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RESUMO

"NOVOS ANTICORPOS QUE INIBEM A DIMERIZAGAO DE c-MET E SUAS

UTILIZAGOES"

A presente invencdo refere-se a um processo para
a selecdo de anticorpos anti-c-Met capazes de inibir a
ativacdo dependente de ligando e independente de ligando de
c-Met. Mais particularmente, o referido processo é baseado
na inibicdo da dimerizacdo de c-Met. Em outro aspecto, a
presente invencdo refere-se a tais anticorpos e composicdes
compreendendo tais anticorpos para a preparacdo de um
medicamento para tratar cancro. Processo de diagndstico e

kits também sdo parte da invencéo.
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DESCRICAO

"NOVOS ANTICORPOS QUE INIBEM A DIMERIZAGAO DE c-MET E SUAS

UTILIZAGOES"

CAMPO TECNICO

A presente invencdo refere-se a novos anticorpos
capazes de se ligar especificamente ao recetor c-Met humano
e/ou capaz de inibir especificamente a atividade de guinase
de tirosina do referido recetor, especialmente anticorpos
monoclonais originarios de murino, quiméricos e
humanizados, bem como as sequéncias de aminodcidos e &cidos
nucleicos que codificam esses anticorpos. Mais parti-
cularmente, anticorpos de acordo com a invencdo sdo capazes
de inibir a dimerizacdo de c-Met. A invencdo, da mesma
forma, compreende a utilizacdo desses anticorpos como
medicamento para o tratamento profildtico e/ou terapéutico
de cancros e qualguer patologia relacionada a sobre-
expressdo do referido recetor, bem como em processos ou
kits para diagnéstico de enfermidades relacionadas a sobre-
expressdo de c¢c-Met. A invencdo, finalmente, compreende
produtos e/ou composicdes compreendendo tails anticorpos em
combinacdo com outros anticorpos e/ou compostos quimicos
direcionados contra outros fatores de crescimento envol-
vidos em progressdo ou metdstase de tumor e/ou compostos

e/ou agentes anticancro ou agentes conjugados com toxinas e
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sua utilizacdo para a prevencdo e/ou tratamento de

determinados cancros.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Agentes direcionados a guinase de tirosina de
recetor (RTK), tais como os inibidores trastuzumab,
cetuximab, bevacizumab, imatinib e gefitinib, tém ilustrado
0 interesse de direcionamento dessa classe de proteina para

o tratamento de cancros selecionados.

c-Met é o membro protdétipo de uma subfamilia de
RTKs a qual também inclui RON e SEA. A familia de RTK c-Met
¢ estruturalmente diferente das outras familias de RTK e é
0 Unico recetor de alta afinidade conhecido para o fator de
crescimento de hepatdcitos (HGF), também denominado fator
de dispersdo (SF) [D.P. Bottaro et al., Science 1991, 251:
802-804; L. Naldini et al., Eur. Mol. Biol. Org. J. 1991,
10: 2867-2878]. c-Met e HGF sdo amplamente expressas em uma
variedade de tecidos e sua expressdo estd normalmente
restrita a células de origem epitelial e mesenquimal,
respectivamente [M.F. Di Renzo et al., Oncogene 1991, 6:
1997-2003; E. Sonnenberg et al., J. Cell. Biol. 1993, 123:
223-235]. Elas sé&do requeridas para desenvolvimento normal
de mamiferos e foi mostrado que sdo particularmente
importantes em migracdo celular, diferenciacdo morfogénica
e organizacdo das estruturas tubulares tridimensionais, bem
como crescimento e angiogénese [F. Baldt et al., Nature

1995, 376: 768-771; C. Schmidt et al., Nature. 1995:
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373:699-702; Tsarfaty et al., Science 1994, 263: 98-101].
Embora tenha sido mostrado que a regulacdo controlada de c-
Met e HGF ¢é importante no desenvolvimento, manutencdo e
reparo tecidual de mamiferos [Nagayama T, Nagayama M,
Kohara S, Kamiguchi H, Shibuya M, Katoh Y, 1Itoh J,
Shinohara Y., Brain Res. 2004, 5; 999(2): 155-66; Tahara Y,
Ido A, Yamamoto S, Miyata Y, Uto H, Hori T, Hayashi K,
Tsubouchi H., J Pharmacol Exp Ther. 2003, 307(1): 146-51],

sua desregulacdo estd envolvida na progressdo de cancros.

Sinalizacdo anormal acionada por inativacéo
inapropriada de c¢c-Met é uma das alteracdes mais frequentes
observadas em cancros humanos e exerce um papel crucial em
tumorigénese e metédstase [Birchmeier et al., Nat. Rev. Mol.
Cell Biol. 2003, 4: 915-925; L. Trusolino e Comoglio P. M.,

Nat Rev. Cancer. 2002, 2(4): 289-300].

Ativacdo inapropriada de c-Met pode surgir atra-
vés de mecanismos dependente de ligandos e independentes de
ligandos, o0s quails incluem sobre-expressdao de c-Met e/ou
ativacdo parédcrina ou autdcrina ou obtendo uma mutacdo de
funcdo [J.G. Christensen, Burrows J. e Salgia R., Cancer
Latters. 2005, 226: 1-26]. Contudo, uma oligomerizacdo do
recetor de c-Met, na presenca ou auséncia do ligando, é
requerida para regular a afinidade de ligacdo e cinética de
ligagcdo da quinase <com relacdo ao ATP e substratos
peptidicos contendo tirosina [Hays JL, Watowich SJ,
Biochemistry, 17 de Agosto de 2004, 43: 10570-8]. A c-Met

ativada recruta efetuadores de sinalizacdo a seu sitio de
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multiancoragem localizado no dominio citoplésmico,
resultando na ativacdo de diversas vias de sinalizacéo
chave, incluindo Ras-MAPK, PI3K, Src e Stat3 [Gao CF, Vande
Woude GF, Cell Res. 2005, 15(1): 49-51; Furge KA, Zhang YW,
Vande Woude GF, Oncogene. 2000, 19(49): 5582-9]. Essas vias
sdo essenciais para proliferacdo, invasdo e angiogénese de
células tumorais e para evasdo de apoptose [Furge KA, Zhang
YW, Vande Woude GF, Oncogene, 2000, 19(49): 5582-9; Gu H,
Neel BG, Trends Cell Biol. Marco de 2003, 13(3): 122-30;
Fan S, Ma YX, Wang JA, Yuan RQ, Meng Q, Cao Y, Laterra JJ,
Goldberg 1ID, Rosen EM, Oncogene. 27 de Abril de 2000,
19(18): 2212-237. Além disso, uma faceta unica da
sinalizacdo de c¢-Met com relacdo a outras RTKs ¢é sua
interacdo reportada com complexos de adesdo focal e
parceiros de ligacdo de ndo-quinase, tais como integrinas
a6PB4 [Trusolino L, Bertotti A, Comoglio PM, Cell. 2001,
107: 643-54], CD44v6 [Van der Voort R, Taher TE, Wielenga
VvJ, Spaargaren M, Prevo R, Smit L, David G, Hartmann G,
Gherardi E, Pals ST, J Biol Chem. 1999, 274(10): 6499-5061],
Plexina Bl ou semaforinas [Giordano S, Corso S, Conrotto P,
Artigiani S, Gilestro G, Barberis D, Tamagnone L, Comoglio
PM, Nat Cell Biol. 2002, 4(9): 720-4; Conrotto P, Valdembri
D, Corso S, Serini G, 5 Tamagnone L, Comoglio PM, Bussolino
F, Giordano S, Blood. 2005, 105(11): 4321-9; Conrotto P,
Corso S, Gamberini S, Comoglio PM, Giordano S, Oncogene.
2004, 23: 5131-7], as quais podem ainda se somar a
complexidade de regulacdo de funcdo celular por esse
recetor. Finalmente, dados recentes demonstram que a c-Met

poderia estar envolvida em resisténcia do tumor ao
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gefitinib ou erlotinib, sugerindo que combinac¢des de
compostos que objetivam o EGFR e c-Met poderiam ser de
interesse significativo [Engelman JA et al., Science, 2007,

316: 1039-43].

Nos ultimos anos, muitas estratégias diferentes
foram desenvolvidas para atenuar a sinalizacdo a c-Met em
linhagens de células cancerigenas. Essas estratégias
incluem 1) neutralizacdo de anticorpos contra c-Met ou
HGF/SF [Cao B, Su Y, Oskarsson M, Zhao P, Kort EJ, Fisher
RJ, Wang LM, Vande Woude GF, Proc Natl Acad Sci US. 2001,
98 (13) : 7443-8; Martens T, Schmidt NO, Eckerich C,
Fillbrandt R, Merchant M, Schwall R, Westphal M, Lamszus K,
Clin Cancer Res. 2006, 12(20): ©6144-52] ou a utilizacdo do
antagonista de HGF/SF, NK4, para prevenir ligacdo de
ligando a c-Met [Kuba K, Matsumoto K, Date K, Shimura H,
Tanaka M, Nakamura T, Cancer Res., 2000, 60: 6737-43], ii)
pequenos inibidores do sitio de ligacdo de ATP a c-Met que
blogqueiam a atividade de quinase [Christensen JG, Schreck
R, Burrows J, Kuruganti P, Chan E, Le P, Chen J, Wang X,
Ruslim L, Blake R, Lipson KE, Ramphal J, Do S, Cui JJ,
Cherrington JM, Mendel DB, Cancer Res. 2003, 63: 7345-55],
iii) polipeptideo com dominio SH2 manipulado que interfere
com O acesso ao sitio de multiancoragem e RNAi ou ribozima
que reduz a expressdo do recetor ou ligando. A maioria
dessas abordagens mostra uma inibicdo seletiva de c-Met,
resultando em inibicdo de tumor e mostrando que c-Met
poderia ser de interesse para intervencdo terapéutica em

cancro.
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Dentro das moléculas geradas para direcionamento
de c-Met, algumas sdo anticorpos gerados pela Genentech
[W096/38557], o0s gquals se comportam como um agonista
potente quando adicionados isoladamente em vArios modelos e
como um antagonista gquando usados como um fragmento Fab.
Uma forma monovalente manipulada desse anticorpo descrita
como 5D5 "one armed" (OA5D5) e produzida como uma proteina
recombinante em E. coli é também o objeto de um pedido de
patente [WO2006/015371] pela Genentech. Contudo, essa
molécula, que ndo pode ser considerada como um anticorpo em
virtude de sua base particular, mostra também mutacdes que
poderiam ser imunogénicas em seres humanos. Em termos de
atividade, essa molécula ndo glicosilada é desprovida de
funcdes efetuadoras e, finalmente, ndo existe dados claros
demonstrando que o OA5D5 inibe a dimerizacdo de c-Met. Além
disso, quando testado no modelo in vivo Gbb5, uma linhagem
de célula de glioblastoma que expressa c-Met, mas nado mRNA
e proteina de HGF e que cresce independentemente do ligan-
do, o anti-c-Met "one armed" ndo teve efeito significativo
sobre o crescimento do tumor G55, sugerindo que o OA5D5
atua primariamente através de bloqueio de ligacdo de HGF e
ndo é capaz de direcionar tumores ativados independente-
mente de HGF [Martens T. et al., Clin. Cancer Res., 2006,

12 (20): 6144-6152].

Outro anticorpo que direciona a c-Met & descrito
pela Pfizer como um anticorpo que atua "predominantemente

como antagonista de c¢-Met e, em alguns casos, como um



PE2188312 -7 -

agonista de c-Met"™ [WO 2005/016382]. Nenhum dado mostrando
qualquer efeito dos anticorpos da Pfizer sobre a dimeri-

zacdo de c-Met é descrito nesse pedido.

Um dos aspectos inovadores da presente invencdo é
gerar anticorpos monoclonais de <ratinho sem atividade
agonista intrinseca e inibicdo de dimerizacdo de c-Met.
Além de direcionamento de tumores dependente de ligandos,
essa abordagem também confere ativacdes independente de
ligandos de c-Met em virtude de sua sobre-expressdo ou
mutacdes dos dominios intracelulares os quais permaneceram
dependentes de oligomerizacdo para sSinalizacdo. Outro
aspecto da atividade de tais anticorpos poderia ser um
impedimento estérico para interacdo de c-Met com seus
parceiros, dque resultard em falha de funcdes de c-Met.
Esses anticorpos serdo, de preferéncia, humanizados e
manipulados, mas ndo limitados a, como IgGl humana para
proporcionar funcdes efetuadoras, tais como ADCC e CDC,
além de funcdes relacionadas ao blogqueio especifico do

recetor de c-Met.

DESCRICAO DA INVENCAO

Surpreendentemente, pela primeira vez, conseguiu-
se gerar um anticorpo capaz de ligacdo a c-Met, mas também
capaz de inibir a dimerizacdo de c-Met. Se for verdade que,
na técnica anterior, algumas vezes ¢ sugerido gue um
anticorpo capaz de inibicdo da dimerizacdo de c-Met com

seus parceiros poderia ser interessante, nunca foi
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divulgado ou claramente sugerido um anticorpo capaz de
fazer isso. Além disso, com relacdo a especificidade do
anticorpo, ndo era evidente de maneira alguma como proceder

a geracdo de tal anticorpo ativo.

Um processo para a geracdo e selecdo de anti-
corpos de acordo com a invencdo ¢é revelado no presente

pedido de patente.

O processo para a selecdo de um anticorpo anti-c-
Met ou um de seus fragmentos ou derivados funcionais, capaz
de inibir a ativacdo dependente de ligando e independente

de ligando de c-Met, compreende as seguintes etapas:

i) rastreio dos anticorpos gerados e selecdo de

anticorpos capazes de se ligar especificamente a c-Met;

ii) avaliacdo in vitro dos anticorpos selecionados da
etapa 1) e selecdo de anticorpos capazes de inibir pelo
menos 50%, de preferéncia pelo menos 60%, 70% ou 80% da
proliferacdo de células tumorais para pelo menos um tipo de

tumor; e, entéao,

iii) testagem dos anticorpos selecionados da etapa ii)
e selecdo de anticorpos capazes de inibir a dimerizacédo de

c-Met.

Conforme foi explicado acima, a inibicdo da

dimerizacdo de c-Met é um aspecto capital da invencdo, uma
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vez que tais anticorpos representardo um interesse real por
uma populacdo maior de pacientes. Ndo apenas cancro c-Met-
ativado dependente de ligando, conforme foi o caso para a
presente invencdo, mas também cancro c-Met-ativado indepen-
dente de ligando poderia ser tratado com anticorpos gerados

através do processo da presente invencéio.

A geracdo do anticorpo pode ser realizada através
de qualguer método conhecido por aqueles versados na técni-
ca tal como, por exemplo, fusdo de uma célula de mieloma
com células de Dbaco de ratinhos imunizados ou outras
espécies compativeis com as células de mieloma selecionadas
[Kohler & Milstein, 1975, Nature, 256: 495-497]. Os animais
imunizados poderiam incluir ratinhos transgénicos com loci
de imunoglobulina humana os quais, entdo, produzem direta-
mente anticorpos humanos. Outra possivel modalidade poderia
consistir na utilizacdo de tecnologias de phage display

para selecionar bibliotecas.

A etapa de selecdo 1) pode ser realizada através
de qualguer método ou processo conhecido por aqueles
versados na técnica. Como exemplos ndoc limitativos, podem
ser mencionados ELISA, BIAcore, imuno-histoquimica, anélise
por FACS e selecgdes funcionais. Um processo preferido
consiste em uma selecdo através de ELISA sobre a proteina
recombinante de c-Met e, entdo, através de andlise por FACS
sobre pelo menos uma linhagem de célula tumoral a fim de
assegurar que og anticorpos produzidos serdo capazes de

reconhecer também o recetor nativo sobre células tumorais.
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Esse processo serd descrito mais precisamente nos exemplos

a seguir.

Da mesma forma, a etapa 1i) pode também ser
realizada classicamente através de um método ou pProcesso
conhecido tal como, por exemplo, usando 3H-timidina ou
qualguer outro agente de coloracdo de DNA, MTT, avaliacéo
de ATP, etc. Um modelo de célula tumoral pode consistir no

modelo BcPC3.

Por inibicdo da dimerizacdo de c-Met, deve ser

entendido, de preferéncia, a homodimerizacdo de c-Met.

A referida etapa iii) de selecdo do processo
consiste em avaliacdo de anticorpos através de anédlise BRET
sobre células expressando c-Met-RLuc/c-Met-YFP e selecdo de
anticorpos capazes de inibir pelo menos 30%, de preferéncia
35%, 40%, 45%, 50%, 55% e, mais preferivelmente, 60% da

sinal de BRET.

A tecnologia BRET é uma tecnologia conhecida como
sendo representativa da dimerizacdo de proteina [Angers et

al., PNAS, 2000, 97: 3684-89].

A  tecnologia BRET, wusada na etapa 1iii) do
processo, é bem-conhecida por aqueles versados na técnica e
serd detalhada nos exemplos a seguir. Mais particularmente,
BRET (Transferéncia de Energia por Ressonadncia de Biolu-

minescéncia) é uma transferéncia de energia ndo radiocativa
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que ocorre entre um doador bioluminescente (Luciferase

Renilla (Rluc)) e um aceitador fluorescente, um mutante de
GEFP (Proteina Fluorescente Verde) ou YFP (Proteina
Fluorescente Amarela). No presente caso, EYFP (Proteina

Fluorescente Amarela Intensificada) foi usada. A eficécia
de transferéncia depende da orientacdo e da distédncia entre
o doador e o aceitador. Entdo, a transferéncia de energia
pode ocorrer apenas se as duas moléculas estiverem em
proximidade intima (1-10 nm). Essa propriedade é usada para
gerar ensaios de interacdo proteina-proteina. Na verdade,
de forma a estudar a interacdo entre dois parceiros, o
primeiro é geneticamente fundido a Luciferase Renilla e o
segundo ao mutante amarelo da GFP. Proteinas de fusédo séo,
em geral, mas ndo obrigatoriamente, expressas em células de
mamifero. Na presenca de seu substrato membrana-permeavel
(coelenterazina), Rluc emite luz azul. Se o mutante de GFP
estiver mais préximo do que 10 nm da Rluc, uma
transferéncia de energia pode ocorrer e um sinal amarelo
adicional pode ser detectado. O sinal BRET é medido como a
proporcdo entre a luz emitida pelo aceitador e a 1luz
emitida pelo doador. Assim, o sinal BRET aumentard a medida
que as duas proteinas de fusdo sdo mantidas em proximidade
ou se uma alteracdo conformacional mantiver Rluc e o

mutante de GFP mais préximos.

Se a anadlise BRET consiste em uma modalidade
preferida, qualguer método conhecido por aqueles versados
na técnica pode ser usado para medir a dimerizacdo de c-

Met. Sem limitacdo, as seguintes tecnologias podem ser
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mencionadas: FRET (Transferéncia de Energia por Ressondncia
de Fluorescéncia), HTRF (Fluorescéncia Tempo-Decomposta
Homogénea), FLIM (Microscopia por Formacdo de Imagem por
tempo de vida de Fluorescéncia) ou SW-FCCS (espectroscopia
por relacdo cruzada de fluorescéncia com comprimento de

onda uUnico).

Outras tecnologias cléssicas também poderiam ser
usadas, tais como coimunoprecipitacéo, Alpha  Screen,
ligacdo cruzada quimica, Duplo Hibrido, Cromatografia por

Afinidade, ELISA ou Western blot.

No presente pedido ¢é revelado um anticorpo
isolado ou um de seus fragmentos ou derivados funcionais,
sendo obtidos através do referido processo. O referido
anticorpo ou um de seus referidos fragmentos ou derivados é
capaz de se ligar especificamente a c¢-Met humana e, se
necesséario, de preferéncia, além disso, capaz de inibir a
fixacdo natural de seu ligando HGF e/ou capaz de inibir
especificamente a atividade de quinase de tirosina da
referida c-Met, o referido anticorpo sendo também capaz de
inibir a dimerizacdo de c-Met. Mais particularmente, os
referidos anticorpos serdo capazes de inibir a ativacéo

dependente de ligando e independente de ligando de c-Met.

As expressdes "fragmentos e derivados funcionais"
serdo definidas em detalhes depois na presente especi-

ficacéo.
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Deve ser entendido agqui que a invencdo ndo se
refere aos anticorpos na forma natural, isto é, eles néo
estdo em seu ambiente natural, mas eles foram capazes de
ser isolados ou obtidos através de purificacdo a partir de
fontes naturais ou mesmo obtidos através de recombinacao
genética ou através de sintese quimica e que eles podem,
entédo, conter aminoadcidos nédo-naturais, conforme seré

descrito aqui adiante.

E descrito um anticorpo ou um de seus fragmentos
ou derivados funcionais, o referido anticorpo sendo
caracterizado compreender pelo menos uma regido de
determinacdo de complementaridade, CDR, escolhida de CDRs
compreendendo a sequéncia de aminodcidos SEQ ID Nos. 1 a 17

e 56 a 61.

Um anticorpo ou fragmentos ou derivados tendo
pelo menos uma CDR cuja sequéncia tem pelo menos 80%, 85%,
90%, 95% e 98% de identidade, apds alinhamento 6timo com as
sequéncias SEQ ID NOs: 1 a 17 e 56 a 61 devem ser

entendidos como um eguivalente.

Por regides de CDR ou CDR(s), se pretende indicar
as regides hipervaridveis das cadeias pesada e leve das

imunoglobulinas, conforme definido pela IMGT.

A numeracdo Unica IMGT foi definida para comparar
0os dominios wvaridveis, seja qual for o recetor antigénico,

o tipo de cadeia ou a espécie [Lefranc M.-P., Immunology
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Today 18, 509 (1997)/Lefranc M.-P., The Immunologist, 7,
132-1306 (1999) /Lefranc, M.-P., Pommié, C, Ruiz, M.,
Giudicelli, V., Foulquier, E., Truong, L., Thouvenin-
Contet, V. e Lefranc, Dev. Comp. Immunol, 27, 55-=-77
(2003)]. Na numeracdo unica IMGT, os aminoidcidos conser-
vados sempre tém a mesma posicdo, por exemplo, cisteina 23
(19-CYS), triptofano 41 (CONSERVADO-TRP), o aminoéacido
hidrofébico 89, cisteina 104 (22-CYS), fenilalanina ou
triptofano 118 (J-PHE ou J-TRP). A numeracdo Unica IMGT
proporciona uma delimitacdo padronizada das regides de
estrutura principal (posigdes 1 a 26, FR2-IMGT: 39 a 55,
FR3-TIMGT: 66 a 104 e FR4-IMGT: 118 a 128) e das regides de
determinacdo de complementaridade: CDR1-IMGT: 27 a 38,
CDR2-IMGT: 56 a 65 e CDR3-IMGT: 105 a 117. As lacunas
representam posicdes desocupadas, os comprimentos das CDR-
IMGT (mostradas entre colchetes e separadas por pontos, por
exemplo, [8.8.13]) se tornam informacéo crucial. A
numeracdo Unica IMGT é usada em representac¢des graficas 2D,
designadas como IMGT Colliers de Perles [Ruiz, M. e
Lefranc, M.-P., Immunogenetics, 53, 857-883 (2002) /Kaas,
0. e Lefranc, M.-P., Current Bioinformatics, 2, 21-30
(2007)] e em estruturas 3D em IMGT/3Dstructure-DB [Kaas,
0., Ruiz, M. e Lefranc, M.-P., T cell recetor e MHC

structural data. Nucl. Acids. Res., 32, D208-D210 (2004)].

Existem trés CDRs de cadeia pesada e 3 CDRs de
cadeia leve. O termo CDR ou CDRs ¢ usado aqui de forma a
indicar, de acordo com o caso, uma dessas regides ou varias

ou mesmo O todo dessas regides, as quais contém a maioria
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dos residuos de aminocacido responsaveis pela ligacdo por
afinidade do anticorpo ao antigénio ou ao epitopo o qual

elas reconhecem.

Por ‘"percentagem de identidade" entre duas
sequéncias de &acido nucleico ou aminoacido no sentido da
presente invencdo, pretende-se indicar uma percentagem de
nucleotideos ou residuos de aminoacido idénticos entre as
duas sequéncias a serem comparadas, obtidas apdés o melhor
alinhamento (alinhamento &timo), essa percentagem sendo
puramente estatistica e as diferencas entre duas sequéncias
sendo distribuidas aleatoriamente e sobre todo o seu
comprimento. As comparacdes de sequéncias entre duas
sequéncias de &cido nucleico ou aminoacido sdo, tradicio-
nalmente, realizadas comparando essas sequéncias apds ter
alinhado as mesmas de uma maneira O6tima, a referida
comparacdo sendo capaz de ser realizada por segmentos ou
através de uma "janela de comparacdo". O alinhamento &6timo
das sequéncias para a comparacdo pode ser realizado, além
de manualmente, por meio do algoritmo de homologia local de
Smith e Waterman (1981) [Ad. App. Math. 2: 482], por meio
do algoritmo de homologia 1local de Neddleman e Wunsch
(1970) [J. Mol. Biol. 48: 443], por meio do método de busca
por similaridade de Pearson e Lipman (1988) [Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85: 2444), por meio de um software de
computador usando esses algoritmos (LACUNA, BESTFIT, FASTA
e TFASTA no Pacote de Software Wisconsin Genetics, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI ou mesmo

através dos softwares de comparacdo BLAST N ou BLAST P).
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A percentagem de identidade entre duas sequéncias
de &acido nucleico ou aminoacido ¢é determinada comparando
essas duas sequéncias alinhadas de uma maneira 6tima e na
qual a sequéncia de &cido nucleico ou aminoidcido a ser
comparada pode compreender adicdes ou delecdes com relacédo
a sequéncia de referéncia para alinhamento étimo entre
essas duas sequéncias. A percentagem de identidade &
calculada determinando o numero de posicdes idénticas entre
as duas sequéncias, dividindo-se esse nuUmero de posicdes
idénticas pelo numero total de posicgdes na Janela de
comparacdo e multiplicando-se o resultado obtido por 100 de
forma a obter a percentagem de identidade entre essas duas

sequéncias.

Por exemplo, ¢é possivel usar o programa BLAST,
"BLAST 2 sequences" (Tatusova et al., "Blast 2 sequences -
a new tool for comparing protein e nucleotide sequences",
FEMS Microbiol Lett. 174: 247-250) disponivel no site

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/bl2.html, 0s parédmetros

usados sendo aqueles fornecidos pelo padrédo (em particular
para os parametros "penalidade por abertura de lacuna”: 5 e
"penalidade por extensdo de lacuna": 2, a matriz escolhida
sendo, por exemplo, a matriz "BLOSUM 62" proposta pelo
programa), a percentagem de identidade entre as duas
sequéncias a serem comparadas sendo calculada diretamente

pelo programa.

Por sequéncia de aminoacidos tendo pelo menos
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80%, de preferéncia 85%, 90%, 95% e 98% de identidade com
uma sequéncia de aminoacidos de referéncia, sdo reveladas
aquelas tendo, com relacdo a sequéncia de referéncia,
determinadas modificacdes, em particular uma delecéo,
adicdo ou substituicdo de pelo menos um aminodcido, um
truncamento ou um alongamento. No caso de uma substituicédo
de um ou malis aminodcidos consecutivos ou ndo consecutivos,
sdo preferidas substituicdes nas quais o0s aminodcidos
substituidos sdo substituidos por aminoacidos "equivalen-
tes". A expressdo "aminoadcidos equivalentes" se destina
aqui a indicar qualquer aminoédcido capaz de ser substituido
por um dos aminocdcidos da estrutura bésica sem, contudo,
modificar essencialmente as atividades Dbioldégicas dos
anticorpos correspondentes e tal como serd definido depois,
especialmente nos exemplos. Esses aminocdcidos equivalentes
podem ser determinados contando com sua homologia estru-
tural com os aminocdcidos o0s quais eles substituem ou
resultados de exames comparativos de atividade Dbioldbgica

entre os diferentes anticorpos capazes de serem realizados.

A guisa de exemplo, mencdo é feita as possibi-
lidades de substituicdo capaz de ser realizada sem resultar
em uma modificacdo profunda da atividade Dbioldbgica do

anticorpo modificado correspondente.

Como um exemplo ndo limitativo, a tabela 1 a
seguir proporciona possibilidades de substituicdo conce-
biveis com wuma conservacdo da atividade Dbioldgica do
anticorpo modificado. As substituig¢des inversas, natural-

mente, também sdo possiveis, nas mesmas condicgdes.
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Tabela 1
Residuo original Substituicéo (des)
Ala (A) Val, Gly, Pro
Arg (R) Lys, His
Asn (N) Gln
Asp (D) Glu
Cys (C) Ser
Gln (Q) Asn
Glu (G) Asp
Gly (G) Ala
His (H) Arg
Ile (I) Leu
Leu (L) Ile, Val, Met
Lys (K) Arg
Met (M) Leu
Phe (F) Tyr
Pro (P) Ala
Ser (9) Thr, Cys
Thr (T) Ser
Trp (W) Tyr
Tyr (Y) Phe, Trp
val (V) Leu, Ala
Deve ser entendido agqui que a invencdo ndo se

refere a anticorpos

estdo em seu ambiente natural,

na forma natural,

isto ¢é, eles né&o

mas que eles foram capazes



PE2188312 - 19 -

de serem 1isolados ou obtidos através de purificacdo a
partir de fontes naturais ou mesmo obtidos através de
recombinacdo genética ou através de sintese quimica e que
eles podem, entdo, conter aminodcidos ndo-naturais, confor-

me serd descrito agqui depois.

De acordo com uma primeira abordagem, o anticorpo
serd definido por sua sequéncia de cadeia pesada. Mais
particularmente, o anticorpo da invencdo ou um de seus
fragmentos ou derivados funcionais ¢é caracterizado por
compreender uma cadeia pesada compreendendo pelo menos uma
CDR escolhida de CDRs compreendendo as sequéncias de

aminodcidos SEQ ID Nos. 1 a 9 e 56 a 58.

As sequéncias mencionadas sdo as seguintes:

SEQ ID No. 1: GYIFTAYT
SEQ ID No. 2: IKPNNGLA
SEQ ID No. 3: ARSEITTEFDY
SEQ ID No. 4: GYSFTDYT
SEQ ID No. b5: INPYNGGT
SEQ ID No. 6: AREEITKDEFDF
SEQ ID NO: 7: GYTFTDYN
SEQ ID NO: 8: INPNNGGT
SEQ ID NO: 9: ARGRYVGYYYAMDY
SEQ ID NO: 56: GYTFTSYW
SEQ ID NO: 57: INPTTGST

SEQ ID NO: 58: ATGGYGSWEAY
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As CDRs da cadeia pesada poderiam ser escolhidas
aleatoriamente nas sequéncias anteriores, isto é, SEQ ID

NOs: 1 a 9 e 56 e b58.

E descrito um anticorpo ou um de seus fragmentos
ou derivados funcionais compreendendo uma cadeia pesada
compreendendo pelo menos uma CDR escolhida de CDR-H1, CDR-

H2 e CDR-H3, em que:

- CDR-H1 compreende a sequéncia de aminoédcidos SEQ ID No.

1, 4, 7 ou b6,

- CDR-H2 compreende a sequéncia de aminoacidos SEQ ID No.

2, 5, 8 ou 57 e

- CDR-H3 compreende a sequéncia de aminoadcidos SEQ ID No.

3, 6, 9 ou 58.

E descrito um anticorpo ou um de seus fragmentos
ou derivados funcionais compreendendo uma cadeia pesada
compreendendo CDR-H1, CDR-H2 e CDR-H3, em que CDR-HI1
compreende a sequéncia de aminoacidos SEQ ID NO: 1, CDR-H2
compreende a sequéncia de aminodcidos SEQ ID NO: 2 e CDR-H3

compreende a sequéncia de aminoacidos SEQ ID NO: 3.

