpo monoclonal, ou fragmento de liga-
cdo ao antigénio deste, de acordo com qualquer uma das
reivindicacles 1 a 8 compreendendo uma cadeia leve codi-
ficada pela sequéncia polinucleotidica de SEQ ID NO: 35, e
uma cadeia pesada codificada pela sequéncia polinucleo-

tidica de SEQ ID NO: 47.

10. Anticorpo monoclonal de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 9 compreendendo duas cadeias
leves codificadas pela sequéncia polinucleotidica de SEQ ID
NO: 35 e duas cadeias pesadas codificadas pela sequéncia

polinucleotidica de SEQ ID NO: 47.

11. Anticorpo monoclonal, ou fragmento de liga-

cdo ao antigénio deste, de acordo com qualquer uma das



PE2358755 -4 -

reivindicacdes 1 a 8, em gque a sequéncia de aminoacidos da
referida cadeia leve ¢ idéntica a sequéncia de aminoacidos
codificada pela sequéncia polinucleotidica de SEQ ID NO:
35; e a sequéncia de aminoédcidos da referida cadeia pesada
¢ idéntica a sequéncia de aminoidcidos codificada pela

sequéncia polinucleotidica de SEQ ID NO: 47.

12. Anticorpo monoclonal, ou fragmento de liga-
cdo ao antigénio deste, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 8 e 10, compreendendo duas cadeias leves
em que a sequéncia de aminoacidos da cadeia leve é idéntica
a sequéncia de aminodcidos codificada ©pela seguéncia
polinucleotidica de SEQ ID NO: 35; e duas cadeias pesadas
em gque a sequéncia de aminoédcidos da cadeia pesada é idén-
tica a sequéncia de aminodcidos codificada pela seguéncia

polinucleotidica de SEQ ID NO: 47.

13. Anticorpo monoclonal, ou fragmento de liga-
cdo ao antigénio deste, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 8, compreendendo uma cadeia leve pos-
suindo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 29 e uma
cadeia pesada possuindo uma regido constante de cadeia

pesada de IgG4.

14. Anticorpo monoclonal de acordo com qualquer
uma das reivindicaces 1 a 8 e 13 compreendendo duas
cadeias leves possuindo a sequéncia de aminodcidos de SEQ
ID NO: 29 e duas cadeias pesadas possuindo uma regido

constante de cadeia pesada de IgG4.
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15. Composicdo farmacéutica, compreendendo ©
anticorpo monoclonal, ou fragmento de ligacdo ao antigénio
deste, de qualquer uma das reivindicacdes anteriores, e um
veiculo, diluente ou excipiente farmaceuticamente acei-

tavel.

16. Anticorpo monoclonal, ou fragmento de liga-
cdo ao antigénio deste, de qualquer uma das reivindicacdes

1 a 14 para utilizacdo em terapia.

17. Anticorpo monoclonal, ou fragmento de liga-
cdo ao antigénio deste, de qualquer uma das reivindicacdes

1 a 14 para utilizacdo no tratamento de cancro num humano.

18. Anticorpo monoclonal, ou fragmento de liga-
cdo ao antigénio deste, de acordo com a reivindicacdo 17,
em que o referido cancro é cancro gastrico, do rim, do
cdblon, colorretal, da cabeca e do pescoco, da prdstata,

melanoma ou do pulméo.

Lisboa, 26 de outubro de 2015
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