E descrito um anticorpo ou um de seus fragmentos
ou derivados funcionais, de acordo com essa primeira
modalidade compreendendo uma cadeia pesada de sequéncia

compreendendo a sequéncia de aminoacidos SEQ ID NO: 18.
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SEQ ID No. 18: EVQLQOQSGPELVKPGASVKISCKTSGYIFTAYTMHWVRQSLG-
ESLDWIGGIKPNNGLANYNQKFKGKATLTVDKSSSTAYMDLRSLTSEDSAVYYCARSE -

ITTEFDYWGQGTALTVSS

E descrito um anticorpo ou um de seus fragmentos
ou derivados funcionais, compreendendo uma cadeia pesada
compreendendo CDR-H1, CDR-H2 e CDR-H3, em que CDR-HI1
compreende a sequéncia de aminoacidos e SEQ ID No. 4, CDR-
H2 compreende a sequéncia de aminoacidos SEQ ID No. 5 e
CDR-H3 compreende a sequéncia de aminodcidos e SEQ ID No.

6.

E descrito que o referido anticorpo ou um de seus
fragmentos ou derivados funcionais, compreenderd uma cadeia
pesada da sequéncia compreendendo a sequéncia de

aminodcidos SEQ ID No. 19.

SEQ ID No. 19 EVOLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFTDYTLNWVKQSH
GETLEWIGLINPYNGOTTYNQKFEKORKATLTVDRSSSTAYMELLSLTSEDRDSAVY
YCAREEITKDFDEWGQGTTLTVSS '

E descrito um anticorpo ou um de seus fragmentos
ou derivados funcionais, compreendendo uma cadeia pesada
compreendendo CDR-H1, CDR-H2 e CDR-H3, em qgue CDR-HI1
compreende a sequéncia de aminoadcidos SEQ ID No. 7, CDR-H2
compreende a sequéncia de aminodcidos SEQ ID No. 8 e CDR-H3

compreende a sequéncia de aminodcidos SEQ ID No. 9.
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E descrito que o referido anticorpo ou um de seus
fragmentos ou derivados funcionais, compreenderd uma cadeia
pesada da sequéncia compreendendo a sequéncia aminodcido

SEQ ID No. 20.

SEQ ID Ne. 20 EVLLQOSGPELVKPGASVKIPCKASGYTFTRYNMDWVRKQSH
GMSLEWIGDINPNNGGTIFNQKFKGKATLTVDRSSSTAYMELRSLTSEDTAVY'Y
CARGRYVOYYYAMDYWGQGTSVTVSS

E descrito um anticorpo ou um de seus fragmentos
ou derivados funcionais, compreendendo uma cadeia pesada
compreendendo CDR-H1, CDR-H2 e CDR-H3, em que CDR-HI1
compreende a sequéncia de aminodcidos SEQ ID No. 56, CDR-H2
compreende a sequéncia de aminoadcidos SEQ ID No. 57 e CDR-

H3 compreende a sequéncia de aminocacidos SEQ ID No. 58.

E descrito que o referido anticorpo ou um de seus
fragmentos ou derivados funcionais, compreenderd uma cadeia
pesada da sequéncia compreendendo a sequéncia de amino-

adcidos SEQ ID No. 62.

SEQ ID No. 62
QVOLOQSGAELAKPGASVEMSCKASGY TFTSY WMNWVKQRPGQGLEWIGY!
NPTTGSTDYNOKLKDKATLTADKSSNTAYMOLSSLTSEDSAVY YCAIGGYGSW
FAYWGQGTLVTVSA

E descrito que o anticorpo serd definido por sua
sequéncia de cadeia leve. 0O referido anticorpo ou um de
seus derivados ou fragmentos funcionais é caracterizado por
compreender uma cadeia leve compreendendo pelo menos uma
CDR escolhida de CDRs compreendendo a sequéncia de

aminodcidos SEQ ID Nos. 10 a 17 e 59 a 61.
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As sequéncias mencionadas sdo as seguintes:

SEQ ID No. 10 ESVDSYANSE
SEQ ID No. 11 RAS

SEQ ID No. 12 QOSKEDPLT
SEQ ID No. 13 ESIDTYGNSE
SEQ ID No. 14 QOSNEDPFET
SEQ ID No. 15 ENIYSN

SEQ ID No. 16 AAT

SEQ ID No. 17 QHEFWGPPYT
SEQ ID No. 59 SSVSSTY
SEQ ID No. 60 TTS

SEQ ID No. 61 HOWSSYPE'T

As CDRs da cadeia 1leve poderia ser escolhidas
aleatoriamente nas sequéncias anteriores, isto ¢, SEQ 1ID

Nos. 10 a 17 e 59 a ol.

E descrito um anticorpo ou um de seus fragmentos
ou derivados funcionais, compreendendo uma cadeia leve
compreendendo pelo menos uma CDR escolhida de CDR-L1, CDR-

L2 e CDR-L3, em que:

- CDR-L1 compreende a sequéncia de aminoadcidos SEQ ID No.

10, 13, 15 ou 59,

- CDR-L2 compreende a sequéncia de aminoadcidos SEQ ID No.

11, 16 ou 60 e
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- CDR-L3 compreende a sequéncia de aminoédcidos SEQ ID No.

12, 14, 17 ou 61.

E descrito um anticorpo ou um de seus fragmentos
ou derivados funcionais, compreende uma cadeia leve compre-
endendo CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3, em que CDR-L1 compreende a
sequéncia de aminoadcidos SEQ ID No. 10, CDR-L2 compreende a
sequéncia de aminodcidos SEQ ID No. 11 e CDR-L3 compreende

a sequéncia de aminoédcidos SEQ ID No. 12.

E descrito que o referido anticorpo ou um de seus
fragmentos ou derivados funcionais, compreende uma cadeia
leve da sequéncia compreendendo a sequéncia de aminodcidos

SEQ ID No. 21.

SEQ ID No. 31: DIVLTQSPASLAVSLGORATISCRASESVDSY ANSFMHWYQQ
KPGOPPKLLIIYRASNLESGIPARFSGSGSRIDFTLTINPVEADDVATYYCQQSKE
DPLTFGSGTRLEMK

E descrito um anticorpo ou um de seus fragmentos
ou derivados funcionais, que compreende uma cadeia leve
compreendendo CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3, em que CDR-L1
compreende a sequéncia de aminodcidos SEQ ID No. 13, CDR-L2
compreende a sequéncia de aminoadcidos SEQ ID No. 11 e CDR-

L3 compreende a sequéncia de aminoacidos SEQ ID No. 14.

E descrito que o referido anticorpo compreenderé
uma cadeia leve da sequéncia compreendendo a sequéncia de

aminodcidos SEQ ID No. 22.
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SEQ ID No. 22: GIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRVSESIDTYGNSFIHWYQQKP
GOPPKLLIYRASNLESGIPARFSGSGSRTDETLTINPVEADDSATY YCQOSNEDPE
TEGSGTKLEMK

E descrito um anticorpo ou um de seus fragmentos
ou derivados funcionais, que compreende uma cadeia leve
compreendendo CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3, em qgue CDR-L1
compreende a sequéncia de aminodcidos SEQ ID No. 15, CDR-L2
compreende a sequéncia de aminodcidos SEQ ID No. 16 e CDR-

L3 compreende a sequéncia de aminoédcidos SEQ ID No. 17.

E descrito que o referido anticorpo ou um de seus
fragmentos ou derivados funcionais, compreenderd uma cadeia
leve da sequéncia compreendendo a sequéncia de aminodcidos

SEQ ID No. 23.

SEQ 1D No. 23; DIGMTQSPASLSVEVGETVTITCRASENIYSNLAWYQQKQGKSP
QLLEVYAATNLVDGVPSREFSGSGSGTQYSLKINSLQSEDFGSYYCQHRFWGPPYTF
GGGTKLEIK

E descrito um anticorpo ou um de seus fragmentos
ou derivados funcionais, que compreende uma cadeia leve
compreendendo CDR-L1, CDR-1L2 e CDR-L3, em qgue CDR-L1
compreende a sequéncia de aminodcidos SEQ ID No. 59, CDR-L2
compreende a sequéncia de aminodcidos SEQ ID No. 60 e CDR-

L3 compreende a sequéncia de aminoédcidos SEQ ID No. 61l.

E descrito que o referido anticorpo ou um de seus
fragmentos ou derivados funcionais, compreenderd uma cadeia
leve da sequéncia compreendendo a sequéncia de aminoacidos

SEQ ID No. 63.
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SEQ ID No. #3:
QIVLTOSPAIMSASPGEX VILTCSASSSVSSTYLY WYQQKPGSSPRLWIYTTSIL
ASGVPARFSGSGSGTSYSLTISSMETEDAASYFCHQWSSYPFTFGSGTKLDIK

E descrito um anticorpo que serd definido por sua
sequéncia de cadeia leve e sua sequéncia de cadeia pesada.
O referido anticorpo ou um de seus derivados ou fragmentos
funcionais, ¢é caracterizado por ele compreende uma cadeia
pesada compreendendo a sequéncia de aminodcidos SEQ ID No.
18, 19, 20 ou 62 e uma cadeia 1leve compreendendo a

sequéncia de aminodcidos SEQ ID No. 21, 22, 23 ou 63.

Num ©primeiro aspeto a presente invencdo ¢&
dirigida para um anticorpo isoclado ou um de seus fragmentos
divalentes de ligacéo a c-Met, denominado 224G11,
caracterizado por o referido anticorpo compreender uma
cadeia pesada compreendendo CDR-HI, CDR-H2 e CDR-H3
compreendendo, respectivamente, a sequéncia de aminoéacidos
SEQ ID Nos. 1, 2 e 3; e uma cadeia leve compreendendo CDR-
L1, CDR-L2 e CDR-L3 compreendendo, respectivamente, a

sequéncia de aminodcidos SEQ ID Nos. 10, 11 e 12.

Em outro aspecto da invencdo, o anticorpo ou um
de seus fragmentos divalentes com atividade de ligacgédo a c-
Met, ¢é caracterizado por o referido anticorpo compreender
uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminoécidos
SEQ ID No. 18 e uma cadeia leve compreendendo a sequéncia

de aminoédcidos SEQ ID No. 21.
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E revelado um anticorpo ou um de seus fragmentos
ou derivados funcionais, de acordo com a 1invencéo,
denominado 22°7H1, que compreende uma cadeia pesada
compreendendo CDR-HI, CDR-H2 e CDR-H3 compreendendo,
respectivamente, a sequéncia de aminodcidos SEQ ID Nos. 4,
5 e 6; e uma cadeia leve compreendendo CDR-L1, CDR-L2 e
CDR-L3 compreendendo, respectivamente, a sequéncia de

aminodcidos SEQ ID Nos. 13,11 e 14.

E  revelado gque o referido anticorpo 227H1
compreende uma cadeia pesada compreende a sequéncia de
aminodcidos SEQ ID No. 19 e uma cadeia leve compreendendo a

sequéncia de aminodcidos SEQ ID No. 22.

E revelado um anticorpo ou um de seus fragmentos
ou derivados funcionais, denominado 223C4, que compreende
uma cadeia pesada compreendendo CDR-H1, CDR-H2 e CDR-H3
compreendendo, respectivamente, a sequéncia de aminoécidos
SEQ ID Nos. 7, 8 e 9; e uma cadeia leve compreendendo CDR-
L1, CDR-L2 e CDR-L3 compreendendo respectivamente a

sequéncia de aminodcidos SEQ ID Nos. 15, 16 e 17.

E revelado que o referido anticorpo 223C4
compreende uma cadeia pesada compreende a sequéncia de
aminoacidos SEQ ID No. 20 e uma cadeia leve compreendendo a

sequéncia de aminodcidos SEQ ID No. 23.

E revelado um anticorpo ou um de seus fragmentos

ou derivados funcionais, denominado 11E1, gque compreende
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uma cadeia pesada compreendendo CDR-H1, CDR-H2 e CDR-H3
compreendendo, respectivamente, a sequéncia de aminoacidos
SEQ ID Nos. 56, 57 e 58; e uma cadeia leve compreendendo
CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3 compreendendo respectivamente a

sequéncia de aminodcidos SEQ ID Nos. 59, 60 e o6l.

E revelado que o) referido anticorpo 11E1
compreende uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminoacidos SEQ ID No. 62 e uma cadeia leve compreendendo a

sequéncia de aminodcidos SEQ ID No. 63.

A invencdo refere-se ao hibridoma de murino capaz
de secretar a anticorpos monoclonais de acordo com a
presente invencdo, especialmente um hibridoma originario de
murino, tal como depositado na Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes (CNCM, Colecdo National de
Culturas de Micro-organismos) (Institut Pasteur, Paris,

Franca) .

A invencdo refere-se ao hibridoma de murino capaz
de secretar a anticorpos monoclonais de acordo com a
presente 1invencdo, depositado na Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes (CNCM, Colecdo National de
Culturas de Micro-organismos) (Institut Pasteur, Paris,

Franca) em 14/03/2007 sob o numero I-3731.

E descrito hibridoma de murino depositado no CNCM
em 14/03/2007 sob os numeros CNCM 1-3724 (correspondendo a

11E1), 1-3732 (correspondendo a 227H1) e em 06/07/2007 sob
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o numero 1-3786 (correspondendo a 223C4). Esses hibridomas
consistem em um hibridoma de murino resultando na fuséo
celular de esplendécitos de ratinho imunizado com uma

linhagem de células de mieloma (Sp20 Agld).

A tabela 2 a seguir reagrupa elementos referentes

aos anticorpos.

Tabela 2
224G11 227HL 223C4 11E1
1-3731 1-3732 1-3786 1-3724

SEQ ID SEQ ID SEQ ID SEQ ID SEQ ID SEQ ID SEQ ID SEQ ID

Prot. Nucl. Prot. Nucl. Prot. Nucl. Prot. Nucl.
CDR-H1 1 24 4 27 7 30 56 64
CDR-H2 2 25 5 28 8 31 57 65
CDR-H3 3 26 6 29 9 32 58 66
Cadeia P. 18 41 19 42 20 43 62 70
CDR-L1 10 33 13 36 15 38 59 67
CDR-L2 11 34 11 34 16 39 60 68
CDR-L3 12 35 14 37 17 40 6l 69
Cadeia L. 21 44 22 45 23 46 63 71

A partir da tabela 2, estd claro gque CDR-L2 dos
anticorpos 227H1 e 224Gll1 s&do similares. Esse exemplo
sustenta a revelacdo de anticorpos compreendendo pelo menos
uma CDR aleatoriamente escolhida das sequéncias de CDR

descritas.

De acordo com uma modalidade preferida, a

invencdo refere-se a anticorpos monoclonais.
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O termo "Anticorpo Monoclonal" é usado de acordo
com seu significado comum para denotar um anticorpo obtido
de uma populacdo de anticorpos substancialmente homogéneos,
isto é, o0s anticorpos individuais compreendendo a populacéo
sdo idénticos, exceto quanto a possiveis mutacdes que
ocorrem naturalmente que podem estar presentes em
quantidades minimas. Em outras palavras, um anticorpo
monoclonal consiste em um anticorpo homogéneo resultante da
proliferacdo de um uUnico clone de células (por exemplo,
células de hibridoma, células hospedeiras eucariotas
transfectadas com DNA que codifica o anticorpo homogéneo,
células hospedeiras procariotas transformadas com o DNA que
codifica o anticorpo homogéneo, etc.) e o qual é geralmente
caracterizado por cadeias pesadas de um Unica classe e
subclasse e cadeias 1leves de um uUnico tipo. Anticorpos
monoclonais sdo altamente especificos, sendo direcionados
contra um uUnico antigénio. Além disso, em contraste a
preparacdes de anticorpos policlonais que, tipicamente,
incluem diferentes anticorpos direcionados contra diferen-
tes determinantes ou epitopo, cada anticorpo monoclonal é

direcionado contra um Unico determinante sobre o antigénio.

Na presente descricdo, o0s termos polipeptideos,
sequéncias polipeptidicas, sequéncias de aminoécidos,
peptideos e proteinas, com referéncia a compostos de

anticorpo ou sua sequéncia, sdo permutdveis.

De acordo com um aspecto da mesma forma
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particular, a presente invencdo refere-se a um anticorpo
quimérico ou um de seus fragmentos funcionais, de acordo
com a invencédo, caracterizado por o referido anticorpo,
além disso, compreende as regides constantes de cadeia leve
e cadeia pesada derivadas de um anticorpo de uma espécie
heteréloga ao ratinho, especialmente humano. E revelado que
as regides constantes de cadeia leve e cadeia pesada
derivadas de um anticorpo humano s&o, respectivamente, a

regido Kappa e Gama-1l, Gama-2 ou Gama-4.

No ©presente pedido, IgGl s&o revelados para

proporcionar funcdes efetuadoras e ADCC e CDC.

Aqueles habilitados reconhecerdo que funcgdes
efetuadoras incluem, por exemplo, ligacéo a Clg;
citotoxicidade dependente de complemento (CDC); ligacdo ao
recetor Fc; citoxicidade celular mediada depende de antropo
(ADCC) ; fagocitose; e sub-regulacdo de recetores na
superficie celular (por exemplo, recetor de células de B;

BCR) .

Os anticorpos sdo, de preferéncia, anticorpos
monoclonais especificos, especialmente originarios de
murino, quiméricos humanizados, 0s quais podem ser obtidos
de acordo com métodos-padrdo bem-conhecidos por aqueles

versados na técnica.

Em geral, para a preparacdo de anticorpos mono-

clonais ou seus fragmentos ou derivados funcionais,
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especialmente origindrios de murino, é possivel se referir
a técnicas as quais sdo descritas, em particular, no manual
"Antibodies" (Harlow e Lane, Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor
NY, péaginas 726, 1988) ou a técnica de preparagdo de
hibridomas descrita por Kohler e Milstein (Nature, 256:

495-497, 1975).

Os anticorpos monoclonais de acordo com a inven-
cdo podem ser obtidos, por exemplo, de uma célula animal
imunizada contra c-Met ou um de seus fragmentos contendo o
epitopo especificamente reconhecido pelos referidos anti-
corpos monoclonais de acordo com a invencgdo. A referida c-
Met ou um de seus referidos fragmentos pode ser espe-
cialmente produzida de acordo com métodos de trabalho
usuais, através de recombinacdo genética comecando com uma
sequéncia de aminoédcidos contida na sequéncia de cDNA que
codifica a c¢c-Met ou através de sintese de ©peptideo
comecando a partir de uma sequéncia de aminoéacidos

compreendida na sequéncia peptidica da c-Met.

Os anticorpos monoclonais de acordo com a
invencdo podem, por exemplo, ser purificados sobre uma
coluna de afinidade sobre a qual a c-Met ou um de seus
fragmentos contendo o epitopo especificamente reconhecido
pelos referidos anticorpos monoclonais de acordo com a
invencdo foi previamente imobilizada. Mais particularmente,
os referidos anticorpos monoclonais podem ser purificados

através de cromatografia sobre proteina A e/ou G, seguido
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ou ndo por cromatografia de troca 1ibénica direcionada a
eliminacdo dos contaminantes de proteina residual, bem como
o DNA e a LPS em si, seguido ou ndo por cromatografia de
exclusdo sobre um gel de Sepharose™ de forma a eliminar os
agregados potenciais em virtude da presenca de dimeros ou
outros multimeros. De uma maneira ainda mais preferida, o
todo dessas técnicas pode ser usado simultdnea ou

sucessivamente.

Anticorpos quiméricos ou humanizados s&do, da mes-
ma forma, incluidos nos anticorpos de acordo com a presente

invencédo.

Por anticorpo guimérico, entende-se um anticorpo
o qual contém uma regido varidvel natural (cadeia leve e
cadeia pesada) derivado de um anticorpo de uma determinada
espécie em combinacdo com as regides constantes de cadeia
leve e cadeia pesada de um anticorpo de uma espécie
heterdloga a referida determinada espécie (por exemplo,

ratinho, cavalo, coelho, cédo, vaca, galinha, etc.).

Os anticorpos ou seus fragmentos do tipo
quimérico de acordo com a invencdo podem ser preparados
usando as técnicas de recombinacdo genética. Por exemplo, o
anticorpo quimérico pode ser produzido através de clonagem
de um DNA recombinante contendo um promotor e uma sequéncia
que codifica a regido varidvel de um anticorpo monoclonal
ndo-humano, especialmente de murino, de acordo com a

invencdo e uma sequéncia que codifica a regido constante de
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um anticorpo humano. Um anticorpo gquimérico da invencéo
codificado por tal gene recombinante serd, por exemplo, uma
quimera de ratinho-homem, a especificidade desse anticorpo
sendo determinada pela regido varidvel do DNA de murino e
seu isotipo determinado pela regido constante derivada do
DNA humano. Para os métodos de preparacdo de anticorpos
quiméricos & ©possivel, por exemplo, se referir aos
documentos Verhoeyn et al. (BioEssays, 8: 74, 1988),
Morrison et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 6851-6855,

1984) ou le brevet US 4.816.567.

Por anticorpo humanizado, entende-se um anticorpo
o qual contém regides de CDR derivadas de um anticorpo de
origem n&do-humana, as outras partes da molécula de
anticorpo sendo derivadas de um (ou de véarios) anticorpo
humano. Além disso, alguns dos residuos dos segmentos do
esqueleto (denominado FR) podem ser modificados de forma a
conservar a afinidade de 1ligacdo (Jones et al., Nature,
321: 522-525, 1986; Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-

1536, 1988; Riechmann et al., Nature, 332: 323-327, 1988).

Os anticorpos humanizados de acordo com a
invencdo ou seus fragmentos podem ser preparados através de
métodos conhecidos por aqueles versados na técnica (tais
como, por exemplo, aqueles descritos nos documentos de
Singer et al., J. Immun. 150: 2844-2857, 1992; Mountain et
al., Biotechnol. Genet. Eng. Rev., 10: 1-142, 1992; ou

Bebbington et al., Bio/Technology, 10: 169-175, 1992).
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Outros métodos de humanizacdo s&do conhecidos por
aqueles versados na técnica como, por exemplo, o método de
"Enxertagem de CDR" descrito pela Protein Design Lab (PDL)
nos pedidos de patente EP 0 451261, EP 0 682 040, EP 0
9127, EP 0 566 647 ou US 5.530.101, US 6.180.370, US
5.585.089 e US 5.693.761l. Os seguintes pedidos de patente
também podem ser mencionados: US 5.639.641; US 6.054.297;
US 5.886.152 e US 5.877.293.

Por "fragmento funcional" de um anticorpo de
acordo com a invencdo, entende-se, em particular, um
fragmento de anticorpo, tais como fragmentos Fv, scFv (sc
para um Unica cadeia), Fab, F(ab'),, Fab', scFv-Fc ou
diacorpos ou qualquer fragmento cujo tempo de meia-vida foi
aumentado através de modificacdo quimica, tal como a adicédo
de (poli)algquileno glicol, tal como (poli)etileno glicol
("PEGuilacédo") (fragmentos peguilados denominados Fv-PEG,
scFv-PEG, Fab-PEG, F(ab')2-PEG ou Fab'-PEG) ("PEG" para
Poli(Etileno) Glicol) ou através de incorporacdo em um
lipossoma, os referidos fragmentos tendo pelo menos uma das
CDRs caracteristica de sequéncia SEQ ID Nos. 1 a 17 e 56 a
6l de acordo com a invencdo e, especialmente, pelo facto de
que ele ¢é capaz de exercer, de uma maneira geral, uma
atividade mesmo parcial do anticorpo do gqual ele é derivado
tal como, em particular, a capacidade de reconhecer e se
ligar a c-Met e, se necessario, inibir a atividade da c-

Met.

E revelado que os referidos fragmentos funcionais
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serdo constituidos ou compreenderdo uma sequéncia parcial
da cadeia variavel pesada ou leve do anticorpo do qual eles
sdo derivados, a referida sequéncia parcial sendo
suficiente para reter a mesma especificidade de ligacdo que
o anticorpo do qual ela ¢é derivada e uma afinidade
suficiente, pelo menos igual 1/100, ou pelo menos a 1/10
daquela do anticorpo do qual ela ¢é derivada com relacdo a
c-Met. Tal fragmento funcional conterd no minimo 5
aminoadcidos, de preferéncia o6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 25, 50
e 100 aminoacidos consecutivos da sequéncia do anticorpo do

qual ela é derivada.

Estes fragmentos funcionais serdo fragmentos do
tipo Fv, scfFv, Fab, F(ab'),, F(ab'), scFv-Fc ou diacorpos,
0s quais, em geral, tém a mesma especificidade de ligacédo
que o anticorpo do qual eles sdo derivados. Estes
fragmentos s&o selecionados dentre fragmentos divalentes,
tais como fragmentos F(ab'),. Fragmentos de anticorpo da
invencé&o podem ser obtidos comecando a partir de
anticorpos, tal como descrito acima, através de métodos
tais como digestdo por enzimas tais como pepsina ou papaina
e/ou através de de «clivagem das ligacgdes em ponte de
dissulfeto por meio de reducdo quimica. De outra maneira,
os fragmentos de anticorpo compreendidos na presente
invencdo podem ser obtidos através de métodos de
recombinacdo genética da mesma forma bem-conhecidos por
aqueles versados na técnica ou mesmo através de sintese de
peptideo por meio, por exemplo, de sintetizadores
automdticos de peptideo, tais como aqueles fornecidos pela

companhia Applied Biosystems, etc.
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Por "fragmento divalente", entende-se qguaisquer
fragmentos de anticorpo compreendendo dois bracos e, mais

particularmente, fragmentos F(ab'):.

A presente invencdo revela anticorpos, especial-
mente anticorpos quiméricos ou humanizados obtidos através

de recombinacdo genética ou através de sintese quimica.

Por "derivados" de um anticorpo de acordo com a
invencdo, entende-se uma proteina de ligacdo compreendendo
uma base de proteina e pelo menos uma das CDRs selecionadas
do anticorpo original de forma a manter a capacidade de
ligacdo. Tais compostos sdo bem-conhecidos por aqgueles
versados na técnica e serdo descritos em maiores detalhes

na especificacdo a seguir.

E descrito que o anticorpo ou um de seus
fragmentos ou derivados com atividade de ligacdo a c-Met,
de acordo com a invencdo € caracterizado por o derivado
consistir em uma proteina de ligacdo compreendendo uma base
sobre a qual pelo menos uma CDR foi enxertada para a
conservacdo das propriedades de reconhecimento paratdpicas

do anticorpo original.

Uma ou varias sequéncias das 6 sequéncias de CDR
descritas na invencdo podem estar presentes sobre uma base
de proteina. Nesse caso, a base de proteina reproduz a

parte principal de proteina com uma duplicacdo apropriada
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da(s) CDR(s) enxertada(s), assim, permitindo que as mesmas
mantenham suas propriedades de reconhecimento paratdpicas

do antigénio.

Agueles versados na técnica saberdo como
selecionar a base de proteina sobre a qual pelo menos uma
CDR selecionada do anticorpo original poderia ser
enxertada. Mais particularmente, sabe-se que, para ser
selecionada, tal base deverd mostrar varias caracteris-
ticas, como segue (Skerra A., J. Mol. Recogn., 13, 2000,

167-187):

- boa conservacdo filogenética,

- argquitetura robusta com uma organizacdo molecular tridi-

mensional bem-conhecida (tal como, por exemplo, crista-

lografia ou RMN),

- pequeno tamanho

- nenhum ou apenas um baixo grau de modificacdes pds-

traducionais,

- facilidade de produzir, expressar e purificar

Tal base de proteina pode ser, mas sem limitacédo,
uma estrutura selecionada do grupo consistindo em fibro-
nectina e, de preferéncia o décimo dominio de fibronectina

do tipo III (FNfnl0O), lipocalina, anticalina (Skerra A., J.
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Biotechnol, 2001, 74(4): 257-75), o derivado de proteina Z
do dominio B de proteina A estafilocébdcica, tioredoxina A ou
qualguer proteina com dominio repetido, tal como "repeticédo
de anquirina"™ (Kohl et al., PNAS, 2003, wvol. 100, No. 14,
1700-1705), "repeticdo de armadilo", "repeticdo rica em

leucina"™ ou "repeticdo de tetratricopeptideo".

Também poderia ser mencionado um derivado de base
de toxinas (tal como, por exemplo, toxinas de escorpido,
inseto, planta ou molusco) ou inibidores de proteina de

sintase de 6xido nitrico neuronal (PIN).

Como um exemplo n&o limitativo de tais
construcdes hibridas pode ser mencionada a insercdo da CDR-
H1 (cadeia pesada) de um anticorpo anti-CD4, isto &, o
anticorpo 13B8.2, em um dos loops expostos da PIN. As
propriedades de ligacdo da proteina de 1ligacdo obtida
permanecem similares ao anticorpo original (Bes et al.,
BBRC 343, 2006, 334-344). Também pode ser mencionada o
enxerto da CDR-H3 (cadeia pesada) de um anticorpo
antilisozima VHH sobre um "loop" da neocarzinostatina

(Nicaise et al., 2004).

No caso do presente pedido, uma CDR interessante
a ser conservada poderia ser, sem limitacdo, CDR-L2, uma
vez que ela é conservada em dois anticorpos idénticos da

invencdo, isto é, 227H1 e 224Gl1.

Conforme mencionado acima, tal base de proteina
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pode compreender de 1 a 6 CDR(s) do anticorpo original. Em
uma modalidade preferida, mas sem qualquer limitacéo,
aqueles versados na técnica poderiam selecionar pelo menos
uma CDR da cadeia pesada, a referida cadeia pesada sendo
conhecida por estar particularmente envolvida na especifi-
cidade do anticorpo. A sgelecdo da(s) CDR(s) serad evidente
para aqueles versados na técnica através de um método

conhecido (BES et al., FEBS letters 508, 2001, 67-74).

Como uma evidéncia, esses exemplos ndo séo
limitativos e qgualquer outra base conhecida ou descrita

deve ser incluida na presente especificacéo.

De acordo com um novo aspecto, a presente
invencdo refere-se um &cido nucleico isolado, caracterizado

por ele é escolhida dos &4cido nucleicos a seguir:

a) um acido nucleico, DNA ou RNA, que codifica um
anticorpo ou um dos seus fragmentos divalentes de ligacdo a

c-Met, de acordo com a invencdo;

b) um &cido nucleico compreendendo uma sequéncia de
DNA compreendendo a sequéncia CDR-H1 SEQ ID No. 24, a
sequéncia CDR-H2 SEQ ID No. 25, a segquéncia CDR-H3 SEQ ID
No. 26 e a sequéncia CDR-L1 SEQ ID No. 33, a sequéncia CDR-

L2 SEQ ID No. 34 e a seqguéncia CDR-L3 SEQ ID No. 35;

c) um &acido nucleico compreendendo a sequéncia de DNA
compreendendo a sequéncia de cadeia pesada SEQ ID No. 41 e

a sequéncia de cadeia leve SEQ ID No. 44;
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d) os acidos nucleicos de RNA correspondentes dos

dcidos nucleicos conforme definido em b) ou c); e

e) o0s acidos nucleicos complementares dos acidos

nucleicos conforme definido em a), b) e c).

Por &4cido nucleico, nucleico ou sequéncia de
dcidos nucleicos, polinucleotideo, oligonucleotideo, se-
quéncia de polinucleotideo, sequéncia de nucleotideo, ter-
mos o0s quals serdo empregados indiferentemente na presente
invencdo, entende-se uma ligacdo precisa de nucleotideos, a
qual pode ser modificada ou ndo modificada, que permite que
um fragmento ou uma regido de um &cido nucleico seja
definida, contendo ou ndo contendo nucleotideos néao-
naturais e sendo capaz de corresponder a um DNA de dupla
cadeia, um DNA de cadeia simples, bem como aos produtos de

transcricdo dos referidos DNAs.

Deve também ser entendido agqui gque a presente
invencdo ndo se refere a sequéncias de nucleotideo em seu
ambiente cromossdmico natural, isto €, no estado natural.
Ela refere-se a sequéncias as quals foram isoladas e/ou
purificadas, isto ¢é, elas foram selecionadas direta ou
indiretamente, por exemplo, através de codpia, seu ambiente
tendo sido pelo menos parcialmente modificado. Assim, da
mesma forma, ela se destina a indicar aqui os &cidos nu-
cleicos isolados obtidos através de recombinacdo genética,
por exemplo, por meio de células hospedeiras ou obtidos

através de sintese quimica.
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Uma hibridizacdo sob condicdes de alta estrin-
géncia significa que as condigcbes de temperatura e
condicdes de resisténcia idnica sdo escolhidas de uma forma
tal que elas permitem a manutencdo da hibridizacdo entre
dois fragmentos de DNA complementar. A guisa de ilustracéo,
condicdes de alta estringéncia da etapa de hibridizacédo
para fins de definicdo dos fragmentos de polinucleotideo

descritos acima sdo, vantajosamente, as seguintes.

A hibridizacdo de DNA-DNA ou DNA-RNA ¢ realizada
em duas etapas: (1) pré-hibridizacdo a 42°C durante 3 horas
em tampdo de fosfato (a 20 mM, pH de 7,5) contendo 5 x SSC

(1 x SSC corresponde a NaCl a 0,15 M + solucdo de citrato

o\e

de sédio a 0,015 M), 50 de formamida, 7 % de

dodecilsulfato de sédio (SDS), 10 x Denhardt's, 5 % de
sulfato de dextrano e 1 % de DNA de esperma de salmdo; (2)
hibridizacdo real durante 20 horas em uma temperatura
dependente do tamanho da sonda (isto é : 42°C, para um
tamanho de sonda > 100 nucleotideos) seguido por 2 lavagens
de 20 minutos a 20°C em 2 x SSC + 2% de SDS, 1 lavagem de
20 minutos a 20°C em 0,1 x SSC + 0,1 % de SDS. A ultima
lavagem é realizada em 0,1 x SSC + 0,1 % de SDS durante 30
minutos a 60°C para um tamanho de sonda > 100 nucleotideos.
As condicdes de hibridizacdo de alta estringéncia descritas
acima para um polinucleotideoc de tamanho definido podem ser
adaptadas por aqueles versados na técnica para
oligonucleotideos de maior ou menor tamanho, de acordo com

o ensinamento de Sambrook et al. (1989, Molecular cloning:

a laboratory manual. 2% Ed. Cold Spring Harbor).
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A invencdo, da mesma forma, refere-se a um vetor
compreendendo um &cido nucleico de acordo com a presente

invencé&o.

A invencédo direciona especificamente a vetores de
clonagem e/ou vetores de expressdo, o0Ss quals contém uma

sequéncia de nucleotideo de acordo com a invencéo.

E revelado que vetores contém elementos os quais
permitem a expressdo e/ou a secrecdo das sequéncias de
nucleotideo em uma determinada célula hospedeira. O vetor
deve, portanto, conter um promotor, sinais de inicio e
término de traducdo, bem como regides apropriadas de
regulacdo de transcricdo. Ele deve ser capaz de ser mantido
de uma maneira estédvel na célula hospedeira e pode,
opcionalmente, ter sinais particulares os quais especificam
a secrecdo da proteina traduzida. Esses diferentes
elementos sé&do escolhidos e otimizados por agqueles versados
na técnica como uma funcdo da célula hospedeira usada. Para
esse efeito, as sequéncias de nucleotideo de acordo com a
invencdo podem ser inseridas em vetores de reproducéo
auténoma no hospedeiro escolhido ou ser vetores integra-

tivos do hospedeiro escolhido.

Tais vetores sdo preparacdes através de métodos
atualmente usados por aqueles versados na técnica e os
clones resultantes podem ser introduzidos em um hospedeiro
apropriado através de métodos-padrdo, tais como lipofeccéo,

eletroporacédo, chogque térmico ou métodos quimicos.
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Os vetores de acordo com a 1invencdo Ss&do, por
exemplo, vetores de origem plasmidica ou viral. Eles séo
Uteis para transformacdo de células hospedeiras de forma a
clonar ou expressar as sequéncias de nucleotideo de acordo

com a invencéo.

A invencédo, da mesma forma, compreende as células
hospedeiras transformadas por ou compreendendo um vetor de

acordo com a invencéo.

A  célula hospedeira pode ser escolhida de
sistemas procariotas ou eucariotas, por exemplo, células
bacterianas mas, da mesma forma, células de levedo ou
células animais, em particular células de mamifero. Da
mesma forma, é possivel usar células de inseto ou células

de planta.

A invencdo, da mesma forma, refere-se a animais,
exceto o homem, os quais compreendem pelo menos uma célula

transformada de acordo com a invencéao.

De acordo <com outro aspecto, um objeto da
invencdo é um processo para a producdo de um anticorpo ou
um de seus fragmentos divalentes de ligacdo a c-Met de
acordo com a invencdo, caracterizado por ele compreende oS

seguintes estégios:

a) cultura em um meio e condigdes de cultura
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apropriadas de wuma célula hospedeira de acordo com a

invencdo; e

b) a recuperacdo dos referidos anticorpos ou um de
seus fragmentos funcionais assim produzidos comecando a
partir do meio de cultura ou das <referidas células

cultivadas.

As células transformadas de acordo com a invencao
podem ser usadas em Processos para preparacdo de pol-
ipeptideos recombinantes de acordo com a invencdo. Os
processos para preparacdo de um polipeptideo de acordo com
a invencdo na forma recombinante, caracterizado por eles
empregam um vetor e/ou uma célula transformada por um vetor
de acordo com a invencdo s&do, em si, compreendidos na
presente invencdo. De preferéncia, uma célula transformada
por um vetor de acordo com a invencdo ¢ cultivada sob
condicdes as quais permitem a expressdo do referido poli-

peptideo e o referido peptideo recombinante é recuperado.

Conforme foi dito, a célula hospedeira pode ser
escolhida de sistemas procariotas ou eucariotas. Em parti-
cular, ¢é possivel identificar sequéncias de nucleotideo de
acordo com a invencdo gque facilitam a secrecdo em tal
sistema procariota ou eucariota. Um vetor de acordo com a
invencdo trazendo tal sequéncia pode, portanto, vanta-
josamente, ser usado para a producdo de proteinas recom-
binantes destinadas a serem secretadas. Na realidade, a

purificacdo dessas proteinas recombinantes de interesse
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serd facilitada pelo facto de que elas estdo presentes no
sobrenadante da cultura de célula ao invés de no interior

das células hospedeiras.

Da mesma forma, ¢é possivel preparar os poli-
peptideos de acordo com a invencdo através de sintese
quimica. Tal processo de preparacdo ¢, da mesma forma, um
objeto da invencdo. Aqueles versados na técnica conhecerédo
08 processos de sintese quimica, por exemplo, as técnicas
empregando fases sdlidas [Steward et al., 1984, Solid phase
peptide synthesis, Pierce Chem. Company, Rockford, 111, 2°
ed., (1984)] ou técnicas wusando fases sd6lidas parciais,
através de condensacdo de fragmentos ou através de uma
sintese cléssica em solucdo. Os polipeptideos obtidos
através de sintese quimica e sendo capazes de conter
aminoadcidos ndo-naturais correspondentes sdo, da mesma

forma, compreendidos na invencéao.

S&do revelados anticorpos ou um de seus fragmentos
ou derivados funcionais capazes de serem obtidos através de

um processo de acordo com a invencéo.

A  invencdo também refere-se ao anticorpo da

invencdo para utilizaacdo como medicamento.

E descrita uma composicdo farmacéutica compre-
endendo, como forma de principio ativo, um composto consis-
tindo em um anticorpo ou um de seus fragmentos funcionais
de acordo com a invencdo, de preferéncia, misturado com um

excipiente e/ou um veiculo farmaceuticamente aceitéavel.
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Outra modalidade complementar da invencéao
consiste em uma composicdo tal como descrito acima a qual
compreende, além disso, como um produto de combinacdo para
utilizacdo simulténea, separada ou sequencial, um anticorpo

antitumoral.

O referido segundo anticorpo antitumoral poderia
ser escolhido de anticorpos anti-IGF-IR, anti-EGFR, anti-
HER2/neu, anti-VEGFR, anti-VEGF, etc., ou quaisquer outros
anticorpos antitumorais conhecidos por agqueles versados na
técnica. E revelada a utilizacdo, como segundo anticorpo,
de fragmentos ou derivados funcionais dos anticorpos

mencionados acima.

Como um anticorpo mais preferido, anticorpos
anti-EGFR s&o selecionados tal como, por exemplo, o)

anticorpo C225 (Erbitux).

"Utilizacdo simulténea" deve ser entendido como
significando a administracdo dos dois compostos da compo-
sicdo de acordo com a invencdo em uma forma farmacéutica

Unica e idéntica.

"Utilizacdo separada" deve ser entendido como
significando a administracdo, ao mesmo tempo, dos dois
compostos da composicdo de acordo com a invencdo em formas

farmacéuticas distintas.
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"Utilizacdo sequencial" deve ser entendido como
significando a administracdo sucessiva dos dois compostos
da composicdo de acordo com a invencdo, cada um em uma

forma farmacéutica distinta.

De um modo geral, a composicdo de acordo com a
invencdo aumenta consideravelmente a eficdcia do tratamento
de cancro. Em outras palavras, o efeito terapéutico dos
anticorpos anti-c-Met de acordo com a invencdo é poten-
cializado de uma maneira inesperada através da adminis-
tracdo de um agente citotdxico. Outra principal subsequente
vantagem produzida por uma composicdo de acordo com a
invencdo refere-se a possibilidade de utilizacdo de menores
doses eficazes de principio ativo, o que permite os riscos
de aparecimento de efeitos secunddrios sejam evitados ou
sejam reduzidos, em particular os efeitos do agente

citotdxico.

Além disso, essa composicdo de acordo com a
invencdo permitird que o efeito terapéutico esperado seja

obtido mais rapidamente.

A composicéo da invencéo também pode ser
caracterizada pelo facto de que ela compreende, além disso,
como um produto de combinacdo para utilizacdo simulténea,

separada ou sequencial, um agente citotdxico/citostéatico.

Por "agentes terapéuticos anticancro" ou "agentes

citotdéxicos/citostédticos”™ entende-se uma substdncia a qual,
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quando administrada a um individuo, trata ou previne o
desenvolvimento de cancro no corpo do individuo. Como um
exemplo ndo limitativo de tais agentes, podem ser
mencionados agentes de alquilacéo, anti-metabolitos,
antibidéticos antitumor, inibidores mitdticos, inibidores de
funcéo de cromatina, agentes antiangiogénese,

antiestrogénios, antiandrogénios ou imunomoduladores.

Tais agentes sdo, por exemplo, citados na edicéo
de 2001 de VIDAL, na pagina destinada aos compostos
relacionados a coluna de —cancerologia e hematologia
"Citotdxicos", esses compostos citotdxicos citados por
referéncia a esse documento sdo citados aqui como agentes

citotdxicos preferidos.

S&do citados os seguintes agentes.

"Agente de algquilacdo" refere-se a dqualgquer substédncia a
qual pode se reticula ou alquilar qualquer molécula, de
preferéncia. &cido nucleico (por exemplo, DNA), dentro de
uma célula. Exemplos de agente de alquilacdo incluem mos-
tarda de azoto, tal como mecloretamina, clorambucol, melfa-
leno, cloridrato, pipobromeno, prednimustina, fosfato dis-
sédico ou estramustina; oxazoforinas, talis como ciclo-
fosfamida, altretamina, trofosfamida, sulfofosfamida ou
ifosfamida; aziridinas ou imina-etilenos, tais como,
tiotepa, trietilenamina ou altetramina; nitrosoureia, tal
como carmustina, estreptozocina, fotemustina ou lomustina;

sulfonatos de alquila, tais como, bussulfano, treossulfano
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ou improssulfano; triazenos, tal como dacarbazina; ou
complexos de platina, tais como cis-platina, oxaliplatina e

carboplatina.

"Anti-metabolitos" refere-se a substédncias que
bloqueiam o crescimento celular e/ou metabolismo através de
interferéncia com determinadas atividades, usualmente sin-
tese de DNA. Exemplos de anti-metabolitos incluem meto-
trexato, 5-fluoruracilo, floxuridina, 5-fluorodesoxiuridi-
na, capecitabina, citarabina, fludarabina, arabinosideo de
citosina, b-mercaptopurina (6-MP), 6-tioguanina (6-TG),
clorodesoxiadenosina, 5-azacitidina, gemcitabina, cladribi-

na, dedxicoformicina e pentostatina.

"Antibidéticos antitumor" refere-se a compostos os
quais podem prevenir ou inibir a sintese de DNA, RNA e/ou
proteina. Exemplos de antibidéticos antitumor incluem
doxorrubicina, daunorrubicina, idarrubicina, valrubicina,
mitoxantrona, dactinomicina, mitramicina, plicamicina,

mitomicina C, bleomicina e procarbazina.

"Inibidores mitéticos"™ impedem a progrecdo normal
do ciclo celular e mitose. Em geral, inibidores de
microtubulo ou taxoides, tais como paclitaxel e docetaxel
sdo capazes de inibir a mitose. Alcaloides vinca, tais como
vinblastina, vincristina, vindesina e vinorelbina, também

sdo capazes de inibir a mitose.

"Inibidores da funcdo de cromatina" ou "inibi-
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dores de topoisomerase" refere-se a substéncias as quais
inibem a funcdo normal de proteinas de modelamento de
cromatina, tais como topoisomerase I ou topoisomerase II.
Exemplos de inibidores de funcdo de cromatina incluem, para
topoisomerase I, camptotecina e seus derivados, tais como
topotecano ou irinotecano e, para topoisomerase 1T,

etoposideo, fosfato de etoposideo e teniposideo.

"Agente antiangiogénese" refere-se a qualquer
fdrmaco, composto, substdncia ou agente o qual inibe o
crescimento de vasos sanguineos. Agentes antiangiogénese
exemplificativos incluem, mas ndo estdo limitados a,
razoxina, marimastat, batimastat, prinomastat, tanomastat,
ilomastat, CGS-27023A, halofuginon, COL-3, neovastat, BMS-
275291, talidomida, CDC 501, DMXAA, L-651582, esqualamina,
endostatina, SU5416, SU6668, interferon-alfa, EMD121974,

interleucina-12, IM862, angiostatina e vitaxina.

"Antiestrogénio" ou "agente antiestrogénico"”
refere-se a qualquer substédncia a qual reduz, antagozina ou
inibe a acdo do estrogénio. Exemplos de agentes anti-
estrogénio sdo tamoxifeno, toremifeno, raloxifeno, droloxi-

feno, iodoxifeno, anastrozola, letrozole e exemestano.

"Antiandrogénios" ou "agente antiandrogénio"
refere-se a qualquer substédncia a qual reduz, antagoniza ou
inibe a acdo de um androgénio. Exemplos de antiandrogénio
sdo flutamida, nilutamida, bicalutamida, esprironolactona,

acetato de ciproterona, finasterida e cimitidina.
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"Imunomoduladores" sédo substéncias as quais
estimulam o gsistema imune. Exemplos de imunomoduladores
incluem, interferon, interleucina, tal como aldesleucina,
OCT-43, denileucina diflitox e interleucina-2, fatores de
necrose tumoral, tal como tasonermina ou outros
moduladores, tais como lentinano, sizofirano, rogquinimex,
pidotimod, pegademase, timopentina, poli I:C ou levamisola

em conjunto com 5-fluorouracila.

Para maiores detalhes, aqueles versados na
técnica poderiam se referir ao manual editado pela the
"Association Francaise des Enseignants de Chimie
Thérapeutique" e intitulado "Traité de chimie théra-
peutique, vol. 6, Medicaments antitumoraux et perspectives

dans le traitement des cancers, edicdo TEC & DOC, 2003".

Também podem ser mencionados como agentes qui-
micos ou agentes citotdxicos todos os inibidores de quinase

tais como, por exemplo, gefitinib ou erlotinib.

E revelado que a referida composicdo como um
produto de combinacdo de acordo com a invencdo é
caracterizada pelo facto de que o referido agente cito-
téxico € acoplado gquimicamente ao referido anticorpo para

utilizacdo simulténea.

De forma a facilitar o acoplamento entre o

referido agente citotdéxico e o referido anticorpo de acordo
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com a invencé&o, é esgpecialmente possivel introduzir
moléculas espacadoras entre os dois compostos a serem
acoplados, tais como (poli)algquileno glicdis, tal como
polietileno glicol ou mesmo aminodcidos ou, em outra
modalidade, usar derivados ativos dos referidos agentes
citotdxicos nos quais foram introduzidas funcdes capazes de
reacdo com o referido anticorpo de acordo com a invencédo.
Esses métodos de acoplamento sdo bem-conhecidos por agqueles
versados na técnica e nédo serdo expandidos na presente

descricéo.

A 1invencdo refere-se, em outro aspecto, a uma
composicdo caracterizada pelo facto de que pelo menos um
dos referidos anticorpos ou um de seus fragmentos ou
derivados funcionais ¢é conjugado com uma toxina celular

e/ou um radioelemento.

A referida toxina ou o referido radiocelemento é
capaz de inibir pelo menos uma atividade celular de células
expressando a c-Met, de uma maneira mais preferida capaz de
prevenir o crescimento ou a proliferacdo da referida
célula, especialmente de 1inativar totalmente a referida

célula.

E revelado que a referida toxina é uma toxina

enterobacteriana, especialmente exotoxina A de Pseudomonas.

Os radiocelementos (ou radioisdtopos), de prefe-

réncia conjugados aos anticorpos empregados para a terapia,
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sdo radioisdétopos o0s qguais emitem raios gama e, de
preferéncia, iodol?l, itrio®®, ouro???, palddiol®, cobref’,
bismuto?!” e antiménio?!l., Os radioisdtopos os guais emitem
raios beta e alfa podem, da mesma forma, ser usados para a

terapia.

Por toxina ou radiocelemento conjugado a pelo
menos um anticorpo ou um de seus fragmentos funcionais de
acordo com a invencdo, entende-se qualquer meio que permite
que a referida toxina ou o referido radicelemento se liguem
ao referido pelo menos um anticorpo, especialmente através
de acoplamento covalente entre os dois compostos, com ou

sem a introducdo de uma molécula de ligacéo.

Dentre o0s agentes que permitem a ligacdo de uma
maneira quimica (covalente), eletroestética ou nao-
covalente de todos ou parte dos componentes do conjugado,
mencdo pode ser particularmente feita a benzoquinona,
carbodiimida e mais particularmente EDC (cloridrato de 1-
etil-3-[3-dimetil-aminopropil]-carbodiimida), dimaleimida,
dcido ditiobis-nitrobenzoico (DTNB) , tioacetato de N-
succinimidil S-acetila (SATA), os agentes de ligacdo em
ponte tendo um ou mais grupos fenilazida gque reagem com
raios ultravioleta (U.V.) e, de preferéncia, N-[-4-
(azidosalicilamino)butil]-3'-(2-piridilditio)-propionamida
(APDP), 3-(2-piridilditio)propionato de N-succinimidila

(SPDP), 6-hidrazino-nicotinamida (HYNIC).

Outra forma de acoplamento, especialmente para os
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radiocelementos, pode consistir na utilizacdo de um gquelante

de 10es bifuncional.

Dentre esses quelatos, é possivel mencionar os
quelatos derivados de EDTA (adcido etilenodiaminatetra-
acético) ou de DTPA (4cido dietilenetriaminapenta-acético),
0os quais foram desenvolvidos para ligacdo de metais,
especialmente metais radicativos e imunoglobulinas. Assim,
DPA e seus derivados podem ser substituidos por diferentes
grupos sobre a cadeia de carbono de forma a aumentar a
estabilidade e a rigidez do completo de ligando-metal
(Krejcarek et al. (1977); Brechbiel et al. (1991); Gansow
(1991); Patente US 4.831.175).

Por exemplo, &cido dietilenotriaminapenta-acético
(DTPA) e seus derivados, 0s quais tém sido usados
amplamente em medicina e em biologia h&d muito tempo em sua
forma livre ou na forma de um complexo com um ido metédlico,
tem a caracteristica acentuada de formacdo de quelatos
estédveis com ides metdlicos e de ser acoplado com proteinas
de interesse terapéutico ou diagndstico, tais como
anticorpos para o desenvolvimento de radioimunoconjugados
em terapia de cancro (Meases et al., (1984); Gansow et al.

(1990)) .

E revelado que o referido pelo menos um anticorpo
que forma o referido conjugado de acordo com a invencdo é
escolhido de seus fragmentos funcionais, especialmente dos
fragmentos com delecdo de seu componente Fc, tais como o0s

fragmentos sckv.
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E revelado que o referido agente citostéa-
tico/citotdéxico e a referida toxina e/ou um radioelemento é
acoplado quimicamente a pelo menos um dos elementos da

referida composicdo para utilizacdo simulténea.

A presente invencdo compreende a composSicdo

descrita para utilizacdo como medicamento.

A presente invencdo compreende, além disso, a
utilizacdo da composicdo de acordo com a invencdo para a

preparacdo de um medicamento.

No presente pedido é revelada a utilizacdo de um
anticorpo ou um de seus fragmentos divalentes de ligacdo a
c-Met e/ou de uma composicdo conforme descrito acima para a
preparacdo de um medicamento destinado a inibir o cres-

cimento e/ou a proliferacdo de células tumorais.

Outro aspecto da invencdo consiste no utilizacéo
de um anticorpo ou um de seus fragmentos divalentes de
ligacdo a c-Met e/ou de uma composicdo conforme descrito
acima ou da utilizacdo mencionada acima para a preparacéao
de um medicamento destinado a prevencdo ou ao tratamento de

cancro.

E também revelado no presente pedido um método
destinado a inibir o crescimento e/ou a proliferacdo de

células tumorais em um paciente compreendendo a



PE2188312 - 57 -

administracdo, a um paciente que precisa do mesmo, de um
anticorpo ou um de seus fragmentos ou derivados funcionais
de acordo com a invencdo, de um anticorpo produzido através
de um hibridoma de acordo com a invencdo ou uma composicéo

de acordo com a invencéo.

O presente pedido descreve ainda um método para a
prevencdo ou O tratamento de cancro em um paciente que
precisa do mesmo compreendendo a administracéo, ao
paciente, de um anticorpo ou um de seus fragmentos ou
derivados funcionais de acordo com a invencdo, de um
anticorpo produzido por um hibridoma de acordo com a

invencdo ou uma composicdo de acordo com a invencéo.

Em um aspecto preferido particular, o referido
cancro ¢é um cancro escolhido de cancro de préstata,
osteosarcomas, cancro de pulmdo, cancro de mama, cancro

endometrial, glioblastoma ou cancro de cdélon.

Conforme explicado antes, uma vantagem da
invencdo é permitir o tratamento de cancros relacionados a

ativacdo de Met dependentes e independentes de HGF.

A invencdo, em ainda outro aspecto, abrange um
método de diagndéstico in vitro de enfermidades induzidas
por uma sobre-expressdo ou uma subexpressdo do recetor de
c-Met comecando a partir de uma amostra bioldgica na qual a
presenca anormal do recetor de c-Met é suspeita, o referido

método sendo caracterizado por ele compreende uma etapa em
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que a referida amostra bioldégica ¢é contactada com um
anticorpo da invencédo, sendo possivel que o referido

anticorpo seja, se necessario, marcado.

E descrito que a referida enfermidade esté
relacionada com a presenca anormal do recetor de c-Met no

referido método diagndstico serd cancro.

O referido anticorpo ou um de seus fragmentos
funcionais pode estar presente na forma de um
imunoconjugado ou de um anticorpo marcado, de modo a obter

um sinal detectédvel e/ou quantificéavel.

Os anticorpos marcados de acordo com a invencéo
ou seus fragmentos funcionais incluem, por exemplo,
anticorpos denominados imunoconjugados oS quais podem ser
conjugados, por exemplo, com enzimas tais como peroxidase,
fosfatase alcalina, beta-D-galactosidase, glicose oxidase,
glicose amilase, anidrase carbdnica, acetilcolinesterase,
lisozima, malato desidrogenase ou glicose o6-fosfato
desidrogenase ou por uma molécula, tal como biotina,
digoxigenina ou b5-bromodesoxiuridina. Marcadores fluores-
centes podem, da mesma forma, ser conjugados aos anticorpos
ou seus fragmentos funcionais de acordo com a invencgdo e
incluem especialmente fluoresceina e seus derivados, fluo-
rocromo, rodamina e seus derivados, GFP (GFP para "Proteina
Fluorescente Verde"), dansilo, unbeliferona, etc. Em tais
conjugados, o0s anticorpos da invencdo ou seus fragmentos

funcionais podem ser preparados através de métodos
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conhecidos por agqueles versados na técnica. Eles podem ser
acoplados a enzimas ou aos marcadores fluorescentes direta-
mente ou por intermédio de um grupo espacador ou de um
grupo de ligacdo, tal como um polialdeido, tal como
glutaraldeido, 4&cido etilenodiaminotetra-acético (EDTA),
dcido dietilenotriaminopenta-acético (DPTA) ou na presenca
de agentes de acoplamento, tais como aqueles mencionados
acima para os conjugados terapéuticos. Os conjugados conte-
ndo marcadores do tipo fluoresceina podem ser preparados

através de reacdo com um isotilcianato.

Outros conjugados podem, da mesma forma, incluir
marcadores quimioluminescentes, tais como luminol e o0s
dioxetanos, marcadores bioluminescentes, tais como lucife-
rase e luciferina ou mesmo marcadores radiocativos, tais
como 1odol?3, iodol?>, i1odol?%, 1o0dol3*3, bromo, tecnécio?m,
indio?!l, indiol'®™, g&lio®’, g&lio®®, ruténio?®, zruténio?’,
ruténiol?s, ruténiol?, mercuriol?’, mercurio?¢s, rénio?om,
rénioldl, réniolds, escandio?’, teltGriol2im, teltGriol2lm,
teltiriol2sm, t(liol®>, tuliol®?, tulioled, fluorls, itriol??,
iodo?3l, 0Os métodos conhecidos por aqueles versados na
técnica existentes para acoplamento dos radioisdtopos
terapéuticos aos anticorpos, seja diretamente ou através de
um agente quelante tal como EDTA, DTPA mencionados acima
podem ser usados para os radioelementos o0s quais podem ser
usados em diagnéstico. Da mesma forma, é possivel mencionar
rotulacdo com Na[I'?%] através do método com cloramina T
[Hunter W.M. e Greenwood F.C. (1962) Nature 194: 495] ou

mesmo com tecnécio??m através da técnica de Crockford et al.
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(Patente US 4.424.200) ou ligacdo através de DTPA, conforme

descrito por Hnatowich (Patente US 4.479.930).

Assim, os anticorpos ou seus fragmentos funcio-
nais de acordo com a invencdo podem ser empregados em um
processo para a detegdo e/ou a quantificacdo de uma sobre-
expressdo ou de uma subexpressédo, de preferéncia uma sobre-
expressdo do recetor de c-Met em uma amostra bioldgica,

caracterizado por compreender as seguintes etapas:

a) o contacto da amostra bioldgica com um anticorpo ou
um de seus fragmentos funcionais de acordo com a invencio;

[S]

b) a demonstracdo do completo de anticorpo/c-Met

possivelmente formado.

Em uma modalidade particular, os anticorpos ou
seus fragmentos funcionais de acordo com a invencdo podem
ser empregados em um processo para a detecdo e/ou a
quantificacdo do recetor de c-Met em uma amostra bioldgica,
para o monitoramento da eficédcia de um tratamento
terapéutico e/ou profiladtico de um cancro dependente de c-

Met.

Mais geralmente, o0s anticorpos ou seus fragmentos
funcionais de acordo com a invencdo podem ser vantajo-
samente empregados em qualquer situacdo onde a expressdo do
recetor de c-Met deve ser observada de uma maneira

qualitativa e/ou quantitativa.
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A amostra Dbioldgica ¢é formada por um fluido
bioldégico, tal como soro, sangue integro, células, uma

amostra tecidual ou bidpsias de origem humana.

Qualgquer procedimento ou teste convencional pode
ser empregado de forma a realizar tal detecdo e/ou dosagem.
O referido teste pode ser um teste de competigcdo ou em
"sanduich" ou qualquer teste conhecido por aqueles versados
na técnica dependente da formacdo de um complexo imune do
tipo anticorpo-antigénio. Seguindo as aplicacdes de acordo
com a invencdo, o anticorpo ou seus fragmentos funcionais
podem ser imobilizados ou marcados. Essa imobilizacdo pode
ser realizada sobre numerosos suportes conhecidos por

aqueles versados na técnica. Esses suportes podem incluir

especialmente vidro, poliestireno, polipropileno,
polietileno, dextrano, nylon ou <células naturais ou
modificadas. Esses suportes podem ser soluveis ou
insoluveis.

A guisa de exemplo, um método preferido leva a
processos imunoenziméticos de acordo com a técnica ELISA,
através de imonofluorescéncia ou da técnica de radio-

imunocensaio (RIA) ou eguivalente.

Sdo revelados os kits ou conjuntos necessarios
para a realizacdo de um método de diagndéstico de enfer-
midades induzidas por uma sobre-expressdo ou uma subex-

pressdo do recetor de c-Met ou para realizacdo de um
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processo para a detecdo e/ou a quantificacdo de uma sobre-
expressdo ou uma Ssubexpressdo do recetor de c-Met. Em uma
amostra bioldgica, tal como uma sobre-expressdo do referido
recetor caracterizado por o referido kit ou conjunto

compreende 0s seguintes elementos:

a) um anticorpo ou seus fragmentos funcionais de

acordo com a invencéao;

b) opcionalmente, os reagentes para a formacdo do meio

favoradvel a reacdo imunoldgica;

c) opcionalmente, 0s reagentes que permitem a
demonstracdo de complexos de anticorpo/c-Met produzidos

pela reacdo imunoldgica.

Um objeto da invencdo ¢é, da mesma forma, a
utilizacdo de um anticorpo ou uma composicdo de acordo com
a invencdo para a preparacdo de um medicamento destinado ao
direcionamento especifico de um composto biologicamente
ativo a células expressando ou superexpressando o recetor

de c-Met.

Entende-se aqui por composto biologicamente ativo
qualquer composto capaz de modular, especialmente de inibir
a atividade celular, em particular, seu crescimento, sua

proliferacdo, transcricdo ou traducdo génica.

E também descrito um reagente de diagnéstico in
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vivo compreendendo um anticorpo de acordo com a invencdo ou
seus fragmentos funcionais, de preferéncia marcado, espe-
cialmente radiormarcado e sua utilizacdo em formacdo de
imagem médica, em particular, para detecdo de cancro
relacionado a expressdo ou sobre-expressido, por uma célula,

do recetor de c-Met.

A invencdo revela também uma composicdo como um
produto de combinacdo ou a um conjugado ou radioelementos
de toxina/anti-c-Met de acordo <com a invengdo CoOmo

medicamento.

A referida composicéo como um produto de
combinacdo ou o referido conjugado serd misturada com um

excipiente e/ou um veiculo farmaceuticamente aceitéavel.

Na presente descricdo, veiculo farmaceuticamente
aceitavel se destina a indicar um composto ou uma
combinacdo de compostos gue entram em uma composicgdo
farmacéutica sem provocar reacdes gsecundidrias e o qual
permite, por exemplo, facilitacdo da administracdo do(s)
composto(s) ativo(s), um aumento em sua expectativa de vida
e/ou em sua eficdcia no corpo, um aumento em sua
solubilidade em solucdo ou mesmo um aprimoramento em sua

conservacao.

Esses veiculos farmaceuticamente aceitédveis séo
bem-conhecidos e serdo adaptados por aqueles versados na
técnica como uma funcdo da natureza e/ou do modo de

administracdo do(s) composto(s) ativo(s) escolhido(s).
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Estes compostos serdo administrados através da
via sistémica, em particular através da via intravenosa,
através da via intramuscular, intradérmica, intraperitoneal
ou subcutdnea ou através da via oral. De uma maneira mais
preferida, a composicdo compreendendo os anticorpos de
acordo com a invencdo serad administrada varias vezes, de

uma maneira sequencial.

Seus modos de administracdo, dosagens e formas
farmacéuticas 6timas podem ser determinados de acordo com
critérios geralmente levados em conta no estabelecimento de
um tratamento adaptado a um paciente tal como, por exemplo,
a idade ou o peso corporal do paciente, a gravidade de sua
condicdo geral, a tolerédncia ao tratamento e os efeitos

secundarios notados.
Outras caracteristicas e vantagens da invencéo
aparecerdo na continuacdo da descricdo com os exemplos e as

figuras, em que:

Figura 1: exemplos de perfis por FACS dos anticorpos anti-

c-Met selecionados;

Figuras 2 A e 2B: inibicdo 1in vitro de proliferacdo de

BXPC3 por anticorpos que objetivam c-Met;

Figura 3: inibicdo de dimerizacdo de c-Met;
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Figura 4: reconhecimento de proteina por anticorpos anti-c-

Met;

Figuras 5A e 5B: "Mapeamento de epitopo" de 11E1 e 5D5

através de andlise BIAcore;

Figuras 6A e 6B: efeito de MAbs sobre a fosforilacdo de c-

Met;

Figuras 7A e 7B: deslocamento de HGF réadio-rotulada por

anticorpos anti-c-Met;

Figura 8: inibicdo de invasdo por anticorpos anti-c-Met

[nessa Figura, SVF significa Soro Fetal de Bezerro (FCS)];

Figura 9: efeito de anticorpos anti-c-Met sobre a

cicatrizacdo de ferimentos;

Figuras 10A e 10B: ensaio de dispersédo;

Figura 11: ensaio de tubulogénese tridimensional;

Figuras 12A e 12B: efeito de anticorpos sobre a formacdo de

esferoide;

Figura 13: atividade in vivo de Mabs anti-c-Met no modelo

de xenoenxerto U8TMG;

Figura 14: expressdo de HGF por um conjunto de linhagens de

células tumorais;
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Figuras 15A e 15B: caracterizacdo da linhagem de célula
NCI-H441; com a Figura 15A correspondendo a andlise de RT-
PCR quantitativa e a Figura 15B correspondendo a anélise

por FACS ;

Figura 16: atividade in vivo de anticorpos anti-c-Met sobre

o modelo de xenoenxerto NCI-H441;

Figura 17A: alinhamento de VL de 224Gl1 ao gene de linhagem

germinativa de murino IGKV3-5*01;

Figura 17B: alinhamento de VL de 224G1l1 ao gene de linhagem

germinativa de murino IGKJ4*01;

Figura 18A: alinhamento de VL de 224Gll aos genes de

linhagem germinativa humana IGKV3-11*01 e IGKV4-1*01;

Figura 18B: alinhamento de VL de 224Gl1 ao gene de linhagem

germinativa humana IGKJ4*02;

Figura 19A: versdo humanizada baseada em IGKV3-11*01 de VL

de 224Gl1l com mutacdes mencionadas;

Figura 19B: versdo humanizada baseada em IGKV4-1*01 de VL

de 224Gl1l com mutacdes mencionadas;

Figura 20A: alinhamento de VH de 224Gl1 ao gene de linhagem

germinativa de murino IGHV1-18%*01;
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Figura 20B: alinhamento de VH de 224Gl1l aoc gene de

germinativa de murino IGHD2-4*01;

Figura 20C: alinhamento de VH de 224Gl1l ao gene de

germinativa de murino IGHJ2*01;

Figura 21A: alinhamento de VH de 224Gl1l ao gene de

germinativa humana IGHV1-2*02;

Figura 21B: alinhamento de VH de 224Gl1l ao gene de

germinativa humana IGHJ4*01;

Figura 22 VH de 224G11 humanizada com

mencionadas;

Figura 23A: alinhamento de VL de 227H1 ao gene de

germinativa de murino IGKV3-5*01;

Figura 23B: alinhamento de VL de 227H1 ao gene de

germinativa de murino IGKJ4*01;

Figura 24A: alinhamento de VL de 227H1 ao gene de

germinativa humana IGKV3-11*01 e IGKV4-1*01;

Figura 24B: alinhamento de VL de 227H1 ao gene de

germinativa humana IGKJ4*02;

Figura 25A: versdo humanizada baseada IGKV3-11*01

227H1 com mutacdes mencionadas;

linhagem

linhagem

linhagem

linhagem

mutacdes

linhagem

linhagem

linhagem

linhagem

da VL de
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Figura 25B: versdo humanizada baseada IGKV4-1*01 da VL de

227H1 com mutacdes mencionadas;

Figura 26A: alinhamento de VH de 227H1 ao gene de linhagem

germinativa de murino IGHV1-18%*01;

Figura 26B: alinhamento de VH de 227H1 ao gene de linhagem

germinativa de murino IGHD1-1*02;

Figura 26C: alinhamento de VH de 227H1 ao gene de linhagem

germinativa de murino IGHJ2*01;

Figura 27A: alinhamento de VH de 227H1 ao gene de linhagem

germinativa humana IGHV1-2*02;

Figura 27B: alinhamento de VH de 227H1 ao gene de linhagem

germinativa humana IGHJ4*01;

Figura 28: VH de 227H1 humanizada com mutacdes mencionadas;

Figura 29A: alinhamento de VL de 223C4 ao gene de linhagem

germinativa de murino IGKV12-46*01;

Figura 29B: alinhamento de VL de 223C4 ao gene de linhagem

germinativa de murino IGKJ2*01;

Figura 30A: alinhamento de VL de 223C4 ao gene de linhagem

germinativa humana IGKV1-NL1 *01;
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Figura 30B: Alinhamento de VL de 223C4 ao gene de linhagem

germinativa

humana IGKJ2*01;

Figura 31: VL de 223C4 humanizada com mutacdes mencionadas;

Figura 32A:

germinativa

Figura 32B:

germinativa

Figura 32C:

germinativa

Figura 33A:

germinativa

Figura 33B:

germinativa

Figura 33C:

germinativa

alinhamento de 223C4

de murino IGHV1-18*01;

alinhamento de 223C4

de murino IGHD6-3*01;

alinhamento de 223C4

de murino IGHJ4*01;

alinhamento de 223C4

humana IGHV1-2*02;

alinhamento de 223C4

humana IGHD1-26*01;

alinhamento de 223C4

humana IGHJ6*01; e

VH
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Figura 34: VH de 223C4 humanizada com mutacdes mencionadas;

Figura 35:

atividade antitumor do Mab 224G1ll1 de murino

isoladamente ou combinado com Navelbine® sobre o modelo de

tumor de xenoenxerto NCI-H441 estabelecido;
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Figura 36: avaliacéao de Mabs

proliferacdo de HUVEC;

anti-c-Met

sobre a

Figura 37: avaliacdo de Mabs anti-c-Met sobre a formacédo de

tubo em HUVEC;

Figura 38A: alinhamento de VL de

germinativa de murino IGKV4-79*01;

Figura 38B: alinhamento de VL de

germinativa de murino IGKJ4*01;

Figura 39A: alinhamento de VL de

germinativa humana IGKV3D-7*01;

Figura 39B: alinhamento de VL de

germinativa humana IGKJ4*02;

Figura 40: versdo Humanizada de

mencionadas;

Figura 41A: alinhamento de VH de

germinativa de murino IGHV1-7*01;

Figura 4IB: alinhamento de VH de

germinativa de murino IGHD4-1*01;

Figura 41C: alinhamento de VH de

germinativa de murino IGHJ3*01;
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Figura 42A: alinhamento de VH de 11E1 aos genes de linhagem

germinativa humana IGHV1-2*02 e IGHV1-46*01;

Figura 42B: alinhamento de VH de 11E1 ao gene de linhagem

germinativa humana IGHJ4*03;

Figura 43: VH de 11El1 humanizada com mutacdes mencionadas;

Figuras 44A e 44B: ensaio de fosforilacdo de c-Met sobre
células Ab49. Avaliacdo de Mabs purificados 11E1 e 224Gl1,
na auséncia ou presenca de HGF, a 30 ug/ml (Figura 44A) ou
dentro de uma faixa de dose de 0,0015 a 30 ug/ml de forma a

determinar os valores de EC50 (Figura 44B);

Figura 45: combinacdo in vivo de Mab 224G1l1l com Navelbine®

no modelo de xenoenxerto NCI-H441 em NSCLC;

Figura 46: combinacdo in vivo de Mab 224Gl1 com

Doxorubicina no modelo de xenoenxerto NCI-H441 em NSCLC;

Figura 47: combinacdo in vivo de Mab 224Gll com Docetaxel

no modelo de xenoenxerto NCI-H441 em NSCLC;

Figura 48: combinacdo in vivo de Mab 224Gl1 com Temozolo-

mida no modelo de xenoenxerto NCI-H441 em NSCLC;

Figuras 49A, 49B, 49C e 49D: efeito de Mabs anti-c-Met

sobre o efeito de crescimento de esferoide U87-MG;
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Figuras 50A e 50B: atividade in vitro de formas quiméricas

e humanizadas de 224G1l1l no ensaio de fosfo-cMet;

Figura 51: configuracdes de andlise Biacores;

Figura 52: atividade in vivo de 224Gll sobre células MDA-
MB-231 coimplantadas com células MRC5 como uma fonte de HGF

humana sobre ratinhos nus atimicos;

Figura 53: ensaio de ligacdo baseado em ELISA ao Fc-cMet. A
atividade de ligacdo anti-Fc-c-Met foli medida em um ensaio
baseado em ELISA onde conjugados anti-Fc de murino foram
usados para detectar os anticorpos monoclonais de murino
purificados 11E1, 224G1l1 e 227H1. As atividades de ligacéo
dependentes de dose sobre Fc-c-Met recombinante revestido

sobre pléstico foram medidas a 450 nm;

Figura 54: ensaio de competicdo de HGF-cMet. Nesse ensaio
baseado em ELISA, a ligacéo residual de Fc-c-Met
recombinante ao HGF revestido sobre pléstico na presenca de
anticorpos monoclonais de murino purificados 11E1, 224Gl1l e
227H1 foi detectada com um conjugado anti-Fc de murino e

medida a 450 nm;

Figura 55: alinhamento de sequéncias de aminoacidos dos
dominios VH recombinantes 227Hl-derivados. A sequéncia de
aminodcidos de VH de 227H1 é alinhada com a sequéncia de

estrutura principal recetora humana selecionada, com apenas
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0s aminoacidos mencionados que se verificou serem
diferentes da sequéncia VH de 227H1 de murino. As
sequéncias de VH de 227H1 HZ1, HZ2 e HZ3 correspondem as
vers®es humanizadas implementadas do dominio VH de 227H1 de
murino, com 0s residuos de murino restantes em negrito. Em
Hz3, 10 residuos (*) foram automaticamente trocados por
suas contrapartes humanas. Em HZ2, o0s sete residuos do
terceiro grupo (3) foram estudados. Em HZ1VH, o0s nove
residuos do segundo grupo (2) sofreram mutacdo para suas
contrapartes humanas, apenas oS seis residuos do primeiro

grupo (1) permanecem de murino;

Figura 56: ensaio de ligacdo a Fc-c-Met baseado em ELISA de
anticorpos 227H1 recombinantes. A atividade de ligacéo
anti-Fc-cMet foi medida em um ensaio baseado em ELISA onde
conjugados de Fc humana foram wusados para detectar
anticorpos recombinantes quiméricos e humanizados 227H1-
derivados. As atividades de ligacdo dependentes de dose
sobre Fc-c-Met recombinante revestido sobre plastico de
anticorpos 227H1 derivados de dominios VH humanizados foram
medidas a 450 nm e, entdo, comparadas com aquelas do

anticorpo quimérico de origem/de referéncia;

Figura 57: ensaio de ligacdo a Fc-c-Met baseado em ELISA de
anticorpos 227H1 recombinantes. A atividade de ligacéo
anti-Fc-cMet foi medida em um ensaio baseado em ELISA onde
conjugados de Fc humana foram wusados para detectar
anticorpos recombinantes quiméricos e humanizados 227H1-

derivados. As atividades de 1ligacdo dependentes de dose
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sobre Fc-c-Met recombinante revestido sobre pléstico do
anticorpo 227H1 humanizado HZ4VH-derivado foram medidas a
450 nm e, entdo, comparadas aquelas do anticorpo quimérico

de origem/de referéncia;

Figura 58: ensaio de competicdo de HGF-cMet de anticorpos
recombinantes e 227H]1 de murino. Nesse ensaio baseado em
ELISA, a ligacdo residual de Fc-cMet recombinante a HGF
revestido sobre pléastico na presenca das diferentes formas
do anticorpo 227H1 foi detectada com um anticorpo anti-c-
Met Dbiotinilado ndo relacionado. O anticorpo monoclonal
227TH1 purificado de murino, anticorpos quiméricos e 227-Hl-
derivados humanizados HZ4VH-derivados foram testados e
comparados com relacdo a suas capacidades de competir com a

ligacdo HGF-cMet gquando medido a 450 nm;

Figura 59: sequéncia do dominio variadvel humanizado de VH
de 227H1-HZ. * corresponde aos aminoidcidos alterados para
suas contrapartes humanas; ! corresponde aos aminoacidos
humanizados durante a implementacdo HZ3 para HZ1l; S
corresponde aos aminocdcidos humanizados no final da

sequéncia VH de 227H1-HZ;

Figura 60: alinhamento de sequéncias de aminoacidos de
dominios VH recombinantes 1lEl-derivados. A VH da sequéncia
de aminodcidos de 11E1 ¢é alinhada com a sequéncia de
estrutura principal recetora humana selecionada, com
mencionados apenas o0s aminodcidos que se descobriu serem

diferentes da sequéncia VH de 11El de murino. As sequéncias
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HZ VH1, VH2 e VH3 de 11El1 correspondem as versdes
humanizadas implementadas do dominio VH de 11E1 de murino,
com os residuos de murino restantes em negrito. Em HZ VH3,
sete residuos (*) foram automaticamente trocados por suas
contrapartes humanas. Em HZ VH2, o0s sete residuos do
terceiro grupo (3) foram estudados. Em HZ VH1, os cinco
residuos do segundo grupo (2) sofreram mutacdo para suas
contrapartes humanas, apenas 0s cinco residuos do primeiro

grupo (1) permanecem de murino;

Figura 61l: ensaio de ligacdo baseado em ELISA de Fc-cMet a
anticorpos recombinantes 11E1. A atividade de ligacédo anti-
Fc-cMet foi medida em um ensaio baseado em ELISA onde
conjugados anti-Fc humana foram usados para detectar
anticorpos recombinantes quiméricos e humanizados 11El1-
derivados. As atividades de 1ligacdo dependentes de dose
sobre Fc-c-Met revestido sobre pléstico de anticorpos 11E1
derivados de dominios VH humanizados foram medidas a 450 nm
e, entdo, comparadas com aquelas do anticorpo quimérico de

origem/de referéncia;

Figura 62: alinhamento de sequéncia de aminoacidos de
dominios VL recombinantes 1lEl-derivados. A VL da sequéncia
de aminodcidos de 11E1 é alinhada a sequéncia de estrutura
principal recetora humana selecionada, mencionados apenas o
aminocacidos que se verificou serem diferentes da VL de
murino da sequéncia de 11El1. As sequéncias HZ VL1, VL2 e
VL3 de 11E1 correspondem as versdes humanizadas imple-

mentadas do dominio VL de murino de 11E1, com os residuos
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de murino restantes em negrito. Em HZ VL3, dez residuos (*)
foram automaticamente trocados por suas contrapartes
humanas. Em HZ VL2, os oito residuos do terceiro grupo (3)
foram estudados. Em HZ VL1, o0s oito residuos do segundo
grupo (2) sofreram mutacdo para suas contrapartes humanas,
apenas os quatro residuos do primeiro grupo (1) permanecem

de murino;

Figura 63: ensaio de ligacdo a Fc-c-Met baseado em ELISA de
anticorpos 11E1l recombinantes. A atividade de ligacdo anti-
Fc-cMet foi medida em um ensaio baseado em ELISA onde
conjugados anti-Fc humana foram wusados para detectar
anticorpos recombinantes quiméricos e humanizados 11E1-
derivados. As atividades de ligacdo dependentes de dose
sobre Fc-c-Met recombinante revestido sobre pléstico de
anticorpos 11El1 derivados de dominios VL humanizados foram
medida a 450 nm e, entdo, comparadas aquelas do anticorpo

quimérico de origem/de referéncia;

Figura 64: ensaio de ligacdo a Fc-c-Met baseado em ELISA de
anticorpos 11El1 recombinantes. A atividade de ligacédo anti-
Fc-cMet foli medida em um ensaio baseado em ELISA onde
conjugados anti-Fc humana foram wusados para detectar
anticorpos recombinantes quiméricos e humanizados 11E1-
derivados. As atividades de ligacdo dependentes de dose a
Fc-c-Met recombinante revestido sobre pléastico de
anticorpos 11El1 derivados de dominios humanizados Unicos ou
duplos foram medidas a 450 nm e, entdo, comparadas com

aquelas do anticorpo gquimérico de origem/de referéncia;
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Figura 65: alinhamento de sequéncias de aminoacidos de VH
da sequéncia de dominio de 224Gll1. A sequéncia de
aminoadcidos de VH de 224G1l1 é alinhada com a sequéncia VH
de 227H1 (s&o sublinhados residuos ndo-homblogos) e a
sequéncia de estrutura principal recetora humana
selecionada, mencionados apenas o0s aminodcidos que se
verificou serem diferentes da sequéncia VH de 224Gl1l de
murino. A sequéncia VHO de 224Gll HZ corresponde a versdao
humanizada "227Hl-baseada/total-IMGT" do dominio VH de
224G1l1 de murino. Nessa sequéncia, nenhum residuo fora das

CDRs-IMGT permanece de murino;

Figura 66: ensaio de ligacdo a Fc-c-Met baseado em ELISA de
anticorpos 224Gl1l recombinantes. A atividade de 1ligacéo
anti-Fc-cMet foili medida em um ensaio baseado em ELISA onde
conjugados anti-Fc humana foram wusados ©para detectar
anticorpos recombinantes derivados de 224G1l1 humanizados e
derivados de HZVHO quiméricos. As atividades de 1ligacéo
dependentes de dose a Fc-c-Met recombinante revestido sobre
pléastico do anticorpo 224Gl1 derivado de dominio VH
humanizado HZVHO "total-IMGT" foram medidas a 450 nm e,
entéo, comparadas aquelas do anticorpo quimérico de

origem/de referéncia;

Figura 67: ensaio de competicdo de HGF-cMet de anticorpos
recombinantes e 224Gl1l de murino. Nesse ensaio baseado em
ELISA, a ligacdo residual de Fc-cMet recombinante ao HGF

revestido sobre pléastico na presenca das diferentes formas
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do anticorpo 224Gl1 foi detectada com um anticorpo anti-
cMet biotinilado né&do relacionado. O anticorpo monoclonal
224G11 purificado de murino, anticorpos qguiméricos e
recombinantes derivados de 224G1l1 humanizados HZVHO-
derivados foram testados e suas capacidades de competir

pela ligacdo com HGF-cMet quando medida a 450 nm;

Figura 68: alinhamento de sequéncias de aminoacidos de
sequéncias de dominio VL de 224Gll1. A sequéncia de
aminodcidos de VL de 224Gl1l ¢é alinhada as duas sequéncias
de estrutura principal humanas recetoras selecionadas,
mencionados apenas o0s aminodcidos que se verificou serem
diferentes da sequéncia VL de 224Gll de murino. A sequéncia
Hz VL3 de 224Gl1l corresponde a versdo humanizada com "CDR1
mais curta" do dominio VH de 224Gl1 de murino, engquanto que
HZ VL6 corresponde a versdo com "CDR1 mais longa', com os
residuos de murino restantes em negrito. Para ambas as
versdes humanizadas béasicas, 0s residuos de murino
restantes sdo classificacdo para um processo de humanizacéo
adicional, onde * corresponde aos aminodcidos humanizados
nas versdes bésicas e 3, 2 e 1 correspondem aos grupos de
residuos para o planeamento das versdes humanizadas

implementadas;

Figura 69: ensaio de ligacdo a Fc-c-Met baseado em ELISA de
anticorpos 224Gl1 recombinantes. A atividade de ligacéo
anti-Fc-cMet foi medida em um ensaio baseado em ELISA onde
conjugados anti-Fc humana foram usados para detectar

anticorpos recombinantes 22Gll-derivados qguiméricos e
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humanizados. As atividades de ligacédo dependentes de dose a
Fc-c-Met recombinante revestido sobre pléastico de
anticorpos 224G1l1 derivados de dominios VL3 e VLo
humanizados foram medidas a 450 nm e, entdo, comparadas com

aquelas do anticorpo quimérico de origem/de referéncia;

Figura 70: ensaio de ligacdo a Fc-c-Met baseado em ELISA de
anticorpos 224Gl1l recombinantes. A atividade de ligacéo
anti-Fc-cMet foli medida em um ensaio baseado em ELISA onde
conjugados anti-Fc humana foram wusados para detectar
anticorpos recombinantes 224Gll-derivados quiméricos e
humanizados. As atividades de ligacdo dependentes de dose a
Fc-c-Met recombinante revestido sobre pléstico de
anticorpos 224Gll derivados de dominios VL humanizados
foram medidas a 450 nm e, entdo, comparadas com aquelas do

anticorpo quimérico de origem/de referéncia;

Figura 71: ensaio de competicdo de HGF-cMet de anticorpos
recombinantes e 224Gll de murino. Nesse ensaio baseado em
ELISA, a ligacdo residual de Fc-cMet recombinante ao HGF
revestido sobre plédstico na presenca das diferentes formas
do anticorpo 224Gll foi detectada com um anticorpo anti-
cMet Dbiotinilado n&o relacionado. Anticorpo monoclonal
224G11 purificado de murino, anticorpos guiméricos e
recombinante 224Gll-derivado de HZ VL4 foram testados e
suas capacidades de competir pela ligacdo com HGF-cMet

quando medida a 450 nm;

Figura 72: sequéncia de aminocadcidos da sequéncia de dominio
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VL VL4 do 224Gl1 humanizado. * corresponde aos aminoacidos
trocados por suas contrapartes humanas na versdo HZ VL6
bésica; ! corresponde aos aminodcidos humanizados durante a
implementacdo HZ VL6 para HZ VL4; § corresponde aos
aminocdcidos que permaneceram de murino na sequéncia VL4 do

224G11-HzZ;

Figura 73: ensaio baseado em ELISA de ligacdo a Fc-cMet de
anticorpos 224Gl1l recombinantes. A atividade de ligacéo
anti-Fc-cMet foi medida em um ensaio baseado em ELISA onde
conjugados anti-Fc humana foram usados para detectar
anticorpos recombinantes quiméricos e humanizados 22Gl1-
derivados. As atividades de 1ligacdo dependentes de dose
sobre Fc-c-Met recombinante revestido sobre pléstico de
anticorpos 224Gl1l derivados de dominios humanizados Unicos
ou duplos foram medidas a 450 nm e, entdo, comparada com

aquelas do anticorpo de origem/de referéncia;

Figura 74: ensaio de competicdo de HGF-cMet de anticorpos
recombinantes e 224Gl1l de murino. Nesse ensaio baseado em
ELISA, a ligacdo residual de Fc-c-Met recombinante ao HGF
revestido sobre plastico na presenca de diferentes formas
do anticorpo 224Gl1l foi detectada com um anticorpo anti-c-
Met biotinilado ndo relacionado. O anticorpo monoclonal
224G11 de murino purificado, anticorpos quiméricos e
recombinantes 224Gll-derivados totalmente humanizados foram
testados e comparados com relacdo as suas capacidades de

competir com a ligacdo ao HGF-cMet quando medido a 450 nm;
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Figura 75: ensaio de ligacdo a Fc-cMet baseado em ELISA de
anticorpos recombinantes 224Gll1. A atividade de 1ligacéo
anti-Fc-cMet foi medida em um ensaio baseado em ELISA onde
conjugados anti-Fc humana foram wusados para detectar
anticorpos recombinantes quiméricos e humanizados 22G11-5
derivados. As atividades de 1ligacdo dependentes de dose
sobre Fc-c-Met recombinante revestido sobre pléstico de
mutantes tinicos dos anticorpos 224G11 VL4-derivados
totalmente humanizados foram medidas a 450 nm e, entéo,
comparadas com aquelas do anticorpo guimérico de origem/de

referéncia;

Figura 76: ensaio de ligacdo a Fc-cMet baseado em ELISA de
anticorpos recombinantes 224Gll. A atividade de 1ligacéo
anti-Fc-cMet foi medida em um ensaio baseado em ELISA onde
conjugados anti-Fc humana foram wusados ©para detectar
anticorpos recombinantes quiméricos e humanizados 22Gl1-
derivados. As atividades de ligacdo dependentes de dose
sobre Fc-c-Met recombinante revestido sobre plastico de
mutantes Unicos e multiplos dos anticorpos 224Gl1 VL4-
derivado totalmente humanizados foi medida a 450 nm e,
entdo, comparada com aquelas do anticorpo guimérico de

origem/de referéncia; e

Figura 77: ensaio de competicdo de HGF-cMet de anticorpos
recombinantes e 224Gll de murino. Nesse ensaio baseado em
ELISA, a ligacdo residual de Fc-c-Met recombinante ao HGF
revestido sobre pléstico na presenca de diferentes formas

do anticorpo 224Gl1 foi detectada com um anticorpo anti-c-
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Met Dbiotinilado ndo relacionado. Anticorpo monoclonal
224G1l1 de murino purificado, mutantes quiméricos e Unicos
ou multiplos dos anticorpos recombinantes 224G1l1 VL4-
derivatizados totalmente humanizados foram testados e
comparados com relacdo a suas capacidades de competir com a

ligacdo de HGF-cMet quando medida a 450 nm.

Exemplo 1: geragcdo de anticorpos contra c-Met

Para gerar anticorpos anti-c-Met, ratinhos BALB/c
de 8 semanas de idade foram imunizados 3 a 5 vezes
subcutaneamente com uma linhagem de célula CHO transfectada
que expressa c-Met sobre sua membrana plasmatica (20 x 10°
células/dose/ratinho) ou 2 a 3 vezes com uma proteina de
fusdo do dominio extracelular de c-Met (10-15 ug/dose/
ratinho) (R&D Systems, Catdlogo n° 358MT) ou fragmentos
dessa proteina recombinante misturados com adjuvante
completo de Freund para a primeira imunizacdo e adjuvante
incompleto de Freund para as seguintes. Protocolos mistos,
nos quais ratinhos receberam células CHO-cMet e proteinas
recombinantes também foram realizados. Trés dias antes de
fusdo celular, os ratinhos receberam um reforco i.p. ou
i.v. com a proteina recombinante ou fragmentos. Entdo, os
bacos dos ratinhos foram coletados e fundidos a células de
mieloma SP2/0-Agl4 (ATCC) e submetidos a selecdo com HAT.
Quatro fusdes foram realizadas. Em geral, para a preparacéao
de anticorpos monoclonais ou seus fragmentos funcionais de
acordo com a invencédo, especialmente origindrios de murino,

é possivel se referir a técnicas as gquais sdo descritas, em
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particular, no manual "Antibodies" (Harlow e Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor NY, paégina 726, 1988) ou a
técnica de preparacdo de hibridomas descrita por Kohler e

Milstein (Nature, 256: 495-497, 1975).

Os hibridomas obtidos foram inicialmente selecio-
nados através de ELISA sobre a proteina recombinante c-Met
e, entdo, através de anadlise por FACS sobre linhagens de
célula A549 NSCLC, pancreadtica BxPC3 e glioblastoma U87-MG
(perfis representativos foram apresentados na Figura 1) a
fim de assegurar que os anticorpos produzidos eram capazes
de reconhecer também o recetor nativo sobre <células
tumorais. Reagentes ©positivos nesses 2 testes foram
amplificados, clonados e um conjunto de hibridomas foi
recuperado, purificado e selecionado com relacdo a sua
capacidade de inibir a proliferacdo celular in vitro no

modelo BxPC3.

Para essa finalidade, 50 000 células BxPC3 foram
colocadas em laminas com 96 pocos em meio RPMI, L-glutamina
a 2 mM, sem SVF. 24 horas apdbds colocagdo, os anticorpos a
serem testados foram adicionados em uma concentracdo final
oscilando de 0,0097 a 40 ug/ml, 60 min antes da adicdo de
100 ng/ml de hHGF. Apdés 3 dias, as células receberam um
pulso de 0,5 uCi de [®H]ltimidina durante 16 horas. A
magnitude de [3H]timidina incorporada em DNA insoltvel em
acido tricloroacético foi quantificada através de contagem

de cintilacdo de 1liquido. Os resultados foram expressos
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como dados brutos para avaliar prontamente o efeito

agonistico intrinseco de cada Mab (Figuras 2A e 2B).

Entdo, anticorpos que inibem pelo menos 50% da
proliferacdo celular foram avaliados como sobrenadantes
através de analise BRET sobre células transfectadas com c-
Met. Para essa finalidade, linhagens de c¢élulas CHO
estéveis expressando C-Met-Rluc ou C-Met-Rluc e C-Met-
K1100A-YFP foram geradas. As células foram distribuidas em
microldminas brancas com 96 pocos em meio de cultura DMEM-
F12/FBS a 5% um ou dois dias antes das experiéncias BRET.
As células foram primeiro cultivadas a 37°C com 5% de CO;
de forma a permitir fixacdo das células a placa. As células
foram, entdo, fornecidos 200 ul de DMEM/poco durante a
noite. Imediatamente antes da experiéncia, o DMEM foi
removido e as células rapidamente lavadas com PBS. As
células foram incubadas em PBS na presenca ou auséncia de
anticorpos a serem testados ou compostos de referéncia, 10
min a 37°C antes da adicdoc de coelenterazina, com ou sem
HGF, em um volume final de 50 upl. Apds incubacdo durante
mais 10 minutos a 37°C, a aquisicdo de emissdo de luz a 485
nm e 530 nm foi iniciada wusando o luminbmetro Mithras
(Berthold) (1 s/comprimento de onda/poco, repetido 15

vezes) .

A proporcdo BRET foi definida conforme previa-
mente [Angers et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2000, 97:
3684-3689] como: [(emissdo a 530 nm)-(emissdo a 485 nm) X

Cf]/(emissdo a 485 nm), onde Cf corresponde a (emissdo a
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530 nm) /(emissdo a 485 nm) para células expressando a
proteina de fusdo Rluc apenas nas mesmas condicdes experi-
mentais. Simplificacdo dessa equacdo mostra que a Proporcao
BRET corresponde a proporcdo de 530/485 nm obtida quando os
dois parceiros estavam presentes, corrigida pela proporcgao
de 530/485 nm obtida sob as mesmas condig¢des experimentais,
quando apenas o parceiro fundido a luciferase de R.
reniformis estava presente. Para fins de facilidade de
leitura, os resultados sdo expressos em unidades de
miliBRET (mBU); mBU corresponde a proporcdo BRET multi-

plicada por 1000.

Apdbs esse segundo teste in vitro, 4 anticorpos i)
sem atividade intrinseca como uma molécula inteira no teste
funcional de proliferacdo, 1i) que inibem significati-
vamente a proliferacdo de BxPC3 (Figuras 2A e 2B) e iii)
que 1inibem a dimerizacdo de c-Met (Figura 3) foram
selecionados. Esses 3 anticorpos do isotipo IgGl kappa
foram descritos como 11E1, 224Gl1l, 223C4 e 227H1. Nas
experiéncias, o Mab 5D5, gerado pela Genentech e disponivel
na ATCC, foi adicionado como um controle para a atividade

agonistica intrinseca.

As Figuras 2A e 2B demonstram que 11E1, 224G1l1,
223C4 e 227H1 n&do tinham qualgquer atividade agonista em
contraste ao 5D5, o qual induziu a uma estimulacdo dose-
dependente de proliferacdo celular na auséncia de ligando.
Uma inibicdo significativa de proliferacdo celular foi

observada com os 4 anticorpos selecionados. 5D5 nédo teve



PE2188312 - 86 -

efeito sobre a proliferacdo celular induzida por HGFEF nesse

teste.

Quando avaliados com relacdo ao Dbloqueio de
dimerizacdo, efeitos significativos atingindo uma inibicédo
de 32, 55, 69 e 52% de dimerizacdo para 224Gl1l, 223C4, 11El
e 2277H1, respectivamente, foram observados. Comparado com
0s sinais basais nas respectivas experiéncias, o anticorpo

5D5 ndo tem efeito nesse modelo de dimerizacédo.

Exemplo 2: reconhecimento de proteina por anticorpos anti-

c-Met

Para caracterizar o padrdo de reconhecimento dos
3 anticorpos selecionados, 3 ELISAs foram configurados com
a proteina c-Met recombinante, seu fragmento monomérico
(obtido através de clivagem da proteina c-Met-Fc recombi-

nante e o dominio SEMA recombinante).

Os resultados apresentados na Figura 4 demons-
traram que os 4 anticorpos reconheciam proteinas diméricas
e monoméricas. Para realizar esses ELISAs, a proteina c-Met
dimérica humana (R&D Sytems, cat n° 358MT) é revestida na
concentracdo de 0,7 ug/ml em PBS durante a noite a 4°C.
Apds saturacdo das léaminas (Costar n°3690) com uma solucdo
de gelatina a 0,5% durante 2 horas a 37°C, sobrenadantes de
hibridoma s&o incubados 1 hora a 37°C. Uma vez enxaguadas
com PBS, o anticorpo anti-HRP de ratinho (Jackson Immuno-

Research, catédlogo n®°115-035-164) ¢é adicionado a cada poco
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em uma diluicdo de 1/5000 em tampdo para ELISA (gelatina a
0,1%/Tween 20 a 0,05% em PBS) e as placas incubadas durante
1 hora a 37°C. Apdés 3 lavagens em PBS, a atividade da
peroxidase ¢é revelada através da adicdo de 50 ul de
substrato TMB (Uptima). A reacdo é deixada ocorrer durante
5 min em temperatura ambiente. A reacdo é cessada através
da adicdo de 50 ul/poco de uma solucdo a 1 M de HSOs e
lida sobre um leitor para lédminas a 450 nm. O mesmo tipo de
protocolo foi realizado sobre c-Met monomérica e o dominio
SEMA mas, nesses casos, as proteinas foram revestidas a 5 e

3 ng/ml, respectivamente.

O Mab 5D5 introduzido como um controle positivo
reconheceu, conforme esperado, a proteina SEMA. 224Gl1,
227H1 e 223C4 n&do se ligam ao dominio SEMA. 11E1 é capaz de

se ligar ao SEMA.

Para determinar se 11El1 e 5D5, ambos reconhecendo
o dominio SEMA, competem por epitopos em sobreposicéio,
andlise BIAcore foil realizada. O sistema BIAcore, Dbaseado
no fenbmeno de Ressonédncia de Plasmdnio em Superficie,
distribui dados através de monitoramento de eventos em
tempo real. Ele &, entdo, Gtil para agrupar anticorpos nas
assim denominadas experiéncias de "mapeamento de epitopo".
Um par de anticorpos incapaz de se ligar ao mesmo tempo
sobre a molécula antigénica é classificado no mesmo grupo
(sitios de 1ligacdo idénticos ou prdéximos). Em oposicéo,
quando seus regspectivos sitios de ligacdo estdo suficien-

temente distintas para permitir uma ligacdo simultanea de
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ambos o0s anticorpos, esses Ultimos sdo classificados em
dois grupos diferentes. Em tais experiéncias, o antigénio é
comumente usado como o ligando (imobilizado sobre a lasca
sensora) e o0s anticorpos sdo usados sem qualquer rotulacéo

como analitos (fase em solucédo).

Todos as experiéncias descritas acima foram
feitos sobre um instrumento BIAcore X (GE Healthcare Europe
GmbH) . Uma lasca sensora CM5 (BIAcore) ativada por um Mab
anti-Tag-6His de ratinho (R&D System ref. MABR050) foi
preparada seguindo as instrucdes do fabricante usando o kit
de acoplamento de amina (BIAcore). O tampdo de operacédo
(HBS-EP) e tampdo de regeneracdo (Glicina, HC1l) sdo da
BIAcore. Uma versdo soluvel recombinante do recetor de HGF
humano produzido como uma molécula quimérica c-Met-Fc-Tag
His era da R&D Systems (ref. 358-MT-CF). As experiéncias
foram feitas a 25°C, em um caudal de 30 pul/min. Uma solucdo
a 10 ug/ml de c-Met em tampdo de operacdo foi injetada
durante um minuto na célula de fluxo 2 (fc2), tipicamente,
270 RU da forma soltvel de c-Met foram capturados. A célula
de fluxo 1 (fcl) foi wusada como uma referéncia para
verificar qualquer ligacdo nédo-especifica dos anticorpos a

matriz da lasca sensora.

Injecbdes sequenciais de anticorpos a serem
testadas foram realizadas. Um anticorpo foi injetado sobre
ambas as células de fluxo durante 2 minutos. Um segundo
anticorpo (ou o mesmo) foi, entdo, injetado nas mesmas

condicdes. Se nenhuma ligacdo significativa foi observada,
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uma terceira injecdo foi feita com outro anticorpo. A lasca
sensora foi, entédo, regenerada através de uma Unica injecédo
de 30 s do tampdo de regeneracdo. Anticorpos e c-Met-Fc

foram descartados nesse estéagio.

Anédlise dos resultados:

A capacidade de um anticorpo "A" de Dbloquear a
ligacdo de um anticorpo "B" ¢é calculada pela proporcéo
BIA/C=(R2A/B/R1B)x100: onde R2A/B ¢é a resposta correspon-
dendo a ligacdo do MAb "B" gquando ele é injetado apds o Mab
"A" e RIB é a resposta correspondendo a ligacdo do MAb "B"
quando ele ¢ injetado primeiro. Uma A BIA/C abaixo de 20%
significa que A é capaz de blogquear a ligacdo de B, de modo

que A e B tém sitios de ligacdo prdximos.

0O mapeamento de epitopo foi realizado com 2 Mabs,

11E1 e 5D5.

Tabela 3
2° Ab (B) 11E1 5D5
1° Ab (R)
11E1 6,5% 84,2%
5D5 98, 4% 11,0%

Visualizacdo da ligacdo em torno de 270RU de c-
Met-Fc capturada pela injecdes sequenciais de 2 minutos dos

Mabs 5D5 (primeiro), 5D5 (segundo) e 11E1 (terceiro) em uma
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concentracdo de 10 ug/ml cada demonstrou que 5D5 e 11El se
ligam claramente a dois sitios distantes (Figura 5A). Essa
observacdo foi confirmada pela sequéncia reciproca do

anticorpo (Figura 5B).

A Tabela 3 resume a proporcdo de céalculo obtida
com as diferentes sequéncias desses 2 anticorpos. Valores
em preto (mais de 75%) significam que o Mab A ndo bloqueia
a ligacdo do Mab B. Valores em negrito/itdlico (abaixo de
20%) significam que os sitios de 1ligacdo de ambos os
anticorpos (A e B) sdo idénticos ou suficientemente

préoximos para impossibilitar uma ligacdo simulténea.

Exemplo 3: efeito de Mabs sobre a fosforilagdo de c-Met

Para determinar a atividade de anticorpos anti-c-
Met sobre a fosforilacdo de c-Met, um ensaio ELISA de fosfo
c-Met foi configurado. Resumidamente, 500 000 células Ab549
foram cultivadas em cada poco de lédminas com 6 POCOsS em
meio F12K + FCS a 10%. 16 horas antes de adicdo de HGE (100
ng/ml), as células foram privadas e cada anticorpo a ser
testado foi adicionado em uma concentracdo final de 30
ng/ml 15 minutos antes de estimulacdo com ligando. 15
minutos apbdés a adicdo de HGF, tampdo de lise gelado foi
adicionado, as células foram raspadas e lisatos de célula
coletados e centrifugados a 13 000 rpm durante 10 min a
4°C. Os sobrenadantes foram quantificados com um kit BCA
(Pierce) e armazenadas a -20°C. Para o ensaio ELISA, um

anticorpo anti-c-Met de cabra (R&D ref. AF276) foi usado
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como um anticorpo de captura (revestimento durante a noite
a 4°C) e, apds uma etapa de saturacdo (1 h em RT) com um
tampdo de TBS-BSA a 5%, 25 ug de proteina dos diferentes
lisatos celulares foram adicionados a cada poco da placa
com 96 pocos. Apds um tempo de incubacdo de 90 minutos em
RT, as lédminas foram lavadas quatro vezes e um anticorpo
anti-fosfo-c-Met (anti-pY¥1230-1234-1235 c-Met de coelho)
foi adicionado. Apbs um tempo de incubacdo adicional de 1
hora e 4 lavagens, um anti-HRP de coelho (Biosource) foi
adicionado durante 1 hora em RT e, entdo, substrato Luminol
foi adicionado antes de avaliacdo da luminescéncia com um
dispositivo Mithras. Os resultados apresentados na Figura
6B demonstraram que 11E1, 224G1l1, 223C4 e 227H1 inibem a
fosforilacdo de c-Met em 68, 54, 80 e 65%, respectivamente,

comparado com o Mab 5D5, o qual mostrou uma inibicdo mais

fraca de fosforilacdo de c-Met (42%). Nesse teste, um fraco
efeito basal (menos de 20%) foi observado com os 4
anticorpos candidatos (Figura 6A). Conforme descrito nos

varios exemplos apresentados nessa patente, esse fraco
efeito basal ndo tem consequéncias sobre a atividade dos
anticorpos em outros testes in vitro e in vivo. O 5D5 usado
como um controle mostrou, nesse teste, um efeito Dbasal

significativo.

Exemplo 4: deslocamento de HGF radiomarcado por anticorpos

anti-c-Met

Para determinar se o0s anticorpos anti-c-Met eram

capazes de deslocar o HGF, experiéncias de ligacdo foram



PE2188312 - 92 -

configuradas. Resumidamente, microlé&minas com 96 pocos
FlashPlate de proteina A (Perkin Elmer) foram saturadas com
gelatina a 0,5% em PBS (200 upl/poco, 2 h em temperatura
ambiente) antes da adicdo de c¢-Met-Fc recombinante (R&D
Systems) como uma proteina de revestimento. Dois mil pl de
uma solucdo de c-Met-Fc a 1 ug/ml em PBS foram adicionados
a cada poc¢o. As léaminas foram, entdo, incubadas durante a
noite a 4°C. Os sitios de proteina A residual livres foram
ainda saturados com uma hIgG ndo relevante (0,5 ug/poco em
PBS) durante 2 h em temperatura ambiente. As laminas foram

lavadas com PBS apds cada etapa.

Para ensaios de competicdo, a ligacdo de [12°I]-
HGF (atividade especifica ~ 2.000 Ci/mmol) a 200 uM a c-Met
imobilizada foi medida na ©presenca de concentracdes
variadas dos anticorpos monoclonais anti-c-Met 11E1,
224G11, 223C4, 227H1 ou HGF (R&D Systems), oscilando de 0,1
uM a 1 uM em PBS, pH de 7,4. As laminas foram incubadas em
temperatura ambiente durante 6 h, entdo, contadas sobre um
Contador de Cintilacdo Packard Top Count Microplate. A
ligacdo né&do-especifica foi determinada na presenca de HGF a
1 uM. O anticorpo monoclonal 9G4, o qual ndo é direcionado
a c-Met, mas reconhece especificamente uma proteina de E.
coli, foi usado como um controle de isotipo de IgGl de

ratinho.

A percentagem de ligacdo [12°I]-HGF especifica
total foi plotado como uma funcdo da concentracdo de
ligando sobre gréaficos semilog. As concentracdes de varios

inibidores requeridos para inibir a ligacdo de <radio
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ligando em 50% (ICsp) foram determinadas graficamente a
partir das curvas de competicdo sigmoidais obtidas (Figuras

TA e TB).

Conforme esperado, HGF ndo-radiomarcado foi capaz
de deslocar totalmente a ligacdo de [12°I]-HGF a c-Met
imobilizada, enquanto que o anticorpo de controle 9G4 nédo
mostra qualquer atividade de bloqueio de HGF (Figuras 7A e
7B) . Os anticorpos monoclonais anti-c-Met 11E1, 224Gl1,
223C4 e 227H1 foram capazes de inibir a ligacdo de [12°I]-
HGF a c-Met imobilizada, com valores de ICso de 20 nM, a 3
nM, a 2,7 nM e a 5,8 nM, respectivamente. Os valores de
ICso determinados para os anticorpos 224Gl1l, 223C4 e 227H1
eram comparaveis ao valor de ICsgp determinado para o HGF
ndo-radiomarcado, o qual estava compreendido entre 3 e 5
nM, enquanto que o anticorpo 11El exibiu um maior valor de

ICso.

Exemplo 5: inibig¢do de invasdo por anticorpos anti-c-Met

Para avaliar o efeito de inibicdo dos anticorpos
anti-c-Met sobre o processo de invasdo, células A549 foram
colocadas na cédmara superior de cémaras de invasdo BD
BioCoat™ Matrigel™ (pogcos com 6,5 mm de didmetro com
membranas de policarbonato com um tamanho de 8 um). As
células A459 foram privadas de soro 24 horas antes de
realizacdo do ensaio de invasdo. Entdo, 500 000 células
A549 foram colocadas em um tampdo de quimiotaxia (meio
DMEM, BSA a 0,1%, Hepes a 12 mM) na poc¢o superior de cada

cédmara, sobre o revestimento de Matrigel, com ou sem O
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anticorpo a ser testado (concentracdo final de Mab de 10
ug/ml) . Apés 1 hora de incubacdo das laminas a 37°C com 5%
de CO2, as cémaras inferiores foram enchidas com meio de
crescimento contendo 400 ng/ml de rhHGF ou com meio de
crescimento apenas. As camaras foram incubadas durante mais
48 horas a 37°C com 5% de CO;. Ao final desse tempo de
incubacdo, as células gue permaneceram sobre a superficie
superior do filtro foram gentilmente removidas com um
cotonete, as células qgue migraram para a superficie
inferior do filtro foram submetidas a lise, coradas com
tampdo corante CyQuant GR (Invitrogen) e contadas usando um
leitor de fluorescéncia Berthold Mithras LB940. Todas as

condicdes foram testadas como triplicatas.

Conforme esperado, o HGF induziu a uma invaséao
significativa de células tumorais comparado com aquela
observada com FCS a 10% introduzido como um controle
positivo (Figura 8). A IgGl de murino 9G4 introduzida como
um controle de isotipo ndo tem efeito significativo sobre a
invasdo basal ou induzida por HGEF quando comparado a
células colocadas na placa sem IgG. Nenhum efeito agonista
foi percebido com h 11E1, 224Gl1, 223C4 e 227H1 guando
adicionados isoladamente e inibicdo significativa e compa-

rdvel da i1nvasdo HGF-induzida foi observada com os 3 Mabs.

Exemplo 6: inibicdo de cicatrizag¢do de ferimento pelos

anticorpos anti-c-Met

HGF estimula a motilidade. Para determinar se o0s

anticorpos anti-HGEF eram capazes de inibir a migracéo,
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células NCI-H441 foram desenvolvidas em alta densidade e um
vdo foi introduzido com a ponta de uma pipeta P200. As
células foram, entédo, estimuladas a migrar através do véao
com HGF (100 ng/ml) na presenca ou na auséncia de 11El.
Pocos com 11E1 apenas também foram avaliados. Cada condicéo
testada foi avaliada como seis réplicas e 3 experiéncias
independentes foram realizadas. Apds uma incubacdo durante
a noite, as células foram visualizadas com uma Cémera Axio

Vision (direciona x4).

HGF induziu a uma migracéo significativa,
resultando em um fechamento completo do vd@o dentro de uma
noite (Figura 9). A IgGl irrelevante 9G4 wusada como um
controle de isotipo é sem qualquer efeito sobre a migracéo
celular. Conforme esperado, um efeito agonista  foi
observado com o 5D5 quando adicionado isoladamente, mas uma
inibicdo significativa de migracdo celular ¢é observada com
esse anticorpo na presenca de HGF na porcdo do vao gue
permaneceu aberta. 0O fragmento Fab de 5D5 ndo teve qualquer
efeito agonista quando adicionado isoladamente. Contudo,
nenhuma atividade desse fragmento foi observada na presenca
de HGF. Conforme observado com o controle de isotipo 9G4, o
MAb 11E1 ndo teve efeito agonista quando adicionado e se

comportou como um antagonista total na presenca de HGF.

Exemplo 7: ensaio de disperséao

Células SK-HEP-1 foram cultivadas em baixa

densidade (1 x 10% células/poco) em uma placa com 24 pogos
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em DMEM com FCS a 10% e desenvolvidas durante 24 horas
antes da adicdo, ao mesmo tempo, de HGEF (100 ng/ml) e
anticorpos a serem testados (10 pg/ml). Apds 72 horas de
incubacdo, as coldénias foram fixadas e coradas com violeta
cristal a 0,2% em metanol e avaliadas com relacdo a
dispersdo visualmente. Cada condicdo foi testada em

triplicado e 3 experiéncias independentes foram realizadas.

A adicdo de HGF as células SK-HEP-1 induziu a uma
dispersdo celular significativa (Figuras 10A e 10B). O
anticorpo 9G4 introduzido como um controle de isotipo né&o
teve qualquer efeito isoladamente ou na presenca de HGF.
Conforme esperado, o anticorpo 5D5 mostrou um efeito
agonista significativo isoladamente e nenhum efeito
inibidor foi observado quando 5D5 foi adicionado com HGF
(Figura 10A). Nenhum efeito agonistico foi observado com
11E1 (Figura 10A) nem com 224Gl1l (Figura 10B) adicionados
isoladamente. Um efeito inibidor muito significativo desses
anticorpos foi demonstrado na presenca de HGF (Figuras 10A

e 10B).

Exemplo 8: ensaio de tubulogénese tridimensional

Células SK-HEP-1 foram cultivadas a 1 x 104
células/poco em uma placa com 24 pocos em DMEM com FCS a
10%/Matrigel (50/50) e incubadas durante 30 min antes da
adicdo, ao mesmo tempo, de HGF (100 ng/ml) e anticorpos a
serem testados (10 pg/ml). Apds 7 dias de incubacdo, as

células foram avaliadas com relacdo a formacdo de tubo
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visualmente. Cada condicdo foi testada em triplicado e 3

experiéncias independentes foram realizadas.

A adicéo de  HGF induziu a uma formacéo
significativa de tubo em SK-HEP-1 (Figura 11). O anticorpo
9G4 introduzido <como um controle de isotipo ndo teve
qualguer efeito isoladamente ou na presenca de HGF.
Conforme esperado, o anticorpo 5D5 mostrou um efeito
agonista significativo isoladamente e nenhum efeito
inibidor foi observado quando 5D5 foi adicionado com HGF.
Nenhum efeito agonistico foi observado com 11El, 223 C4 e
224G1l1 adicionados isoladamente e um efeito inibidor total
foi demonstrado com 11El1 e 223C4 na presenca de HGF. Uma
inibicdo parcial, mas significativa, foi observada com o

Mab 224G11.

Exemplo 9: formagdo de esferoide

Para avaliar a capacidade de anticorpos anti-c-
Met de inibir o crescimento de tumor in vitro, em um modelo
mais prdéximo de uma situacdo in vivo, esferoides de células
de glioblastoma humano U-87MG (ATCC n°l10 HTB-14) foram
gerados. As células desenvolvidas como uma monocamada foram
soltas com tripsina-EDTA e resuspensas em meio de cultura
de células completo (DMEM) suplementado com FBS a 10%. Os
esferoides foram iniciados através de inoculacdo de 625
células em pocos Unicas de ladminas de fundo redondo com 96
pocos em DMEM-FCS a 10%. Para impedir a adesdo celular a um

substrato, as laminas foram pré-revestidas com poliHEMA em
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etanol a 95% e secas ao ar em temperatura ambiente. AS
ldminas foram incubadas sob condic¢des padrdes de cultura de
célula a 37°C, 5% de CO; em incubadoras umidificadas.
Anticorpos monoclonais purificados (10 ug/ml) foram
adicionados apdés 3 e 7 dias de cultura de esferoide. HGF
(400 ng/ml) foi adicionado uma vez apbds 4 dias de cultura.
Os esferoides foram mantidos em cultura durante pelo menos
10 dias. Entdo, o crescimento de esferoide foili monitorado
através de medicdo da &area de esferoides usando um mddulo
de medicdo automatica do software Axio Vision. A &rea foi
expressa em um’. 8-16 esferoides foram avaliados para cada

condicé&o.

As Figuras 12A e 12B mostraram gue, na presenca
de FCS a 10%, nenhuma estimulacdo foi observada quando HGF
foi adicionado ao meio completo. Conforme esperado, o
controle de isotipo 9G4 ndo teve efeito sobre o crescimento
de esferoide. 11E1 e 223C4 reduziram significativamente o
crescimento de esferoide na presenca e auséncia de HGF.

Nenhum efeito foi observado com o fragmento Fab de 5D5.

Exemplo 10: atividade in vivo de Mabs anti-c-Met no modelo

de xenoenxerto U87MG

Ratinhos atimicos de seis a oito semanas de idade
foram alojados em gaiolas com filtro por cima esteri-
lizadas, mantidos em condicdes estéreis e manipulados de
acordo com as diretrizes Francesas e Europeias. U87,MG, uma

linhagem de células de glioblastoma, expressando c-Met e
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autdécrina para o ligando  HGF, foi selecionada para
avaliacgdes in vivo. 0s ratinhos foram injetados subcuta-
neamente com 5 x 10¢ células. Entdo, seis dias apds implan-
te das células, o0s tumores eram mensuraveis (aproximada-
mente 100 mm®*), os animais foram divididos em grupos de 6
ratinhos com tamanho de tumor comparavel e tratados duas
vezes por semana com 1 mg/dose de cada anticorpo a ser
testado. Os ratinhos foram acompanhados para a observacéo
da taxa de crescimento do xenoenxerto e alteracdes do peso
corporal. O wvolume do tumor foi calculado através da

férmula: m (Pi)/6 X comprimento X largura X altura.

Os resultados obtidos s&do resumidos na Figura 13
e demonstraram que todos o0s anticorpos testados inibem
significativamente o crescimento in vivo de células U87-MG.
A utilizacdo de um anticorpo de neutralizacdo anti-IGF-IR
(IgGl) no painel A demonstra que a inibicdo observada in
vivo é especificamente relacionada a modulacgdo do eixo HGF-

cMet.

Exemplo 11: Atividade in vivo de Mabs anti-c-Met no modelo

de xenoenxerto NCI-H441

NCI-H441 ¢é derivado de adenocarcinoma papilar de
pulmdo, expressa altos niveis de c¢-Met e demonstra

fosforilacdo constitutiva de RTK c-Met.

Para determinar se essa linhagem de célula

expressa altos niveis de c-Met e é capaz de produzir HGF,
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RT-PCR quantitativa e FACS ou ELISA (Quantikine HGF; R&D
Systems) foram realizados. Para RT-PCR quantitativa, os
niveis de HGF total ou transcrito de c-Met em linhagens de
célula foram avaliados através de PCR quantitativa usando a
técnica-padrdo TagMan™. Os niveis de HGF ou transcrito de
c-Met foram normalizados para a proteina Ribossbdmica do
gene de controle "housekeeping", grande, PO (RPL0O) e os
resultados foram expressos como valores de expressdo

normalizados (método 2-ddCT).

Os conjuntos de iniciador/sonda para RPLO eram
dianteiro, b5'-gaaactctgcattctcgcttcctg-3' (SEQ ID No. 47);

reverso, b5'-aggactcgtttgtacccgttga-3' (SEQ ID No. 48); e

sonda b5'-(FAM)-tgcagattggctacccaactgttgca- (TAMRA) -3 (SEQ
ID No. 49). 0Os conjuntos de iniciador/sonda para HGF foram
dianteiro, 5'-aacaatgcctctggttcc-3" (SEQ ID No. 50);
reverso, b'-cttgtagctgcgtcctttac-3' (SEQ ID No. 51); e

sonda, b5'-(FAM)-ccttcaatagcatgtcaagtggagtga- (TAMRA)-3' (SEQ
ID No. 52). 0Os conjuntos de iniciador/sonda para c-Met
foram dianteiro, 5'-cattaaaggagacctcaccatagctaat-3' (SEQ ID
No. 53); reverso, 5'-cctgatcgagaaaccacaacct-3' (SEQ ID No.
54); e sonda, 5'-(FAM)-catgaagcgaccctctgatgtccca- (TAMRA) -3
(SEQ ID No. 55). O protocolo de termo-ciclizacdo consistia
em fusdo a 50°C durante 2 minutos e 95°C durante 10
minutos, seguido por 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos e

62°C durante 1 minuto.

Nenhum mRNA para HGF foi encontrado em NCI-H441

(Figura 14) e HGF n&o é detectavel, através de ELISA, em
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sobrenadantes de NCI-H441. Nessas experiéncias, U87-MG, uma
linhagem de célula de glioblastoma conhecida como uma
linhagem de célula autdcrina para HGF, foi introduzida como
um controle positivo. A andlise por RT-PCR mostrou um nivel
significativo de mRNA de HGF em U87-MG e 1,9 ng de
HGF/milhdo de células foram detectados no sobrenadante de
células U87-MG. RT-PCR quantitativa e andlise por FACS,
Figuras 15A e 15B, demonstraram que, conforme esperado, as
células NCI-H441 superexpressam significativamente c-Met e
que essa expressdo era dramaticamente maior do que aquela
observada para células U87-MG. ©Nessa experiéncia, a
linhagem de células MCF-7 foi introduzida como um controle
negativo. Tomados  juntos, NCI-H441 aparece como uma
linhagem de célula ndo-autdcrina constitutivamente ativada
capaz de crescer independentemente do ligando HGF, na gqual
uma dimerizacdo independente de ligando de c-Met ocorreu

como uma consequéncia da sobre-expressdo do recetor.

A avaliacdo de anticorpos anti-c-met sobre a
atividade in vivo dessa linhagem de célula n&do-autdcrina
pdbde fornecer alguns "insights" sobre sua poténcia ao

conferir a dimerizacdo de c-Met.

A Figura 16 demonstra que 224G1l1, 11E1 e 227HI1
inibiram significativamente o crescimento in vivo de NCI-
H441, sugerindo que, além de 1inibicdo dependente de
ligando, esses anticorpos capazes de inibir a dimerizacédo

também sdo capazes de direcionar uma inibicdo independente



PE2188312 - 102 -

de ligando de c-met. Conforme mencionado acima na
especificacdo, com essa uUltima propriedade, é mostrado que
224G11, 11E1 e 227H1 sédo diferentes do anticorpo anti-c-Met

5D5 com um braco (OA-5D5).

Exemplo 12: processo de humanizagdo através de enxertagem

de CDR do anticorpo 224G1l1

I - Humanizacdo do dominio varidvel com cadeia leve

Comparacdo da sequéncia de nucleotideo da VL de 224G11 aos

genes de linhagem germinativa de murino

Como uma etapa preliminar, a sequéncia nu-
cleotidica da VL de 224Gll foi comparada a sequéncias de
genes de linhagem germinativa de murino, parte do banco de

dados IMGT (http://imgt. cines. fr).

Genes de linhagem germinativa IGKV3-5*01 e
IGKJ4*01 de murino com uma identidade de sequéncia de
99,31% pela regido V e 94,28% para a regido J,
respectivamente, foram identificados. Com relacéo a
identidade obtida, foi decidido usar diretamente as

sequéncias de VL de 224Gll para buscar homologias humanas.

Esses alinhamentos sédo representados nas Figuras

17A para o gene V e 17B para o gene J.
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Comparacdo da sequéncia de nucleotideo da VL de 224G11 com

genes de linhagem germinativa humana

De forma a identificar o melhor candidato humano
para o enxerto de CDR, o gene de linhagem germinativa
humana mostrando a melhor identidade com a VL de 224G1l1l foi
buscado. Para essa finalidade, a sequéncia nucleotidica da
VL de 224G1l1 foi alinhada as sequéncias de genes de
linhagem germinativa humana, parte do banco de dados IMGT.
Para otimizacéo da selecdo, alinhamentos entre as
sequéncias protéicas foram feitos para buscar as melhores

homologias.

Esses dois métodos complementares levaram a
identificacdo de duas possiveis sequéncias V humanas
recetoras para a VL de murino de CDRs de 224Gl11.
Alinhamento nucleotidico proporciona um gene de linhagem
germinativa humana IGKV3-11*01 com wuma identidade de
sequéncia de 75,99%, enquanto que alinhamento protéico
proporciona o gene de linhagem germinativa humana IGKV4-
1*01 com uma identidade de sequéncia de 67,30%. E notével
que, em ambos o0s casos, os doilis genes de linhagem
germinativa mais préximos e as sequéncias analisadas
mostrem diferentes comprimentos de aminodcido da CDR1 (10
aminodcidos na VL de 224Gl1l; 6 aminodcidos em IGKV3-11*01;
12 aminodcidos em IGKV4-1*01). Para a regido J, o melhor
resultado de homologia foi primeiro obtido com o IGKJ3*01
humano, mostrando uma identidade de sequéncia de 80%. Mas

um numero maior de nucleotideos idénticos consecutivos e
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uma melhor adaptacdo de aminodcido foram encontrados no
alinhamento com o gene de linhagem germinativa humana
IGKJ4*02 (identidade de sequéncia de 77,14%). Assim, o gene
de linhagem germinativa IGKJ4*02 foi selecionado como uma
regido J humana recetora para a VL de murino de CDRs de

11E1.

Os alinhamentos sdo representados nas Figuras 18A

para a regido V e 18B para a regido J.

Versdo humanizada da VL de 224G11

Dada a possibilidade de duas regides V humanas
recetoras para a VL de murino de CDRs de 224Gl1l, duas
versdes humanizadas do dominio de VL de 224Gl1 serédo
descritas. A primeira corresponde a uma experiéncia inicial
para uma estrutura principal humana com um comprimento de
CDR1 mais curto (IGKV3-11*01), a segunda com um comprimento

de CDR1 mais longo (IGKV4-1%01).

a) Versdo humanizada baseada em IGKV3-11*01 da VL de 224Gl1

As etapas a seguir no processo de humanizacao
consistem em ligacdo das sequéncias de genes de linhagem
germinativa selecionados IGKV3-11*01 e IGKJ4*02 e também
das CDRs da VL de murino de 224Gll as frameworks dessas

sequéncias de genes de linhagem germinativa.

Conforme representado na Figura 19A, os residuos
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em negrito na sequéncia VL de 224Gl1l correspondem aos vinte
e cinco aminodcidos gque se verificou serem diferentes entre
o dominio VL de 224Gll e as frameworks humanas selecionadas

(FR humana, isto é, IGKV3-11*01 e IGKJ4*02).

Com relacdo ao varios critérios, tais como sua
participacdo na interface VH/VL, na ligacdo a antigénio ou
na estrutura da CDR, a classe de aminodcido muda entre
residuos de murino e humano, a localizacdo do residuo na
estrutura 3D do dominio wvariavel, trés dos vinte e cinco
residuos diferentes foram identificados como tendo sofrido
eventual mutacdo. Esses trés residuos definidos mais
importantes e mutacdes em suas contrapartes humanas sendo
M39 de murino para L humana, H40 para A e R84 para G. Esses
residuos classificados como um s&do mostrados na Figura 19A
como residuos em negrito na sequéncia HZ1VL de 224G11, onde

eles permaneceram de murino.

Naturalmente, os 7residuos mencionados acima a
serem testados ndo sdo limitados, mas devem ser conside-

rados como mutacdes preferenciais.

Como o auxilio de um modelo molecular, outras
mutacdes poderiam ser identificadas. Podem ser mencionados
0os residuos classificados como dois a seguir, isto &,
residuos 15 (L/P), 49 (P/A), 67 (L/R), 68 (E/A), 93 (P/S) e
99 (V/F) sobre o0s quals mutacdes poderiam também ser

consideradas em outra modalidade preferida.
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Naturalmente, os residuos mencionados acima a
serem eventualmente testados ndo estdo limitados, mas devem
ser considerados como mutacdes preferenciais. Em outra
modalidade preferida, todos os dezesseis outros residuos
classificados como trés dentre os vinte e cinco aminodcidos

diferentes poderiam ser reconsiderados.

Todas as mutacdes acima serdo testadas indivi-

dualmente ou de acordo com varias combinacdes.

A Figura 19A representa a VL de 224G1l1 humanizada baseada
em IGKV3-11*01 implementada com as mutacdes mencionadas
acima claramente identificadas. O numero sob cada mutacédo
proposta corresponde a classificacdo na qual a referida

mutacdo foi feita.

b) Versdo humanizada baseada em IGKV4-1*01 da VL de 224Gl1

As seguintes etapas no processo de humanizacéo
consistem em ligacdo de sequéncias de genes de linhagem
germinativa selecionados IGKV4-1*01 e IGKJ4*02 e também das
CDRs da VL de murino de 224Gll as frameworks dessas

sequéncias de genes de linhagem germinativa.

Conforme representado na Figura 19B, os residuos
em negrito na sequéncia VL de 224Gll correspondem aos vinte
e dois aminoé&cidos que se verificou serem diferentes entre
o dominio VL de 224Gl1l e as frameworks humanas selecionadas

(FR humana, isto €&, IGKV4-1*01 e IGKJ4*02).
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Com relacdo a véarios critérios, tais como sua
participacdo na interface VH/VL, na ligacdo ao antigénio ou
na estrutura de CDR, as alteracdes de classe de aminoécido
entre residuos de murino e humanos, localizacdo do residuo
na estrutura 3D do dominio variéavel, quatro dos vinte e
dois diferentes residuos foram identificados como tendo
sofrido eventual mutacdo. Esses quatro residuos definidos
mais importantes e mutacdes em suas contrapartes humanas
sendo L4 de murino para M humana, M39 para L, H40 para A e
R84 para G. Esses residuos classificados como um sé&o
mostrados na Figura 19B como residuos em negrito na
sequéncia HZ2VL de 224G11, onde eles permaneceram de

murino.

Naturalmente, os residuos mencionados acima a
serem testados nao s&o limitados, mas devem ser

considerados como mutacdes preferenciais.

Com o auxilio de um modelo molecular, outras
mutacdes poderiam ser identificadas. Podem ser mencionados
0s seguintes residuos classificados como dois, 1isto ¢,
residuos 25 (A/S), 66 (N/T), 67 (L/R), e 93 (P/S) sobre os
quais mutacdes também poderiam ser consideradas em outra

modalidade preferida.

Naturalmente, os residuos mencionados acima a
serem eventualmente testados ndo sdo limitados, mas devem

ser considerados como mutacdes preferenciais. Em outra
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modalidade preferida, todos os catorze outros residuos
classificados como trés dentre os vinte e dois diferentes

aminoadcidos poderiam ser reconsiderados.

Todas as mutacdes mencionadas acima serdo
testadas individualmente ou de acordo com varias

combinacdes.

A Figura 19B representa a VL de HGF humanizada
baseada em IGKV4-1*01 implementada com as mutacdes
mencionadas acima claramente identificadas. O nlUmero sob
cada mutacdo proposta corresponde a classificacdo na qual a

referida mutacdo serd feita.

IT - Humanizacdo do dominio varidvel de cadeia pesada

Comparacdo da sequéncia nucleotidica da VH de 224G11 aos

genes de linhagem germinativa de murino

Como uma etapa preliminar, a sequéncia
nucleotidica da VH de 224Gll foi comparada as sequéncias
dos genes de linhagem germinativa de murino, parte do banco

de dados IMGT (http://imgt.cines.fr).

Genes de linhagem germinativa IGHV1-18*01, IGHD2-
4*01 e IGHJ2*01 de murino com uma identidade de sequéncia
de 92,70% para a regido V, 75,00% para a regido D e 89,306%
para a regido J, respectivamente, foram identificados. Com

relacdo a identidade obtida, foi decidido usar diretamente
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as sequéncias de VH de 224G1l1 para buscar homologias

humanas.

Esses alinhamentos s&o representados nas Figura

20A para o gene V, 20B para o gene D e 20C para o gene J.

Comparacdo da sequéncia nucleotidica da VH de 224G11 aos

genes de linhagem germinativa humana

De forma a identificar o melhor candidato humano
para o enxerto de CDR, o gene de linhagem germinativa
humana mostrando a melhor identidade com a VH de 224Gl1 foi
buscado. Para essa finalidade, a sequéncia nucleotidica da
VH de 224G11 foi alinhada as segquéncias do gene de linhagem
germinativa humana, parte do banco de dados IMGT. Para
otimizacdo da selecdo, alinhamentos entre as sequéncias

proteicas foram feitos para buscar melhores homologias.

Esses dois métodos complementares levam a
identificacdo da mesma sequéncia V IGHV1-2*02 recetora
humana para a VH de murino de CDRs de 224Gll com uma
identidade de sequéncia de 75,00% a nivel nucleotidico e

064,30% a nivel proteico.

E notdvel que a regido D pertence estritamente a
regido CDR3 no dominio VH. O processo de humanizacdo é
baseado em uma abordagem de "enxertagem de CDR". Andlise
dos D-genes humanos mais prdéximos ndo ¢é Util nessa

estratégia.



PE2188312 - 110 -

Buscas por homologias para a regido J levam a
identificacdo do gene de linhagem germinativa humana

IGHJ4*04 com uma identidade de sequéncia de 78,72%.

O gene de linhagem germinativa V humana IGHV1-
2*02 e o gene de linhagem germinativa J humana IGHJ4*01
foram, assim, selecionados como sequéncias humanas

recetoras para a VH de murino de CDRs de 224G11.

Os alinhamentos s&do representados na Figura 21A

para a regido V e 21B para a regido J.

Versdo humanizada de VH de 224G11

As etapas seguintes no processo de humanizacao
consistem em ligacdo das seguéncias de genes de linhagem
germinativa selecionados IGHV1-2*02 e IGHJ4*01 e também das
CDRs da VH de murino de 224Gll as frameworks dessas

sequéncias de genes de linhagem germinativa.

Conforme representado na Figura 22, os residuos
em negrito na sequéncia VH de 224Gl1 correspondem aos
trinta aminoadcidos que se verificou serem diferentes entre
o dominio V de 224Gll e as frameworks humanas selecionadas

(FR humana, isto &, IGHV1-2*02 e IGHJ4*01).

Com relacdo a varios critérios, tais como sua

participacdo conhecida na interface VH/VL, na ligacdo a
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antigénio ou na estrutura da CDR, as alteracdes de classe
de aminoacido entre residuos de murino e humanos,
localizacdo do residuo na estrutura 3D do dominio variéavel,
quatro dos trinta diferentes residuos foram identificados
como tendo sofrido eventual mutacdo. Esses quatro residuos
definidos mais importantes e mutacdes em suas contrapartes
humanas sendo D51 de murino para E humana, G55 para W, V80
para R e K82 para T. Esses residuos classificados como um
sdo mostrados na Figura 22 como residuos em negrito na

sequéncia HZVH de 224Gl1l, onde eles permaneceram de murino.

Naturalmente, os residuos mencionados acima a
serem testados ndo sdo limitados, mas devem ser conside-

rados como mutacdes preferenciais.

Com o auxilio de um modelo molecular, outras
mutacdes poderiam ser identificadas. Podem ser mencionados
0s seguintes residuos classificados como dois, isto ¢,
residuos 25 (T/A), 48 (E/Q), 49 (S/G), 53 (I/M), 76 (AV),
78 (L/M) e 90 (D/E) sobre os quals mutacdes também poderiam

ser consideradas em outra modalidade preferida.

Naturalmente, os residuos mencionados acima a
serem eventualmente testados ndo sdo limitados, mas devem
ser considerados como mutacgdes preferenciais. Em outra
modalidade preferida, todos os dezenove outros residuos
classificados como trés entre os trinta diferentes amino-

dcidos poderiam ser reconsiderados.
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Todas as mutacdes mencionadas acima serdo testa-

das individualmente ou de acordo com varias combinacdes.

A Figura 22 representa a VH humanizada de 224Gl1
com as mutacdes mencionadas acima claramente identificadas.
0 nimero sob cada mutacéao proposta corresponde a

classificacdo na qual a referida mutacdo serad feita.

Exemplo 13: processo de humanizagdo através de enxertagem

de CDR do anticorpo 227H1

I - Humanizacdo do dominio varidvel de cadeia leve

Comparacdo da sequéncia nucleotidica da VL de 227H1 aos

genes de linhagem germinativa de murino

Como uma etapa preliminar, a sequéncia
nucleotidica da VL de 227H1 foi comparada as sequéncias dos
genes de linhagem germinativa de murino, parte do banco de

dados IMGT (http://im.gt. cines.fr).

Genes de linhagem germinativa de murino IGKV3-
501 e IGKJ4*01 com uma identidade de sequéncia de 96,90%
para a regido V e 97,29% para a regido J, respectivamente,
foram identificados. Com relacdo a identidade obtida, foi
decidido usar diretamente as sequéncias de VL de 227H1 para

buscar homologias humanas.

Esses alinhamentos sédo representados nas Figuras

23A para o gene V e 23B para o gene J.
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Comparacdo da sequéncia nucleotidica da VL de 227H1 aos

genes de linhagem germinativa humana

De forma a identificar o melhor candidato humano
para o enxerto de CDR, o gene de 1linhagem germinativa
humana mostrando a melhor identidade com a VL de 227H1 foi
buscado. Para essa finalidade, a sequéncia nucleotidica da
VL, de 227H1 foi alinhada com as sequéncias do gene de
linhagem germinativa humana, parte do banco de dados IMGT.

Para otimizacdo da selecdo, alinhamentos entre as
sequéncias proteicas foram feitos para buscar melhores

homologias.

Esses dois métodos complementares levam a
identificacédo duas possiveis sequéncias V humanas recetoras
para a VL de murino de CDRs de 227H1. Alinhamento
nucleotidico proporciona o gene de linhagem germinativa
humana IGKV3-11*01 com uma identidade de sequéncia de
74,91%, enquanto gque alinhamento proteico proporciona o
gene de linhagem germinativa humana IGKV4-1*01, com uma
identidade de sequéncia de 64,00%. E notivel que, em ambos
os casos, o0s dois genes de linhagem germinativa mais
proximos e as sequéncias analisadas mostrem diferentes
comprimentos de aminodcido da CDR1 (10 aminocdcidos na VL de
22'7H1; 6 aminoacidos em IGKV3-11*01; 12 aminoacidos em

IGKV4-1*01).

Para a regido J, o melhor resultado de homologia
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foi primeiro obtido com o IGKJ3*01 humano mostrando uma
identidade de sequéncia de 78,38%. Mas um maior numero de
nucleotideos consecutivos idénticos e uma melhor adaptacéo
de aminodcido foram encontrados no alinhamento com o gene
de linhagem germinativa humana IGKJ4*02 (identidade de
sequéncia de 75,68%). Assim, o gene de linhagem germinativa
IGKJ4*02 foi selecionado como regido J humana recetora para

a VL de murino de CDRs de 227H1.

Os alinhamentos sdo representados na Figuras 24A

para a regido V e 24B para a regido J.

Versdo humanizada de VL de 224G11

Dada a possibilidade de duas regides V humanas
recetoras para a VL de murino de CDRs de 227H1, duas
versdes humanizadas do dominio VL de 227H1 serdo descritas.
A primeira corresponde a uma experiéncia inicial para uma
estrutura principal humana com um comprimento de CDR1 mais
curto (IGKV3-11*01), a segunda com um comprimento de CDR1

mais longo (IGKV4-1*01).

a) Versdo humanizada de VL de 227H1 baseada em IGKV3-11 *01

As etapas seguintes no processo de humanizacéo
consistem em ligacdo das sequéncias de genes de linhagem
germinativa selecionados IGKV3-11*01 e IGKJ4*02 e também
das CDRs da VL de murino de 227H1 as frameworks dessas

sequéncias de genes de linhagem germinativa.
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Conforme representado na Figura 25A, os residuos
em negrito na sequéncia VL de 227H1 correspondem aos vinte
e seis aminoédcidos que se verificou serem diferentes entre
o dominio VL de 227H1 e as frameworks humanas selecionadas

(FR humana, 1isto é, IGKV3-11*01 e IGKJ4*02).

Com relacdo a vVvarios critérios, tais como sua
participacdo conhecida na interface VH/VL, na ligacdo a
antigénio ou na estrutura da CDR, as alteracdes de classe
de aminoéacido entre residuos de murino e humanos,
localizacdo do residuo na estrutura 3D do dominio variédvel,
trés dos vinte e seis diferentes residuos foram
identificados como tendo sofrido eventual mutacdo. Esses
trés residuos definidos mais importantes e mutacdes em suas
contrapartes humanas sendo I39 de murino para L humana, H40
para A e R84 para G. Esses residuos classificados como um
sdo mostrados na Figura 25A como residuos em negrito na

sequéncia HZ1VL de 227H1, onde eles permaneceram de murino.

Naturalmente, os residuos mencionados acima a
serem testados nao S&o limitados, mas devem ser

considerados como mutacdes preferenciais.

Com o auxilio de um modelo molecular, outras
mutacdes poderiam ser identificadas. Podem ser mencionados
0s seguintes residuos classificados como dois, isto &,
residuos 15 (L/P), 25 (V/A), 49 (p/A), 67 (L/R), 68 (E/A),
93 (P/S) e 99 (S/F) sobre os quais mutacdes também poderiam

ser consideradas em outra modalidade preferida.
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Naturalmente, o0s residuos mencionados acima a
serem eventualmente testados ndo sdo limitados, mas devem
ser considerados como mutacbes preferenciais. Em outra
modalidade preferida, todos os dezesseis outros residuos
classificados como trés dentre os vinte e cinco diferentes

aminoadcidos poderiam ser reconsiderados.

Todas as mutacdes mencionadas acima serdao
testadas individualmente ou de acordo com varias

combinacbes.

Figura 25A representa a VL humanizada de 227H1
baseada em IGKV3-11*01 implementada com as mutacdes
mencionadas acima claramente identificadas. O numero sob
cada mutacdo proposta corresponde a classificacdo na qual a

referida mutacdo serda feita.

b) Versdo humanizada de VL de 227H1 baseada em IGKV4-1 *(01

As etapas seguintes no processo de humanizacéo
consistem em ligacdo das sequéncias de genes de linhagem
germinativa selecionados IGKV4-1*01 e IGKJ4*02 e também das
CDRs da VL de murino de 227H1 as frameworks dessas

sequéncias de genes de linhagem germinativa.

Conforme representado na Figura 25B, os residuos
em negrito na sequéncia VL de 227H1 correspondem aos vinte

e quatro aminoadcidos que se verificou serem diferentes
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entre o dominio VL de 227H1 e as frameworks humanas

selecionadas (FR humana, isto &, IGKV4-1*01 e IGKJ4*02).

Com relacdo a varios critérios, tais como sua
participacdo conhecida in VH/VL 2 0 interface, na ligacdo a
antigénio ou na estrutura da CDR, as alteracdes de classe
de aminodcido entre residuos de murino e humanos,
localizacdo do residuo na estrutura 3D do dominio variédvel,
quatro dos vinte e quatro diferentes residuos foram
identificados como tendo sofrido eventual mutacdo. Esses
quatro residuos definidos mais importantes e mutacdes em
suas contrapartes humanas sendo L4 de murino para M humana,
139 para L, H40 para A e R84 para G. Esses residuos
classificados como um sdo mostrados na Figura 25B como
residuos em negrito na sequéncia HZ2VL de 227H1, onde eles

permaneceram de murino.

Naturalmente, os residuos mencionados acima a
serem testados nao sdo limitados, mas devem ser

considerados como mutacdes preferenciais.

Com o auxilio de um modelo molecular, outras
mutacdes poderiam ser identificadas. Podem ser mencionados
0s seguintes residuos classificados como dois, isto &,
residuos 25 (V/S), 66 (N/T), 67 (L/R), e 93 (P/S) sobre os
quais mutacdes também poderiam ser consideradas em outra

modalidade preferida.

Naturalmente, os residuos mencionados acima a
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serem eventualmente testados ndo sdo limitados, mas devem
ser considerados como mutacgdes preferenciais. Em outra
modalidade preferida, todos os dezesseis outros residuos
classificados como trés dentre os vinte e dois diferentes

aminodcidos poderiam ser reconsiderados.

Todas as mutacdes mencionadas acima serdo testa-

das individualmente ou de acordo com varias combinacdes.

Figura 25B representa a VL humanizada de 227H1
baseada em IGKV4-1*01 implementada com as mutacdes
mencionadas acima claramente identificadas. O numero sob
cada mutacdo proposta corresponde a classificacdo na qual a

referida mutacdo serd feita.

IT - Humanizacdo do dominio variavel de cadeia pesada

Comparacdo da sequéncia nucleotidica da VH de 227H1 aos

genes de linhagem germinativa de murino

Como uma etapa preliminar, a sequéncia
nucleotidica da VH de 227H1 foi comparada as sequéncias dos
genes de linhagem germinativa de murino, parte do banco de

dados IMGT (http://imgt.cines.fr).

Genes de linhagem germinativa de murino IGHV1-
18*01, IGHD1-1*%02 e IGHJ2*01 com wuma identidade de
sequéncia de 92,70% para a regido V, 63,63% para a regido D

e 91,48% para a regido J, respectivamente, foram
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identificados. Com relacdo a identidade obtida, foi
decidido usar diretamente as sequéncias VH de 227H1 para

buscar homologias humanas.

Esses alinhamentos s&do representados nas Figuras

26A para o gene V, 26B para o gene D e 26C para o gene J.

Comparacdo da sequéncia nucleotidica da VH de 227H1 aos

genes de linhagem germinativa humana

De forma a identificar o melhor candidato humano
para o enxerto de CDR, o gene de 1linhagem germinativa
humana mostrando a melhor identidade com a VH de 224Gl1 foi
buscado. Para essa finalidade, a sequéncia nucleotidica da
VH de 227H1 foi alinhada as sequéncias do gene de linhagem
germinativa humana, parte do banco de dados IMGT. A
sequéncia V recetora humana IGHV1-2*02 para uma VH de
murino de CDRs de 224G1l1 com uma identidade de sequéncia de

72,92% foi, assim, identificada.

E notédvel que a regido D pertence estritamente &
regido CDR3 no dominio VH. O processo de humanizacdo é
baseado em uma abordagem de "enxertagem de CDR". Anadlise
dos D-genes humanos mais prdéximos ndo ¢é Util nessa

estratégia.

Buscas por homologias para a regido J levam a
identificacdo do gene de linhagem germinativa humana

IGHJ4*01 com uma identidade de sequéncia de 78,72%.
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O gene de linhagem germinativa V humana IGHV1-
2*02 e o gene de linhagem germinativa J humana IGHJ4*01
foram, assim, selecionados como sequéncias humanas

recetoras para a VH de murino de CDRs de 227HI.

Os alinhamentos sdo representados na Figuras 27A

para a regido V e 27B para a regido J.

Para otimizacdo da selecdo, agueles versados na
técnica também poderiam fazer alinhamentos entre as

sequéncias proteicas de forma a auxilid-los na escolha.

Versdo humanizada de VH de 227H1

As etapas seguintes no processo de humanizacao
consistem em ligacdo das seguéncias de genes de linhagem
germinativa selecionados IGHV1-2*02 e IGHJ4*01 e também das
CDRs da VH de murino de 227H1 as frameworks dessas

sequéncias de genes de linhagem germinativa.

Conforme representado na Figura 28, os residuos
em negrito na sequéncia VH de 227H1 correspondem aos trinta
e dois aminoédcidos que se verificou serem diferentes entre
o dominio VH de 227H1 e as frameworks humanas selecionadas

(FR humana, isto &, IGHV1-2*02 e IGHJ4*01).

Com relacdo a varios critérios, tais como sua

participacdo conhecida na interface VH/VL, na ligacdo a
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antigénio ou na estrutura da CDR, as alteracdes de classe
de aminoidcido entre residuos de murino e humanos,
localizacdo do residuo na estrutura 3D do dominio variéavel,
seis dos trinta e dois diferentes residuos foram
identificados como tendo sofrido eventual mutacdo. Esses
seis residuos definidos mais importantes e mutacdes em suas
contrapartes humanas sendo L39 de murino para M humana, N40
para H, L55 para W, T66 para N, V80 para R e K82 para T.
Esses residuos classificados como um sdo mostrados na
Figura 28 como residuos em negrito na sequéncia HZVH de

227H1, onde eles permaneceram de murino.

Naturalmente, os residuos mencionados acima a
serem testados ndo sdo limitados, mas devem ser conside-

rados como mutacdes preferenciais.

Com o auxilio de um modelo molecular, outras
mutacdes poderiam ser identificadas. Podem ser mencionados
0os seguintes residuos classificados como dois, isto §&,
residuos 48 (K/Q), 49 (T/G), 53 (I/M), 76 (A/V) e 78 (L/M)
sobre o0s quais mutacdes também poderiam ser consideradas em

outra modalidade preferida.

Naturalmente, os residuos mencionados acima a
serem eventualmente testados ndo sdo limitados, mas devem
ser considerados como mutacdes preferenciais. Em outra
modalidade preferida, todos os wvinte e um outros residuos
classificados como trés entre os trinta diferentes amino-

acidos poderiam ser reconsiderados.
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Todas as mutacdes mencionadas acima serdo testa-

das individualmente ou de acordo com varias combinacdes.

Figura 28 representa a VH humanizada de 227H1 com
as mutacdes mencionadas acima claramente identificadas. O
numero sob cada mutacdo proposta corresponde a classifi-

cacdo na qual a referida mutacdo serd feita.

Exemplo 14: processo de humanizacdo através de enxertagem

de CDR do anticorpo 223C4

I - Humanizacdo do dominio variavel de cadeia leve

Comparacdo da sequéncia nucleotidica da VL de 223C4 aos

genes de linhagem germinativa de murino

Como uma etapa preliminar, a sequéncia
nucleotidica da VL de 223C4 foi comparada as sequéncias de
genes de linhagem germinativa de murino, parte do banco de

dados IMGT (http://imgt.cines.fr).

Genes de linhagem germinativa de murino IGKV12-
46*01 e IGKJ2*01 com uma identidade de sequéncia de 99,64%
para a regido V e 94,59% para a regido J, respectivamente,
foram identificados. Com relacdo a identidade obtida, foi
decidido usar diretamente as sequéncias VL de 223C4 para

buscar homologias humanas.
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Esses alinhamentos sé&o representados nas Figuras

29A para o gene V e 29B para o gene J.

Comparacdo da sequéncia nucleotidica da VL de 223C4 aos

genes de linhagem germinativa humana

De forma a identificar o melhor candidato humano
para o enxerto de CDR, o gene de linhagem germinativa
humana mostrando a melhor identidade com a VL de 223C4 foi
buscado. Para essa finalidade, a sequéncia nucleotidica da
VL de 223C4 foi alinhada as sequéncias do gene de linhagem

germinativa humana, parte do banco de dados IMGT.

Genes de linhagem germinativa humana IGKV1-NL1*01
e IGKJ2*01 com uma identidade de sequéncia de 78,49% para a
regido V e 81,08% para a regido J, respectivamente, foram
identificados. Os genes de linhagem germinativa IGKV1-
NL1*01 para a regido V e IGKJ2*01l para a regido J foram,
assim, selecionados como sequéncias humanas recetoras para

a VL de murino de CDRs de 223C4.

Os alinhamentos sdo representados na Figuras 30A

para a regido V e 30B para a regido J.

Para otimizacdo da selecdo, aqgqueles versados na
técnica também poderiam fazer alinhamentos entre as

sequéncias proteicas de forma a auxilid-los na escolha.
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Versdo humanizada de VL de 223C4

As etapas seguintes no processo de humanizacéo
consistem em ligacdo das sequéncias de genes de linhagem
germinativa selecionados IGKV1-NL1*01 e IGKJ2*01 e também
das CDRs da VL de murino de 223C4 as frameworks dessas

sequéncias de genes de linhagem germinativa.

Nesse estagio do processo, um modelo molecular
dos dominios Fv de 223C4 de murino poderia ser desenvolvido
e é util na escolha dos residuos de murino a serem
conservados em virtude de seus papéis na manutencdo da
estrutura tridimensional da molécula ou no sitio de ligacéo
a antigénio e funcdo. Mais particularmente, 9 residuos que

sofreram eventual mutacdo foram identificados.

Em uma primeira etapa, residuos envolvidos nas
dncoras ou estrutura de CDR serdo testados. Tails residuos

sdo os residuos 66 (R/N) e residuo 68 (E/V).

Em uma segunda etapa, residuos expostos a
solvente e, como tal, que também podem estar envolvidos em
imunogenicidade, também serdo testados. Esses sdo os

residuos 49 (A/S), 51 (K/Q), 69 (S/D), 86 (D/Q) e 92 (S/N).

Entdo, em uma terceira etapa, residuos envolvidos
na estrutura/duplicacdo do dominio variavel também poderiam
sofrer mutacdo. Esses residuos sdo os residuos 46 (P/Q) e o

residuo 96 (P/S).
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Naturalmente, os residuos mencionados acima a
serem testados nao sédo limitados, mas devem ser

considerados como mutacdes preferenciais.

Com o auxilio de um modelo molecular, outras
mutacdes poderiam ser identificadas. Podem ser mencionados
0s seguintes residuos, isto &, residuos 9 (S/A), 13 (A/V),
17 (D/E), 18 (R/T), 54 (L/V), 88 (T/S), 90 (T/K), 100 (A/G)
e 101 (T/S), sobre os quais mutacdes também poderiam ser

consideradas em outra modalidade preferida.

Todas as mutacdes mencionadas acima serdao
testadas individualmente ou de acordo com varias

combinacbes.

Figura 31 representa a VL humanizada de 223C4 com
as mutacdes mencionadas acima claramente identificadas. O
numero sob cada mutacao proposta corresponde a

classificacdo na qual a referida mutacdo sera feita.

IT - Humanizacdo do dominio varidvel de cadeia pesada

Comparacdo da sequéncia nucleotidica da VH de 223C4 aos

genes de linhagem germinativa de murino

Como uma etapa preliminar, a sequéncia
nucleotidica da VH de 223C4 foi comparada as sequéncias dos
genes de linhagem germinativa de murino, parte do banco de

dados IMGT (http://imgt.cines.fr).
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Os genes de linhagem germinativa de murino IGHV1-
18*01, IGHD6-3*01 e IGHJ4*01 com wuma identidade de
sequéncia de 98, 95% para a regido V, 72,72% para a regido D
e 98,11% para a regido J, respectivamente, foram
identificados. Com relacdo a identidade obtida, foi
decidido usar diretamente as sequéncias de VH de 223C4 para

buscar homologias humanas.

Esses alinhamentos s&do representados nas Figuras

32A para o gene V, 32B para o gene D e 32C para o gene J.

Comparacdo da sequéncia nucleotidica da VH de 223C4 aos

genes de linhagem germinativa humana

De forma a identificar o melhor candidato humano
para o enxerto de CDR, o gene de linhagem germinativa
humana mostrando a melhor identidade com a VH de 223C4 foi
buscado. Para essa finalidade, a sequéncia nucleotidica da
VH de 223C4 foi alinhada as sequéncias do gene de linhagem
germinativa humana, parte do banco de dados IMGT. Os genes
de linhagem germinativa humana IGHV1-2*02, IGHD1-26*01 e
IGHJ6*01 com uma identidade de sequéncia de 76,38% para a
regido V, 75,00% para a regido D e 77,41% para a regido J,
respectivamente, foram identificados. Os genes de linhagem
germinativa IGHV1-2*02 para a regido V e IGHJ6*01 para a
regido J foram, assim, selecionados como sequéncias humanas

recetoras para as CDRs de VH de murino de 223C4.
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Os alinhamentos s&do representados na Figuras 33A para a

regido V, 33B para a regido D e 33C para a regido J.

Para otimizacdo da selecdo, aqueles versados na técnica
também poderiam fazer alinhamentos entre as sequéncias

proteicas de forma a auxilié&-los na escolha.

Versdo humanizada de VH de 223C4

As etapas seguintes no processo de humanizacéo
consistem em ligacdo das sequéncias de genes de linhagem
germinativa selecionados IGHV1-2*02 e IGHJ6*01 e também das
CDRs da VH de 223C4 de murino as frameworks dessas

sequéncias de genes de linhagem germinativa.

Nesse estdgio do processo, um modelo molecular
dos dominios Fv de 223C4 de murino poderia ser desenvolvido
e é util na escolha dos residuos de murino a serem
conservados em virtude de seus papéis na manutencdo da
estrutura tridimensional da molécula ou no sitio de ligacéo
a antigénio e funcdo. Mais particularmente, 14 residuos

como tendo sofrido eventual mutacdo foram identificados.

Em uma primeira etapa, residuos envolvidos nas
dncoras ou estrutura de CDR serdo testados. Tals residuos
sdo os residuos 40 (H/D), 45 (A/S), 55 (W/D), 66 (N/I) e 67

(Y/F).

Em uma segunda etapa, residuos expostos a
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solvente e, como tal, gque também podem estar envolvidos em
imunogenicidade, também serdo testados. Esses sdo o0s

residuos 1 (Q/E), 3 (Q/L), 5 (V/Q), 48 (0/M) e 80 (R/V).

Entdo, em uma terceira etapa, residuos envolvidos
na estrutura/duplicacdo do dominio varidvel também poderiam
sofrer mutacdo. Esses sdo os residuos 9 (A/P), 13 (K/V), 22

(S/P) e 46 (P/H).

Naturalmente, os residuos mencionados acima a
serem testados nao S&o limitados, mas devem ser

considerados como mutacdes preferenciais.

Com o auxilio de um modelo molecular, outras
mutacdes poderiam ser identificadas. Podem ser mencionados
0s seguintes residuos, isto ¢, residuos 12 (V/L), 21 (V/I),
43 (R/K), 49 (G/Ss), 53 (M/1), 68 (A/N), 72 (Q/K), 75 (R/K),
76 (V/A), 78 (M/L), 82 (T/K), 84 (I/S), 92 (S/R), 93 (R/S),
95 (R/T) e 97 (D/E), sobre o0s qguals mutacdes também

poderiam ser consideradas em outra modalidade preferida.

Todas as mutacdes mencionadas acima serdo
testadas individualmente ou de acordo com varias

combinacbes.

A Figura 34 representa a VH humanizada de 223C4
com as mutacdes mencionadas acima claramente identificadas.
0 nimero sob cada mutacéo proposta corresponde a

classificacdo na qual a referida mutacdo sera feita.
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Exemplo 15: Atividade antitumor do Mab 224Gll de murino
isoladamente ou combinado com o agente quimioterapéutico
Navelbine® sobre o modelo de tumor de xenoenxerto NCI-H441

estabelecido

Abordagens quimioterapéuticas de sucesso depen-
dem, em parte, da resposta celular a indutores apoptdticos
e do equilibrio entre vias prdé- e antiapoptdticas dentro da
célula. O efeito proliferativo da c-Met ativada sobre a
sobrevivéncia celular foi documentado. Ele resulta
principalmente de uma expressdo aumentada das proteinas
antiapoptdticas Bcl-x1 e Bcl-2 como uma consequéncia de
sinalizacdo PI3-K-mediada a qual, por sua vez, inibe a
apoptose dependente de mitocdndria (caspase 9). Na verdade,
¢ concebivel gque o sistema HGF/c-Met, com seu efeito
regulatdédrio acentuado sobre o processo apoptdtico, também
possa influenciar a sensibilidade de células cancerigenas a
quimio. Essa hipdtese foi testada com o Navelbine®, um
agente guimioterapéutico comercializado usado para o
tratamento de cancro de pulmdo (Aapro et al., Crit. Rev.
Oncol. Hematol. 2001, 40: 251-263; Curran et al., Drugs
Aging. 2002, 19: 695-697). 0O modelo de xenoenxerto NSCLC
NCI-H441 foi usado, uma vez que foi previamente descrito
que essa linhagem de célula ¢ sensivel ao Navelbine®
(Kraus-Berthier et al., Clin. Cancer Res., 2000; o©6: 297-
304) e terapia objetivando a c¢-Met (Zou H. T. et al.,

Cancer Res. 2007, o67: 4408-4417).
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Resumidamente, células NCI-H441 da ATCC foram
rotineiramente cultivadas em meio RPMI 1640, FCS a 10% e L-
Glutamina a 1%. As células foram divididas dois dias antes
de enxertagem, de modo gue elas estavam na fase exponencial
de crescimento. Dez milh&es de células NCI-H441 foram
enxertadas em PBS a ratinhos nus Swiss de 7 semanas de
idade. Trés dias apds implante, os tumores foram medidos e
0s animais foram divididos em 4 grupos de 6 ratinhos com
tamanho de tumor comparavel. Os ratinhos foram tratados
i.p. com uma dose de carregamento de 2 mg de 224Gll/ratinho
e, entdo, duas vezes por semana durante 43 dias, com 1 mg
de anticorpo/ratinho. O MAb 9G4 foi usado como um controle

de isotipo.

Navelbine® foi fornecido através de injecdes i.p.
em uma dose de 8 mg/kg nos dias 5, 12, 19 pdbds-injecdo de
células. Para terapia combinada com 224Gll e Navelbine®, os
dois compostos foram administrados separadamente. nessa
experiéncia, os 2 compostos foram usados em sua dosagem
6tima. O volume do tumor foi medido duas vezes por semana €
calculado através da fédrmula: p/6 X comprimento X largura X

altura.

A Figura 35 demonstra que 224Gl1l é t&do eficiente
quanto o Navelbine® quando usado isoladamente como uma
terapia com um uUnico agente. Um beneficio significativo de
combinacdo de ambas as terapias foi observado, com regres-
sbdes completas do tumor observadas para 3 dos 6 ratinhos no

dia 63.
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Exemplo 16: inibidores de c-Met e angiogénese

Além de seu papel direto na regulacdo de uma
variedade de funcées de células tumorais, a ativacdo de c-
Met também foi implicada em angiogénese tumoral. Células
endoteliais expressam c-Met e o HGF estimula o crescimento,
invasdo e motilidade de células endoteliais (Nakamura Y. et
al., Biochem. Biophys. Res., Commun. 1995, 215: 483-488;
Bussolino F. et al., J. Cell Biol. 1992, 119: 629-641). A
regulacdo coordenada de crescimento, invasdo e motilidade
em células endoteliais vasculares pelo HGF/c-Met foi
demonstrada como resultando na formacdo de tubos endo-
teliais capilares 3D in vitro (Rosen E.M. et al.,

Supplementum to Experientia 1991, 59: 76-88).

Para determinar uma interferéncia potencial de
MAbs anti-c-Met com angiogénese HGF-induzida, dois
conjuntos de experiéncias foram realizados, incluindo i) a
avaliacdo de MAbs sobre a proliferacdo de HUVECs e ii) o

teste de MAbs sobre a formacdo de tubo em HUVECSs.

Para experiéncias de proliferacdo, 7500 HUVECs
foram colocadas em cada poco de uma placa com 96 pocos
previamente revestida com laminina. As células foram
desenvolvidas 24 horas no meio de ensaio EMB-2 suplementado
com FBS a 0,5% e heparina. Entdo, MAbs a serem testados
(0,15 a 40 pg/ml) foram adicionados durante 1 h antes da

adicdo de 20 ng/ml de HGF. Apds mais 24 horas, as células
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foram submetidas a um pulso de 0,5 uCi de [?H] Timidina. A
magnitude de [°H] Timidina incorporada foli quantificada
através de contagem de cintilacdo de liquido. Nessa exper-
iéncia, o MAb 9G4 & um anticorpo irrelevante usado como um

controle de isotipo de IgGl.

Os resultados, expressos como dados brutos na
Figura 36, demonstram que, conforme esperado, o HGEF é um
indutor potente de crescimento de células HUVEC. Anticorpos
avaliados na auséncia de HGF ndo mostram qualquer atividade
proliferativa agonista sobre as HUVECs, qualgquer que seja a
dose testada. Na presenca de HGF, uma inibicdo dose-
dependente dramética foi observada para ambos os Mabs 11El

e 224G11.

Para avaliacdo da formacdo de tubo em HUVEC,
25000 células incubadas 30 min com anticorpos a serem
testados foram colocadas em laminas com 48 pocgos revestidos
com Matrigel. Entdo, HGF a 50 ng/ml foi adicionado e as
laminas foram incubadas a 37°C. O meio foi, entdo, coletado
e CMFDA a 5 uM foi adicionado durante 15 min antes de

observacdo microscédpica.

Os resultados mostrados na Figura 37 demonstram
que, conforme esperado, 0 HGF induz a formacéao
significativa de tubo. O anticorpo 9G4 introduzido como um
controle de isotipo de IgGl, ndo teve qualquer efeito sobre
a formacdo de tubo HGF-induzida, enquanto que 11E1 e 224Gl1

inibiram dramaticamente a formacdo de tubo.
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Exemplo 17: processo de humanizagdo através de enxertagem

de CDR do anticorpo 11E1

I - Humanizacdo do dominio varidvel de cadeia leve

Comparacdo da sequéncia nucleotidica da VL de 11E1 aos

genes de linhagem germinativa de murino

Como uma etapa preliminar, a sequéncia
nucleotidica da VL de 11El foi comparada as sequéncias dos
genes de linhagem germinativa de murino, parte do banco de

dados IMGT (http://imgt.cines.fr).

0Os genes de linhagem germinativa de murino IGKV4-
79*%01 e IGKJ4*01 com uma identidade de sequéncia de 98,58%
para a regido V e 97,22% para a regido J, respectivamente,
foram identificados. Com relacdo a identidade obtida, foi
decidido usar diretamente as sequéncias de VL de 11El1 para

buscar homologias humanas.

Esses alinhamentos sédo representados nas Figuras

38A para o gene V e 38B para o gene J.

Comparacdo da sequéncia nucleotidica da VL de 11E1 aos

genes de linhagem germinativa humana

De forma a identificar o melhor candidato humano

para o enxerto de CDR, o gene de 1linhagem germinativa
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humana mostrando a melhor identidade com a VL de 11E1 foi
buscado. Para essa finalidade, a sequéncia nucleotidica da
VL de 11E1 foi alinhada as sequéncias do gene de linhagem

germinativa humana, parte do banco de dados IMGT.

Os genes de linhagem germinativa humana IGKV3-
7*02 e IGKV3D-7*01 com uma identidade de sequéncia para
ambos o0s genes de linhagem germinativa de 69,86% para a
regiédo \Y foram identificados. O gene de linhagem
germinativa humana IGKV3-7*02 é conhecido no banco de dados
IMGT como uma "ORF", o que significa que essa sequéncia é
encontrada no genoma humano, mas pode apresentar alguns
problemas de recombinacdo, levando a anticorpos naturais
derivados de IGKV3-7*02 n&do funcionais. Assim, o gene de
linhagem germinativa IGKV3D-7*01 foi selecionado como a
regido V humana recetora para a VL de murino de CDRs de

11E1.

Para a regido J, o melhor resultado de homologia
foi primeiro obtido com um gene de linhagem germinativa
humana IGKJ3*01 mostrando uma identidade de sequéncia de
78,38%. Mas um maior numero de nucleotideos consecutivos
idénticos e uma melhor adaptacdo de aminodcido foram encon-
trados no alinhamento com o gene de linhagem germinativa
humana IGKJ4*02 (identidade de sequéncia de 75,68%). Assim,
o gene de linhagem germinativa IGKJ4*02 foi selecionado
como regido J humana recetora para a VL de murino de CDRs

de 11E1.
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Os alinhamentos s&o representados na Figuras 39A

para a regido V e 39B para a regido J.

Para otimizacdo da selecdo, agueles versados na
técnica também poderiam fazer alinhamentos entre as

sequéncias proteicas de forma a auxilid-los na escolha.

Versdo humanizada de VL de 11E11

As etapas seguintes no processo de humanizacéo
consistem em ligacdo das sequéncias de genes de linhagem
germinativa selecionados IGKV3D-7*01 e IGKJ4*02 e também
das CDRs da VL de murino de 11E1 as frameworks dessas

sequéncias de genes de linhagem germinativa.

Conforme representado na Figura 40, os residuos
em negrito na sequéncia VL de 11El1 correspondem aos trinta
aminoacidos que se verificou serem diferentes entre o
dominio VL de 11El e as frameworks humanas selecionadas (FR

humana, isto &, IGKV3D-7*01 e IGKJ4*02).

Com relacdo a varios critérios, tais como sua
participacdo conhecida na interface VH/VL, na ligacdo a
antigénio ou na estrutura da CDR, as alteracdes de classe
de aminodcido entre residuos de murino e humanos,
localizacdo do residuo na estrutura 3D do dominio variéavel,
quatro dos trinta diferentes residuos foram identificados
como tendo sofrido eventual mutacdo. Esses quatro residuos

definidos mais importantes e mutacdes em suas contrapartes
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humanas sendo L4 de murino para M humana, Y40 para S, Y87
para F e T96 15 para P. Esses residuos classificados como
um sdo mostrados na Figura 40 como residuos em negrito na

sequéncia HZVL de 11E1l, onde eles permaneceram de murino.

Naturalmente, os residuos mencionados acima a
serem testados ndo sdo limitados, mas devem ser consi-

derados como mutacgdes preferenciais.

Com o auxilio de um modelo molecular, outras
mutacdes poderiam ser identificadas. Podem ser mencionados
0s seguintes residuos classificados como dois, isto §&,
residuos 24 (S/R), 53 (wW/L), 66 (I/T), 67 (L/R), 86 (S/D),
95 (Q/E), 99 (A/F) ou 121 (E/D) sobre os quais mutacdes
também poderiam ser consideradas em outra modalidade

preferida.

Naturalmente, os residuos mencionados acima a
serem eventualmente testados ndo sdo limitados, mas devem
ser considerados como mutacbes preferenciais. Em outra
modalidade preferida, todos os dezoito outros residuos
classificados como trés entre os trinta diferentes amino-

dcidos poderiam ser reconsiderados.

Todas as mutacdes mencionadas acima serdo testa-

das individualmente ou de acordo com varias combinacdes.

Figura 40 representa a VL humanizada de EI11El

implementada com as mutacgdes mencionadas acima claramente
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identificadas. O nuUmero sob cada mutacdo proposta corres-
ponde a classificacdo na qual a referida mutacdo seréa

feita.

IT - Humanizacdo do dominio varidvel de cadeia pesada

Comparacdo da sequéncia nucleotidica da VH de 11E1 aos

genes de linhagem germinativa de murino

Como uma etapa preliminar, a sequéncia
nucleotidica da VH de 11El1 foi comparada as sequéncias dos
genes de linhagem germinativa de murino, parte do banco de

dados IMGT (http://imgt.cines.fr).

Os genes de linhagem germinativa de murino IGHV1-
701, IGHD4-1*01 e IGHJ3*01 com uma identidade de sequéncia
de 94,10% para a regido V, 66,67% para a regido D e 100%
para a regido J, respectivamente, foram identificados. Com
relacdo a identidade obtida, foi decidido usar diretamente

as sequéncias de VH de 11El1 para buscar homologias humanas.

Esses alinhamentos sédo representados nas Figuras

41A para o gene V, 41B para o gene D e 41C para o gene J.

Comparacdo da sequéncia nucleotidica da VH de 11E1 aos

genes de linhagem germinativa humana

De forma a identificar o melhor candidato humano

para o enxerto de CDR, o gene de linhagem germinativa
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humana mostrando a melhor identidade com a VH de 11E1 foi
buscado. Para essa finalidade, a sequéncia nucleotidica da
VH de 11E1 foi alinhada as sequéncias do gene de linhagem
germinativa humana, parte do banco de dados IMGT. Para
otimizacdo da selecdo, alinhamentos entre as sequéncias
proteicas foram feitos para buscar melhores homologias.
Esses dois métodos complementares levam a identificacédo de
duas possiveis sequéncias V recetoras humanas para uma VH
de murino de CDRs de 11E1. Alinhamento nucleotidico
proporciona o gene de linhagem germinativa humana IGHV1-
2*02 com uma identidade de sequéncia de 75,69%, enquanto
que o alinhamento protéico proporciona o gene de linhagem
germinativa humana IGHV1-46*01 com wuma identidade de

sequéncia de 71,10%.

E notdvel que a regido D pertence estritamente a
regido CDR3 no dominio VH. O processo de humanizacdo é
baseado em uma abordagem de "enxertagem de CDR". Analise
dos D-genes humanos mais prdéximos ndo ¢é Util nessa

estratégia.

Buscas por homologias para a regido J levam a
identificacdo do gene de linhagem germinativa humana

IGHJ4*03 com uma identidade de sequéncia de 80,85%.

Buscando por similaridades globais e alinhamentos
de seqguéncia, o gene de linhagem germinativa V humana
IGHV1-46*01 e o gene de linhagem germinativa J humana
IGHJ4*03 foram, assim, selecionados como sequéncias humanas

recetoras para a VH de murino de CDRs de 11E1l.
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Os alinhamentos sé&o representados na Figuras 42A

para a regido V e 42B para a regido J.

Versdo humanizada de VH de 11HI

As etapas seguintes no processo de humanizacéo
consistem em ligacdo das segquéncias dos genes de linhagem
germinativa selecionados IGHV 1-46*01 e IGHJ4*03 e também
das CDRs da VH de murino de 11E1 as frameworks dessas

sequéncias de genes de linhagem germinativa.

Conforme representado na Figura 43, os residuos
em negrito na sequéncia VH de 11El correspondem aos vinte e
seis aminoacidos que se verificou serem diferentes entre o
dominio VH de 11El e as frameworks humanas selecionadas (FR

humana, isto é, IGHV1-46*01 e 10 IGHJ4*03).

Com relacdo a vVvarios critérios, tais como sua
participacdo conhecida na interface VH/VL, na ligacdo a
antigénio ou na estrutura da CDR, as alteracdes de classe
de aminoadcido entre residuos de murino e humanos,
localizacdo do residuo na estrutura 3D do dominio variéavel,
cinco dos vinte e seis diferentes residuos foram
identificados como tendo sofrido eventual mutacdo. Esses
cinco residuos definidos mais importantes e mutacdes em
suas contrapartes humanas sendo N40 de murino para H
humana, Y55 para I, D66 para S, A80 para R e K82 para T.

Esses residuos <classificados como um sdo mostrados na
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Figura 43 como residuos em negrito na sequéncia HZVH de

11E1, onde eles permaneceram de murino.

Naturalmente, os residuos mencionados acima a
serem testados ndo sdo limitados, mas devem ser consi-

derados como mutacdes preferenciais.

Com o auxilio de um modelo molecular, outras
mutacdes poderiam ser identificadas. Podem ser mencionados
0s seguintes residuos classificados como dois, isto &,
residuos 53 (I/M), 71 (L/¥), 76 (A/V), 78 (L/M) e 87 (A/V)
sobre os quais mutacdes também poderiam ser consideradas em

outra modalidade preferida.

Naturalmente, os residuos mencionados acima a
serem eventualmente testados ndo sdo limitados, mas devem
ser considerados como mutacbes preferenciais. Em outra
modalidade preferida, todos os dezesseis outros residuos
classificados como trés dentre os vinte-seis diferentes

aminoadcidos poderiam ser reconsiderados.

Todas as mutacdes mencionadas acima serdo testa-

das individualmente ou de acordo com vArias combinacdes.

A Figura 43 representa a VH humanizada VH de 11E1
implementada com as mutacgdes mencionadas acima claramente
identificadas. 0 namero sob cada mutacéao proposta
corresponde a classificacdo na qual a referida mutacdo seréa

feita.
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Exemplo 18: efeito de Mabs purificados sobre a fosforilacgédo

de c-met

No exemplo 3, o efeito de Mabs anti-c-Met sobre a
fosforilacdo foi ensaiado com sobrenadantes dosados de cada
hibridoma a ser avaliado. O teste foi realizado novamente
com Mabs 11E1 e 224Gll1 purificados que foram avaliados em
uma concentracdo final de 30 pg/ml (a 200 nM) ou em uma
faixa de dose de 0,0015 a 30 ug/ml (a 0,01-200 nM) de forma
a determinar a ICsp de cada anticorpo. O protocolo usado é

o mesmo conforme aquele descrito no exemplo 3.

Os resultados de 3 experiéncias independentes séo
apresentados na Figura 44 e demonstram gue, uma vez
purificados, 11E1 e 224Gll n&do mostraram efeito agonista
quando adicionados isoladamente a células A549 e,
respectivamente, um efeito antagonista de 87 e 75% na
presenca de HGF. Conforme esperado, o Mab 5D5 introduzido
como um controle positivo agonista, mostrou um efeito
agonista significativo (58%) quando adicionado isoladamente
e apenas um efeito antagonista moderado (39%) na presenca
de HGF. Com relacdo aos céalculos de ECso, 1lE1 e 224Gl1

tinham ICsgs nanomolares.

Exemplo 19: combinag¢do in vivo de 224Gll e Navelbine® sobre

o modelo de xenoenxerto NCI-H441

Células NCI-H441 da ATCC foram rotineiramente
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cultivadas em meio RPMI 1640, FCS a 10%, L-Glutamina a 1%.
As células foram divididas dois dias antes de enxertagem,
estando na fase exponencial de crescimento. Dez milhbes de
células NCI-H441 foram enxertadas em ratinhos nus atimicos.
Cinco dias apdbds implante, 0s tumores eram mensuraveis e oS
animais foram divididos em 6 grupos de 6 ratinhos com ta-
manho comparavel do tumor. Os ratinhos foram tratados i.p.
com uma dose de carregamento de 2 mg de Mab 224Gl1/ratinho
e, entdo, duas vezes por semana com 1 mg de anticor-
po/ratinho até o Dia 38 ou com 3 injecdes de Navelbine®
(D5, D12, D19) a 8 mg/kg. Um terceiro grupo administrado
com o tratamento combinado também foi incluido. Navelbine®
foi fornecido através de injecdes i.p. O volume do tumor
foi medido duas vezes por semana e calculado através da
férmula: m/6 X comprimento X largura X altura € 0S pesos
dos animais foram monitorados a cada dia durante o periodo
de tratamento com Navelbine®. Anédlise estatistica foi
realizada em cada tempo medido usando um t-teste ou um
teste de Mann-Whitney. Nessa experiéncia, o volume médio do
tumor de grupos tratados com uma Unica modalidade é
reduzido em 72%, 76% e 99,8% para 224Gll, Navelbine® e
Navelbine® + 224Gl1, respectivamente, no dia 41 pbs-
primeira injecdo. No dia 41, a terapia combinada melhorou
significativamente o crescimento de tumor comparado com
tratamentos com uma Unica terapia (p < 0,041 comparado com
Navelbine® apenas e p < 0,002 comparado com 224Gl1l apenas
no dia 41), 4 de 6 ratinhos estando sem tumores no grupo
com a terapia combinada. Os resultados sdo representados na

Figura 45.
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Esses resultados foram confirmados 50 dias apds o
final dos tratamento (D88), onde 66% dos ratinhos que
receberam o tratamento combinado permaneceram livres dos

tumores.

Exemplo 20: combinag¢do in vivo de 224Gll e Doxorubicina

sobre o modelo de xenoenxerto NCI-H441

Células NCI-H441 da ATCC foram rotineiramente cultivadas em
meio RPMI 1640, FCS a 10%, L-Glutamina a 1%. As células
foram divididas dois dias antes de enxertagem, estando na
fase exponencial de crescimento. Dez milhdes de células
NCI-H441 foram enxertadas em ratinhos nus atimicos. Cinco
dias apds implante, o0s tumores eram mensuraveis e o0s
animais foram divididos em grupos de 6 ratinhos com tamanho
comparavel do tumor. Os ratinhos foram tratados i.p. com
uma dose de carregamento de 2 mg de Mab 224Gll/ratinho e,
entdo, duas vezes por semana com 1 mg de anticorpo/ratinho
ou com 4 injecdes de Doxorubicina (D5, D12, D19, D26) a 5
mg/kg. Um terceiro grupo administrado com o tratamento
combinado também foi incluido. Doxorubicina foi fornecida
através de injecdes i.v. O volume do tumor foi medido duas
vezes por semana e calculado através da férmula: mw/6 X
comprimento X largura X altura e os pesos dos animais foram
monitorados a cada dia durante o periodo de tratamento com
Doxorubicina. Anadlise estatistica foi realizada em cada
tempo medido usando um t-teste ou um teste de Mann-Whitney.

As terapias Unicas e o tratamento combinado mostraram
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atividade antitumor significativa comparado com o grupo de
controle (p < 0,002 do D11 ao D39). Os resultados séo

representados na Figura 46.

Tratamento combinado também demonstra uma ativi-
dade anticrescimento de tumor significativa comparado com o
tratamento com uma Unica modalidade entre D11 e D39,
indicando gue hé& um beneficio em combinar Doxorubicina com

um tratamento anti-c-Met.

Exemplo 21: combinag¢do in vivo de 224Gll e Docetaxel sobre

o modelo de xenoenxerto NCI-H441

Células NCI-H441 da ATCC foram rotineiramente
cultivadas em meio RPMI 1640, FCS a 10%, L-Glutamina a 1%.
As células foram divididas dois dias antes de enxertagem,
estando na fase exponencial de crescimento. Dez milhdes de
células NCI-H441 foram enxertadas em ratinhos nus atimicos.
Cinco dias apdés implante, o0s tumores eram mensuraveis e oS
animais foram divididos em grupos de 6 ratinhos com tamanho
comparavel do tumor. Os ratinhos foram tratados i.p. com
uma dose de carregamento de 2 mg de Mab 224Gll/ratinho e,
entdo, duas vezes por semana com 1 mg de anticorpo/ratinho
ou com 4 injecdes de Docetaxel (D5, D12, D19, D26) a 7,5
mg/kg. Um terceiro grupo administrado com o tratamento
combinado também foi incluido. Docetaxel foi fornecido
através de injecdes. O volume do tumor foi medido duas
vezes por semana e calculado através da férmula: mw/6 X

comprimento X largura X altura e os pesos dos animais foram
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monitorados a cada dia durante o periodo de tratamento com
Docetaxel. Anédlise estatistica foli realizada em cada tempo
medido usando um t-teste ou um teste de Mann-Whitney. As
terapias Unicas e o tratamento combinado mostraram
atividade antitumor significativa comparado com o grupo de
controle (p < 0,002 do D11 ao D35). 0Os resultados séao

representados na Figura 47.

Tratamento combinado também demonstra uma
atividade anticrescimento de tumor significativa comparado
com o tratamento com uma Unica modalidade entre D18 e D35,
indicando que h& um beneficio em combinar Docetaxel com um

tratamento anti-c-Met.

Exemplo 22: combinag¢do in vivo de 224Gll e Temozolomida

sobre o modelo de xenoenxerto U87MG

Células U87-MG da ATCC foram vrotineiramente
cultivadas em meio DMEM, FCS a 10%, L-Glutamina a 1%. As
células foram divididas dois dias antes de enxertagem,
estando na fase exponencial de crescimento. Cinco milh&es
de células U87-MG foram enxertadas em ratinhos nus
atimicos. Dezenove dias apds implante, os tumores eram
mensuraveis e o0s animais foram divididos em grupos de 6
ratinhos com tamanho compardvel do tumor. Os ratinhos foram
tratados i.p. com uma dose de carregamento de 2 mg de Mab
224G1l1/ratinho e, entdo, duas vezes por semana com 1 mg de
anticorpo/ratinho ou com 3 injec¢des de Temozolomida (D19,

D26, D33) a 5 mg/kg. Um terceiro grupo administrado com o
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tratamento combinado também foi incluido. Temozolomida foi
fornecida através de injecdes. O volume do tumor foi medido
duas vezes por semana e calculado através da férmula: wn/6 X
comprimento X largura X altura e os pesos dos animais foram
monitorados a cada dia durante o periodo de tratamento com
Temozolomida. Anédlise estatistica foi realizada em cada
tempo medido usando um t-teste ou um teste de Mann-Whitney.
As terapias Unicas e o tratamento combinado mostraram
atividade antitumor significativa comparado com o grupo de
controle (p < 0,002 do D22 ao D32 (onde ratinhos de
controle foram sacrificados por razdes éticas)). 0s resul-

tados sdo representados na Figura 48.

Tratamento combinado também demonstra uma ativi-
dade anticrescimento de tumor significativa comparado com ©
tratamento com uma Unica (P < 0,002 do dia 22 ao dia 43
(onde ratinhos de controle foram sacrificados por razdes
éticas) para Temozolomida e do dia 29 ao dia 53 (Gltimo dia
de tratamento) para 224Gll. Tomados Jjuntos, esses dados
indicam que h& um beneficio em combinar Temozolomida com um

tratamento anti-c-Met.

Exemplo 23: formacdo de esferoide

Conforme Jj& descrito no Exemplo 9 para outros
Mabs, ndés avaliamos a capacidade do Mab 224Gll de inibir o
crescimento de tumor in vitro no modelo de esferoide U87-
MG. Para essa finalidade, células U87-MG desenvolvidas como

uma monocamada foram soltas através de tripsina-EDTA e
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resuspensas em meio de cultura de células completo. Os
esferoides foram iniciados através de inoculacdo de 625
células a pocgos Unicas de ladminas de fundo redondo com 96
pocos em DMEM-FCS a 2,5%. Para impedir a adesédo celular a
um substrato, as ladminas foram pré-revestidas com poliHEMA
em etanol a 95% e secas ao ar em temperatura ambiente. As
ldminas foram incubadas sob condicdes padrdes de cultura a
37°C, 5% de CO; em incubadoras umidificadas. Anticorpos
monoclonais purificados (10 ug/ml) foram adicionados apds 4
e 10 dias de cultura de esferoide. 0Os esferoides foram
mantidos em cultura durante 17 dias. Entdo, o crescimento
de esferoide foi monitorado através de medicdo da &rea de
esferoides wusando um mdédulo de medicdo automédtica do
software Axio Vision. A &rea foi expressa em um?. 8-16
esferoides foram avaliados para cada condicdo. O tamanho do
esferoide foi medido antes de adicdo de anticorpos, apds 10

dias de cultura e apds 17 dias de cultura.

Nessas condicdes, esferoides homogéneos foram
obtidos e nenhuma diferenca estatistica foi observada antes

de adicgdo de anticorpos (Figura 49A3).

Conforme ilustrado nas Figuras 49B-49D, o
controle de isotipo 9G4 ndo teve efeito sobre o crescimento
de esferoides apds 10 ou 17 dias de cultura. Enquanto que a
adicdo de 5D5 ndo teve um grande efeito sobre o tamanho de
esferoide, a adicdo de 224Gll e 11El inibiu acentuadamente

0 crescimento de tumor.
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Exemplo 24: atividade in vitro de formas quiméricas e

humanizadas de 224Gll no ensaio de fosfo-c-Met

De forma a comparar a eficédcia in vitro de formas
de murino, quiméricas e humanizadas em um ensaio funcional,
sobrenadantes de cultura resultantes do hibridoma 224Gl1 e
células HEK293 transfectadas foram dosados e testados
conforme descrito no Exemplo 3. O0Os dados resumidos na
Figura 50 mostraram os resultados esperados ©para O
anticorpo de murino ndo purificado, conforme j& descrito na
Figura ©6B. Os anticorpos quiméricos e humanizados néo
purificados mostraram uma atividade comparével, quer quando
adicionados isoladamente (Figura 50A) ou gquando incubados

na presenca de HGF (Figura 50B).

Exemplo 25: determinag¢do de constantes de afinidade (KD) de

anticorpos anti-c-Met através de andlise Biacore

A afinidade de 1ligacdo de anticorpos 11E1 e
224G11 purificados foi investigada através do BIAcore X
usando o Dominio Extracelular de c-Met recombinante (ECD)
fundido a wum dominio Fc de IgGl (R&D Systems) como
antigénio (MW = 129 kDa). Uma vez que as proteinas de fuséo
c-Met-Fc e anticorpos sédo compostos bivalentes, fragmentos
Fab dos mAbs 11E1 e 224Gl11 (MW = 50 kDa) foram gerados
através de clivagem com papaina, purificados e usados nesse
ensaio para evitar interferéncia com o parédmetro avidez.
Para o ensaio, um anticorpo de captura anti-Tag de

histidina foi revestido sobre lascas sensoras CM5. O tampédo
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de operacdo foi HBS-EP, o caudal foi de 30 ul/min e o teste
foi realizado a 25°C. Antigénio c-Met soltivel (ECD M1)2-Fc-
(HHHHHH) 2 foi capturado sobre a lasca sensora (em torno de
270 RU) e os anticorpos a serem testados foram usados em
solucdo como analitos. A lasca sensora fol regenerada
usando tampdo de Glicina, HC1l, pH de 1,5 sobre ambas as

células de fluxo durante meio minuto.

A Figura 51 ilustra o principio dessa analise. Os
parémetros cinéticos resultantes s&o resumidos na tabela 4
a seguir. Eles indicam que ambos os anticorpos anti-c-Met
11E1 e 224G11 se 1ligam a proteina de fusdo c-Met-Fc
recombinante com afinidades comparédveis, oscilando de cerca

de 40 uM.Tabela 4

Kon1x1076 Kon1x10-¢ |Meia-vida K

[1/M.s] [1/M.s] [h] [pM]
Fab de 11E1l 1,13+40,01|4,6810,001 4,1 41,4+0,5
Fab de 224Gl1 2,041£0,01 | 7,790, 40 2,5 34,8x1,9

Exemplo 26: atividade in vivo de 224Gll sobre células MDA-
MB-231 coimplantadas com células MRC5 como fonte de HGF

humano em ratinhos nus atimicos

Células MDA-MB-213 e MRC5H da ATCC foram cul-
tivadas em meio DMEM, FCS a 10%, L-Glutamina a 1%. As
células foram divididas dois dias antes de enxertagem,
estando na fase exponencial de crescimento. Cinco milhdes

de células MDA-MB-231 e 500 000 células MRC5 foram
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coinjetadas s.c. a ratinhos nus atimicos. Doze dias apds
implante, o0s tumores eram mensuraveis e os animais foram
divididos em grupos de 6 ratinhos com tamanho de tumor
comparavel. Os ratinhos foram tratados i.p. com uma dose de
carregamento de 2 mg de Mab 224Gll/ratinho e, entdo, duas
vezes por semana com 1 mg de anticorpo/ratinho. O volume do
tumor foi medido duas vezes por semana e calculado através

da férmula: mw/6 X comprimento X largura X altura.

Os resultados descritos na Figura 52 mostraram
uma diferenca significativa no crescimento médio dos
tumores de ratinhos tratados com 224Gl1l comparado com

aqueles do grupo de controle.

Exemplo 27: elementos complementares sobre a humanizacdo de

anticorpos 227H1, 11El1 e 224Gl1

Procedimento Geral

Humanizacdo de anticorpos anti-cMet foi realizada
independentemente para cada cadeia e sequencialmente, com
relacdo aos aminoacidos analisados em cada dominio varia-
vel. O processo de humanizacdo foi avaliado em uma primeira
tentativa em um ensaio de ligacdo ELISA a Fc-cMet recom-
binante; as atividades de ligacdo dos anticorpos humani-
zados sendo comparadas ao anticorpo quimérico recombinante.
Em uma segunda tentativa, os anticorpos humanizados anti-
anti-cMet foram avaliados com relacdo as suas capacidades

de deslocar a ligacdo de Fc-cMet sobre HGF recombinante
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revestido sobre pléstico; esse ensaio de competicdo permite
a comparacdo direta de versdes de murino, gquiméricas e

humanizadas dos anticorpos anti-cMet.

Nas Figuras 53 e 54 sdo exemplificadas as
atividades antiligacdo a c-Met tipicas dos anticorpos

monoclonais de murino 227H1, 11E1 e 224Gl1.

A Figura 53 mostra as atividade antiligacdo dire-
ta a c-Met de anticorpos de murino purificados detectados.
Nesse ensaio, anticorpos monoclonais de murino anti-cMet
mostram diferentes atividades antiligacdo a c¢-Met, mas

ainda dependentes de dose.

A Figura 54 mostra as atividades de competicdo de
ligacdo HGF-cMet de anticorpos purificados de murino. O
ensaio de competicdo revela diferencas confidveis entre
esses anticorpos monoclonais antianti-cMet, com  uma
atividade competitiva moderada, ndo completa, mas confiavel
para o anticorpo monoclonal 11El1, enquanto que os anti-
corpos de murino 224Gl1l e 227H1 mostram um padrdo similar
de atividades competitivas, com um maximo de 100% de
deslocamento de ligacdo ao HGEF em uma alta concentracédo de
anticorpo. O anticorpo monoclonal 224Gll mostrou o melhor

valor de ICso.

E notavel que as atividades de ligacdo direta dos
anticorpos de murino n&do refletem suas propriedades

competitivas de ligacdo ao HGF intrinsecas.
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Esses dois ensaios foram usados para caracterizar
as versbes quiméricas e humanizadas recombinantes dos
anticorpos antianti-cMet de murino. Para essa finalidade,
resumidamente, dominios varidveis antianti-cMet, seja de
murino ou humanizados, foram clonados em vetores de
expressdo da série pCONplus da Lonza e anticorpos recombi-
nantes IgGl/K-derivados foram expressos em células CHO. Os
sobrenadantes de cultura foram concentrados e
extensivamente submetidos a diédlise contra PBS e, entéo,
dosados com relacéo as concentracdes de anticorpos
expressos e diretamente usados para analisar as atividades
antiligacdo a c-Met correspondentes. Ensaios de ligacéo
direta e competicdo-HGF foram avaliados para melhor
caracterizar as versdes quiméricas ou humanizadas

recombinantes.

Exemplo 27-1: humanizacdo do dominio varidvel de cadeia

pesada de 227HI1

De forma a identificar o melhor candidato humano
para o enxerto de CDR, o gene de linhagem germinativa
humana mostrando a melhor identidade com a sequéncia VH de
227H1 de murino foi buscado. Com o auxilio do banco de
dados IMGT, o gene de linhagem germinativa V humana IGHV1-
2*02 e o gene de linhagem germinativa J humana IGHJ4*01
foram, assim, selecionados como sequéncias humanas rece-

toras para a VH de murino de CDRs de 227H1.
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A Figura 55 representa um alinhamento de
aminodcido do dominio VH de 227H1 de murino com a estrutura
principal selecionada. Na fileira FR humana, apenas o
aminodcido que se verificou ser diferente do dominio VH do
227H1 de murino é representado. As fileiras HZ3VH, HZ2VH e
HZ1VH correspondem as versdes humanizadas implementadas do
dominio VH de 227H1 com as mutacdes mencionadas acima
(fileira "trocado por") claramente identificadas. O numero
sob cada mutacdo proposta corresponde a classificacdo na

qual a referida mutacdo serad feita.

Em uma primeira série de experiéncias, nds cons-
truimos e analisamos as atividades antiligacdo a c-Met das
trés versdes humanizadas do dominio VH de 227H1 de murino
quando expresso em combinacdo a cadeia leve quimérica do
227H1. Os resultados obtidos a partir do ensaio antiligacéo
direta a c-Met s&do mostrados na Figura 56. Nessa expe-
riéncia, nenhuma diferenca nas capacidades de ligacdo dos
anticorpos recombinantes quiméricos ou parcialmente huma-
nizados 227Hl-derivados testados foi ©observada. Nesse
ponto, 26 dos 32 aminoadcidos que se verificou serem
diferentes entre um dominio VH de 227H1 de murino e a
estrutura principal selecionada foram analisados e se
descobriu ndo serem relevantes para a atividade antiligacédo
a c-Met do dominio VH humanizado do 227H1, quando combinado

com a cadeia leve quimérica.

Em conjunto com uma andlise por mutagénese

dirigida ao sitio dos Ultimos seis residuos de murino na
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versdo humanizada HZ1IVH do dominio VH de 227H1, noés
construimos uma versdo "total-IMGT" humanizada original
HZ4VH e testamos suas propriedades antiligacdo a c-Met. Os
resultados s&o fornecidos na Figura 57 para o ensaio de
ligacdo direta e na Figura 58 para o ensaio de competicéo
de ligacdo ao HGF. E notavel que ambas as versdes
quiméricas e humanizadas recombinantes de 227H1 mostram uma
melhor atividade competitiva do que o anticorpo de murino

de origem.

Todavia, dado os dados experimentais obtidos com
relacdo as propriedades antiligacdo a c-Met do dominio VH
humanizado "total-IMGT" do 227H1, a sequéncia de amino-
dcidos resultante representada na Figura 59 foi selecionada
e uma anadlise Dbioinformatica foi, entdo, realizada para
avaliar o nivel de "humanidade" do assim denominado dominio

varidvel HZ VH humanizado do 227HI1.

Para essa finalidade, uma comparacdo simples das
sequéncias de estrutura principal com o banco de dados
humano foi realizada usando as ferramentas IMGT. Dado o
nivel de humanizacdo dque nds obtivemos durante esse
processo, dos 89 aminodcidos analisados correspondendo aos
residuos de estrutura principal, se descobriu que 89 eram
confidveis com uma origem humana. Apenas residuos das CDRs
podem ser diferentes mas, se assim, sdo diferentes do gene
de linhagem germinativa humana correspondente e estéo,
obviamente, em posicdes hipervaridveis. Baseado no sistema

de numeracdo IMGT e ferramentas de anadlise de homologia,
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nés primeiro humanizamos totalmente um dominio variavel de

anticorpo origindrio de murino.

Exemplo 27-2:hHumanizacdo de anticorpo monoclonal 11E1

I - Humanizacdo do dominio varidvel de cadeia pesada de

11E1

De forma a identificar o melhor candidato humano
para o enxerto de CDR, o gene de linhagem germinativa
humana mostrando a melhor identidade com a sequéncia VH de
11E1 de murino foi buscado. Com o auxilio do banco de dados
IMGT, o gene de linhagem germinativa V humana IGHV1-46*01 e
o gene de linhagem germinativa J humana IGHJ4*03 foram,
assim, selecionados como sequéncias humanas recetoras para

a VH de murino de CDRs de 11E1.

A Figura 60 representa um alinhamento de
aminocacido do dominio VH de 11El1 de murino com a estrutura
principal humana selecionada. Na fileira FR humana, apenas
o aminodcido que se verificou ser diferente do dominio VH
de 11E1 de murino ¢é representado. As fileiras HZ VH3, HZ
VH2 e HZ VH1 correspondem as versdes humanizadas imple-
mentadas do dominio VH de 11El1 com as mutacdes mencionadas
acima (fileira "trocado por") claramente identificadas. O
nimero sob cada mutacdo proposta corresponde a classi-

ficacdo na gqual a referida mutacdo serad feita.

Em uma primeira série de experiéncias, construiu-
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se e analisamos as atividades antiligacdo a c-Met das trés
primeiras versdes humanizadas do dominio VH de 11E1 quando
expresso em combinacdo com a cadeia leve quimérica de 11ELl.
0Os resultados obtidos a partir do ensaio antiligacdo direta
a c-Met sdo mostrados na Figura 61. Nessa experiéncia, uma
capacidade de ligacdo similar dos anticorpos recombinantes
quiméricos ou parcialmente humanizados 11El-derivados
testados foi observada. Nesse ponto, 19 dos 24 aminoacidos
que se verificou serem diferentes entre o dominio VH de
11E1 de murino e a estrutura principal humana selecionada
foram analisados e se verificou ndo serem relevantes para a
atividade antiligacdo a c¢-Met do dominio VH de 11E1l

humanizado, gquando combinado com a cadeia leve quimérica.

IT - Humanizacdo do dominio varidvel de cadeia leve de 11El

De forma a identificar o melhor candidato humano
para o enxerto de CDR, o gene de linhagem germinativa
humana mostrando a melhor identidade com a sequéncia VL de
11E1 de murino foi buscado. Com o auxilio do banco de dados
IMGT, o gene de linhagem germinativa V humana IGKV3D-7*01 e
o gene de linhagem germinativa J humana IGKJ4*01 foram,
assim, selecionados como sequéncias humanas recetoras para

a VL de murino de CDRs de 11E1.

A Figura 62 representa um alinhamento de amino-
dcido do dominio VL de 11E1 de murino com a estrutura
principal humana selecionada. Na fileira Fr humana, apenas

o aminoédcido que se verificou ser diferente do dominio VL
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de 11E1 de murino é representado. As fileiras HZ VL3, HZ
VL2 e HZ VL1 correspondem as versdes humanizadas implemen-
tadas do dominio VL de 11El1 com as mutacdes mencionadas
acima (fileira "trocado por") claramente identificadas. O
numero Sob cada mutacdo proposta corresponde a classi-

ficacdo na qual a referida mutacdo sera feita.

Em uma primeira série de experiéncias, nds cons-
truimos e analisamos as atividades antiligacdo a c-Met das
trés primeiras versdes humanizadas do dominio VL 11E1 de
murino quando expresso em combinacdo com a cadeia pesada
gquimérica do 11E1. Os resultados obtidos a partir do ensaio
antiligacdo direta a c¢-Met s&do mostrados na Figura 63.
Nessa experiéncia, ndbs observamos capacidades de ligacéo
similares dos anticorpos recombinantes qguiméricos ou
parcialmente humanizados 11lEl-derivados testados. Nesse
ponto, 26 dos 30 aminodcidos que se verificou serem
diferentes entre o dominio VL de 11El1 de murino e a
estrutura principal humana selecionada foram analisados e
ndo se verificou serem relevantes ©para a atividade
antiligacdo a c¢-Met do dominio VL humanizado de 11E1,

quando combinado com a cadeia pesada quimérica.

ITT - Humanizacdo do anticorpo 11E1

Nesse estadgio de humanizacdo do anticorpo mono-
clonal 11El1, a sequéncia de anticorpo humanizado resultante
tedrica contém apenas cinco residuos fora de CDRs prove-

nientes do dominio VH de murino de origem e quatro residuos
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fora das CDRs provenientes da sequéncia VL de murino de
origem (veja Figura 00, fileira HZ VH1l e Figura 62, fileira
HZ VL1). Entdo, foi decidido caracterizar imediatamente a
versdo humanizada de cadeias leve e pesada combinada do
anticorpo 11El. Os resultados sdo fornecidos na Figura 64

para o ensaio antiligacdo direta a c-Met.

Nessa experiéncia, foi observado capacidades de
ligacdo similares para os anticorpos recombinantes quiméri-
cos ou humanizados 1lEl-derivados testados. Anédlise de
propriedades competitivas de ligacdo ao HGEF e anédlise por
mutagénese dirigida ao sitio da contribuicdo dos nove resi-
duos de murino a esquerda que restaram foram realizadas in-
dependentemente ou em combinacdo nessa versdo "pré-huma-

nizada" VH1/VL1 selecionada do anticorpo monoclonal 11E1.

Exemplo 27-3: humanizacdo de anticorpo monoclonal 224G11

I - Humanizacdo de dominio varidvel de cadeia pesada de

224G11

De forma a identificar o melhor candidato humano
para o enxerto de CDR, o gene de linhagem germinativa
humana mostrando a melhor identidade com a sequéncia VH de

224G11 de murino foi buscado.

Com relacdo a alta homologia de sequéncia entre
as sequéncias de dominio VH de 224Gll e 227H1 e conforme

confirmado através da utilizacdo de ferramentas do banco de
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dados IMGT, o mesmo gene de linhagem germinativa V humana
IGHV1-2*02 e gene de linhagem germinativa J humana IGHJ4*01
foram, assim, selecionados como sequéncias humanas

recetoras para a VH de murino de CDRs de 224G11

Baseado nessa alta homologia, foi decidido trans-
ferir diretamente as informacdes de humanizacdo obtidas a
partir de humanizacdo do dominio VH de 227H1 (veja Exemplo
27) e, entdo, criou-se uma versdo humanizada "total-IMGT",
conforme representado na Figura 65, a qual representa um
alinhamento de aminoadcido dos dominios VH de 227H1 e 224Gl1
de murino com as frameworks selecionadas. Na fileira FR
humana, apenas o aminodcido que se verificou ser diferente
do dominio VH de 224Gll de murino é representado. A fileira
HZ VHO corresponde a versdo humanizada "total-IMGT" do
dominio VH de 224G11l, conforme obtido para o dominio HZ VH

de 227H1 "total-IMGT".

A versdo humanizada "total-IMGT" do dominio VH do
224G11 de murino foi, entdo, construida e suas atividades
antiligacdo a c-Met foram analisadas, guando expresso em
combinacdo com a cadeia leve quimérica de 224Gll. Os
resultados obtidos a partir do ensaio antiligacdo direta a
c-Met s&@o mostrados na Figura 66, enquanto que a Figura 67
ilustra o ensaio de competicdo de ligacdo ao HGF. Dado os
dados experimentais obtidos com relacdo as propriedades
antiligacdo a c¢c-Met do dominio VH de 224G1l1 humanizado
"total-IMGT", a sequéncia de aminodcidos resultante, con-
forme representado na Figura 65, foi selecionada e uma

andlise bioinformdtica foi, entdo, realizada para avaliar o
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nivel de "humanidade" do assim denominado dominio HZ VHO de

224G11.

Dada a estratégia de humanizacdo aplicada aqui,
pode-se referir ao Exemplo 27 para a analise de humanidade
da sequéncia HZ VHO de 224Gll. Conforme descrito para a
humanizacdo do dominio VH de 227H1, ndés confirmamos a
confiabilidade do sistema de numeracdo IMGT e ferramentas
de analise de homologia e também demonstramos a possi-
bilidade de transferéncia da estratégia de humanizacéo
entre anticorpos sob  os limites de sua homologia

intrinseca.

IT - Humanizacdo do dominio varidvel de cadeia leve de

224G11

De forma a identificar o melhor candidato humano
para o enxerto de CDR, o gene de linhagem germinativa
humana mostrando a melhor identidade com a sequéncia VL de
224G11 de murino foi buscado. Com o auxilio de ferramentas
de anédlise do banco de dados IMGT, duas possiveis regides V
humanas recetoras para a VL de murino de CDRs de 224Gl1
foram identificadas. Assim, duas estratégias de humanizacéo
foram planejadas para o dominio VL de 224Gll. A primeira
corresponde a uma experiéncia inicial para uma estrutura
principal humana com um comprimento de CDR1 mais curto
(IGKV3-11*01), a segunda com um comprimento de CDR1 mais

longo (IGKV4-1*01).
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A Figura 683 representa um alinhamento de
aminocacido do dominio VL de 224Gl1l de murino com as duas
frameworks selecionadas. Nas fileiras de FR Hu-FR mais
curta e mais longa, apenas o aminodcido que se verificou
ser diferente do dominio VL de 224Gll1 de murino ¢é
representado. As fileiras HZ VL3 e HZ VL6 correspondem as
versdes humanizadas bésicas do dominio VL de 224Gll com as
mutacdes mencionadas acima (fileira "classificacédo") cla-
ramente identificadas. O nUmero sob cada mutacdo proposta
corresponde a classificacdo na qual a referida mutacdo seréa
feita, quer a CDRl-estrutura principal "mais curta" ou

"mais longa" seja selecionada.

Em um primeiro conjunto de experiéncias, as duas
versdes humanizadas bésicas do dominio VL de 224Gl1 de
murino foram construidas e suas atividades antiligacdo a c-
Met foram analisadas, guando expresso em combinacdo com a
cadeia pesada gquimérica de 224Gll. Os resultados obtidos a
partir do ensaio antiligacdo direta a c-Met s&do mostrados
na Figura 69. Nessa experiéncia, uma atividade antiligacédo
a c-Met similar foi observada para as versdes gquiméricas e
HZ VL6 ("CDR1 mais longa"™), engquanto gue guase nenhuma
ligacdo foi detectada para o anticorpo recombinante 224G1l1-

derivado HZ VL3 ("CDR1 mais curta").

Em um segundo conjunto de experiéncias, nés
construimos e analisamos as atividades antiligacdo a c-Met
das vers®es humanizadas implementadas do dominio VH HZ VL6-
derivado de 224Gl1 quando expresso em combinacdo com a

cadeia pesada quimérica de 224Gl1l. Duas formas humanizadas
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adicionais foram analisadas; na versdo HZ VL5, os sete
residuos do terceiro grupo (classificacéo 3) s&o
humanizados e, na versdo HZ VL4, os quatro residuos a
esquerda no primeiro grupo (residuos de classificacédo 1)
apenas permaneceram de murino. Os resultados obtidos a
partir do ensaio antiligacgdo direta a c-Met sdo mostrados
na Figura 70. Nessa experiéncia, nenhuma diferenca nas
capacidades de ligacéao dos anticorpos recombinantes
parcialmente humanizados ou quiméricos 224Gll-derivados
testados foi observada. Nesse ponto, 18 dos 22 aminoécidos
que se verificou serem diferentes entre o dominio VL de
224G1l1 de murino e a estrutura principal "CDR1 mais longa"
foram analisados e ndo se verificou serem relevantes para a
atividade antiligacdo a c-Met do dominio VL do 224Gl1

humanizado, gquando combinado com a cadeia pesada quimérica.

Entdo, foi testada a versdo humanizada HZ VL4 do
dominio VL de 224Gl1l no ensaio de competicdo de ligacédo ao
HGF. Conforme mostrado na Figura 71, os resultados obtidos
demonstram a atividade competitiva similar dos anticorpos
derivados de 224Gll1 humanizados HZ VL4 e quiméricos

recombinante e de murino.

Nesse estédgio da humanizacdo do dominio VL de
224G11, a sequéncia resultante contém apenas quatro
residuos fora das CDRs provenientes da sequéncia de origem
de murino. Conforme mostrado na Figura 72, esses quatro

residuos S-marcados sdo L4, M39, H40 e R84.

Baseado no sistema de numeracao IMGT e
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ferramentas de andlise de homologia, ndbés demonstramos que a
estrutura principal mostrando diferencas estruturais em
termos de comprimento de CDR ainda podem ser adequadas em
um processo de humanizacdo. Foi decidido caracterizar a
versdo humanizada de cadeias pesada e leve do anticorpo
224G11. Anédlise por mutagénese dirigida ao sitio da
contribuicdo dos quatro residuos de murino restantes foi,
entdo, realizada quando expressa em combinac¢do com uma

versdo humanizada VHO da cadeia pesada.

IITI - Humanizacdo de anticorpo 224G1l1

Em uma primeira série de experiéncias, ndés
construimos e analisamos as atividades antiligacdo a c-Met
da versdo totalmente humanizada do anticorpo 224Gll. Essa
versdo recombinante abrange os dominios VH e VL VHO e VL4
humanizados, respectivamente. 0s resultados obtidos a
partir do ensaio antiligacdo direta a c-Met s&do mostrados
na Figura 73. Nessa experiéncia, descobriu-se que a
atividade antiligacdo a c-Met do 224Gl1l totalmente humano
era similar aquela das versdes humanizada e quimérica
recombinante "de uma Unica cadeia" do 224Gll. Foi, entédo,
testada a versdo totalmente humanizada do dominio VL de
224G11 no ensaio de competicdo de 1ligacdo ao HGF. Os
resultados obtidos conforme mostrado na Figura 74
demonstram a atividade competitiva similar dos anticorpos
derivados de 224Gll1 totalmente humanizados e quiméricos

recombinantes e de murino de origem.

Nesse estdgio de humanizacdo do anticorpo 224Gl1,



PE2188312 - 164 -

a sequéncia resultante contém apenas quatro residuos fora
das CDRs provenientes da sequéncia do dominio variavel de
cadeia leve de origem de murino. Foram, entdo, analisados
variantes Unicos por mutagénese dirigida ao sitio do
dominio VL4 humanizado quando expresso em combinacdo com
uma versdo humanizada VHO da cadeia pesada. Conforme
exemplificado na Figura 75 para o ensaio de ligacdo direta,
ndés identificamos residuos relevantes potenciais entre os

quatro testados, sendo M39 e H40.

Foi decidido analisar multiplos mutantes do
dominio VL HZ VL4 humanizado de 224Gll guando expresso em
combinacdo com o dominio VH HZ VHO humanizado de 224G1l1.
Conforme mostrado na Figura 76 para o ensaio de ligacédo
direta e na Figura 77 para o ensaio de competicdo de
ligacdo ao HGF, multiplos mutantes de aminodcido do dominio
VL4 foram analisados para identificar a melhor combinacédo
humanizada. Baseado em anadlise de mutantes 1unicos,
descobriu-se, sobre mutantes duplos e triplos que eles
podem exibir as melhores atividades anti-cMet. O mutante
VHO/VL4-2x corresponde ao dominio VH HZ VHO de 224Gl1
expresso com o dominio VL HZ VL4 de 224Gl1l humanizado com a
mutacdo dupla L4M/R84G. O mutante VHO/VL4-3x corresponde ao
dominio VH HZ VHO de 224G1ll1 humanizado expresso com O
dominio VL HZ VL4 de 224Gl1 humanizado com a mutacdo tripla
L4M/M39L/R84G.

Dados os dados experimentais obtidos com relacédo
as propriedades antiligacdo a c-Met do anticorpo totalmente

humanizado 224Gl1l, a anédlise bioinformdtica das sequéncias
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de dominio variadvel pesado e leve foi, entédo, realizada
para avaliar o nivel de "humanidade" das melhores versdes
humanizadas VH0/VL4-2x e VHO/VL4-3x. Foi previamente
demonstrado a humanizacdo "total-IMGT" do dominio VHO VH de
224G1l1. Com relacdo ao nivel de humanidade das versdes de
dominio VL humanizadas VL4-2x e -3x de 224Gll, elas contém
apenas residuos de murino M39 e/ou H40. Esses dois residuos
chave potenciais estdo localizados no final da CDR1, M39
sendo a éancora de CDR N-terminal. Dado o problema de
comprimento da CDR que foi defrontado durante a humanizacédo
do dominio VL de 224Gl1l e considerando essas posicdes como
parte da definicdo de Kabat da VL CDR1, o nivel de
humanidade do anticorpo 224Gll1 totalmente humanizado
mostraria uma imunogenicidade fortemente reduzida em virtu-

de dos residuos de murino minimos conservados.
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<213>

<400>

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

<400>

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

<400>

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

<400>

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

<400>

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

<400>

<210>
<211>

mus

1

PRT
mus

11
PRT
mus

PRT
mus

PRT
mus

11
PRT
mus

musculus

Gly Tyr Ile Phe Thr Ala Tyr Thr
1 5

musculus

Ile LYs Pro Asn Asn Gly Leu Ala
1 5

musculus

Ala Arg Ser Glu Ile Thr Thr Glu Phe ﬁgp Tyr
1 . 5 ' '

musculus

Gly Tyr Ser Phe Ehr Asp Tyr Thr
1

musculus

Ile Ash Pro Tyr ésn Gly Gly Thr
1

musculus

Ala Arg Glu Glu §1e Thr Lys Asp Phe égp Phe
1 .
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<212> PRT
<213> mus musculus

<400> 7
Gly Tyr Thr Phe ghr Asp Tyr Asn
1

<210> 8

<211> 8

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 8
Ile Asn Pro Asn Asn Gly Gly Thr
1 5

<210> 9

<211> 14

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 9
Ala Arg Gly Arg Tyr val Gly Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 10

<211> 10

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 10
Glu Sser val Asp Ser Tyr Ala Ash Ser Phe
1 5 10
<210> 11
<211> 3
<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 11
Arg Ala Ser
1

<210> 12

<211> 9

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 12

GIn Gln Ser Lys g]u Asp Pro Leu Thr
1

<210> 13
<211> 10
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<212> PRT
<213> mus musculus

<400> 13
Glu Ser Ile Asp Thr Tyr Gly Asn Ser Phe
1 5 10
<210> 14
<211> 9
<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 14
GIn GIn ser Asn Glu Asp Pro Phe Thr
1 5

<210> 15

<211> 6

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 15

Glu Asn Ile Tyr Ser Asn
1 5

<210> 16

<211> 3

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 16

Ala Ala Thr
1

<210> 17

<211> 9

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 17
GIn His Phe Trp Gly Pro Pro Tyr Thr
1 5

<210> 18

<211> 118

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 18
Glu val Gin Leu ng Gl ser Gly Pro Glu Leu val Lys Pro §¥v Ala
1

18
Ser val Lys Ile Ser Cys tys Thr ggr Gly Tyr Ile phe §gr Ata Tyr
20
Thr met gés Trp val Arg Gln sgr Ley Gly Glu ser ;gu Asp Trp Ile
: 4
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Gly Gly Ile Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn GIn Lys Phe

50 55 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Asp Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala val Tyr Tyr Cys
85 ' 90 95
Ala Arg Ser Glu Ile Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110
Ala Leu Thr val Ser Ser
115
<210> 19
<211> 118
<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 19

Glu val GIn Leu Gln GIn Ser Gly Pro Glu Leu Vval Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Met Lys %8e Ser Cys Lys Ala ggr Gly Tyr Ser Phe ggr Asp Tyr
Thr Leu Asn Trp val Lys GlIn Ser His Gly Lys Thr Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Egu Ile Asn Pro Tyr ?sn Gly Gly Thr Thr gyr Asn GIn Lys Phe
5 0
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Leu Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Glu Glu Ile Thr Lys Asp Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 ' 110
Thr Leu Thr val Ser Ser
115

<210> 20

<211> 121

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 20
§1u val Leu Leu §1n GIn ser Gly Pro Glu Leu val Lys Pro g;y Ala
10
Ser val Lys %8e Pro Cys Lys Ala ggr Gly Tyr Thr Phe ggr Asp Tyr
Asn Met ggp Trp val Lys GIn Ser His Gly Met Ser Leu Glu Trp Ile
40 45
Gly égp ITe Asn Pro Asn égn Gly Gly Thr Ile gge Asn Gln Lys Phe
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Arg ger Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
5 920 95
Ala Arg Gly Arg Tyr val Gly Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly
100 105 110
GIn Gly Thr ser val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 21
<211> 111
<212> PRT



PE2188312

<213> mus musculus

<400> 21

Asp Ile
1
Gin Arg

Ala Asn

Lys Leu
50

Arg Phe

65

Pro Vval

Glu Asp

<210> 22

<211> 111
<212> PRT
<213> mus musculus

<400> 22
Gly Ile
1 .
GIn Arg

Gly Asn

Lys Leu
50

Arg Phe

65

Pro val

Glu Asp

<210> 23

<211> 107
<212> PRT
<213> mus musculus

<400> 23

Asp Ile
1
Glu Thr

Leu Ala

Tyr Ala
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr pPhe

val
Ala

ser
35

Leu
Ser
Glu

Pro

val
Ala
Ser
35

Leu
Ser
Glu

Pro

Gln
val
Trp
35

Ala
ser
Phe

Gly

Leu

Thr

20
Phe

Ile
Gly
Ala

Leu
100

Leu
Thr
20

Phe
Ile
Gly
Ala

Phe
100

Met
Thr
20

Tyr
Thr
Gly
Gly

Gly
100

Thr
5
Ile

Met
Tyr
Ser
Asp

85
Thr

Thr
5

Ile
Ile
Tyr
Ser
Asp

85
Thr

Thr
Ile
Gln
Asn
Thr
Ser

85
Gly

Gln
ser
His
Arg
Gly
70

Asp

Phe

Gln
Ser
His
Arg
Gly
70

Asp

Phe

Gln
Thr
Gln
Leu
Gln
70

Tyr

Thr

Ser
Ccys
Trp
Ala
55

Ser
val

Gly

Ser
Cys
Trp
Ala
55

Ser
ser

Gly

Ser
Cys
Lys
val
55

Tyr
Tyr

Lys

- 170 -

Pro
Arg
Tyr
40

Ser
Arg
Ala

Ser

Pro
Arg
Tyr
40

Ser
Arg
Ala

ser

Pro
Arg
Gln
40

Asp
ser
Cys

Leu

Ala

Ala

25
Gln

Asn
Thr
Thr

Gly
105

Ala
val
25

Gln
Asn
Thr
Thr

Gly

105

Ala
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln

Glu
105

Ser
10
Ser

Gln
Leu
Asp
Tyr

90
Thr

Ser
10

Ser
Gln
Leu
Asp
Tyr

a0
Thr

Ser
10

Ser
Lys
val
Lys
His
90

Ile

Leu
Glu
Lys
Glu
Phe
75

Tyr

Lys

Leu
Glu
Lys
Glu
Phe
75

Tyr

Lys

Leu
Glu
Ser
Pro
Ile
75

Phe

Lys

Ala
Ser
Pro
Ser
60

Thr
Cys

Leu

Ala
Ser
Pro
ser
Thr
Cys

Leu

Ser
Asn
Pro
Ser
60

AsSn

Trp

val
val

Gly
45

Gly
Leu
Gln

Glu

val
Ile
Gly
Gly
Leu
Gln
Glu

val
Ile
Gln
45

Arg
ser

Gly

Ser
Asp
30

Gln
Ile
Thr
Gln

Met
110

Ser
Asp
30

Gln
Ile
Thr
Gln

Met
110

Ser
Tyr
30

Leu
Phe
Leu

Pro

Leu
15
sSer

Pro
Pro
Ile
Ser

95
Lys

Leu
15

Thr
Pro
Pro
Ile
Ser

95
Lys

val
15

Ser
Leu
ser
Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Pro
Ala
Asn

80
Lys

Gly
Tyr
Pro
Ala
Asn

80
Asn

Gly
Asn
val
Gly
Ser

80
Tyr
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

24

24

DNA

mus musculus

24

ggatacatat tcactgcata cacc 24

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

<400>

25

24

DNA

mus musculus

25

attaaaccaa acaatggtct tgct 24

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

<400>

26

33

DNA

mus musculus

26

gcaagatctg agattacgac ggaatttgac tac

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

<400>

27

24

DNA

mus musculus

27

ggttattcat tcactgacta cacc 24

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

<400>

28

24

DNA

mus musculus

28

attaatcctt acaatggtgg tact 24

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

<400>

29

33

DNA

mus musculus

29

gcaagagagg aaattacgaa ggactttgat ttc

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

<400>

30

24

DNA

mus musculus

30

33

33
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ggatacacat tcactgacta caac 24

<210> 31

<211> 24

<212> DNA

<213> mus musculus

<400> 31
attaatccta acaatggtgg tact 24

<210> 32

<211> 42

<212> DNA

<213> mus musculus

<400> 32

172 -

gcaagaggga ggtatgttgg ttactactat gctatggact ac

<210> 33

<211> 30

<212> DNA

<213> mus musculus

<400> 33
gaaagtgttg atagttatgc caatagtttt

<210> 34

<211> 9

<212> DNA

<213> mus musculus

<400> 34
cgtgcatce 9

<210> 35

<211> 27

<212> DNA

<213> mus musculus

<400> 35
cagcaaagta aggaggatcc tctcacg

<210> 36

<211> 30

<212> DNA

<213> mus musculus

<400> 36
gaaagtattg atacttatgg caatagtttt

<210> 37

<211> 27

<212> DNA

<213> mus musculus

30

27

30

42
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<400> 37

cagcaaagta atgaggatcc attcacg

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

38
18
DNA

<400> 38
gagaatattt

<210> 39
<211> 9
<212> DNA
<213>

<400> 39
gctgcaaca

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

40
27
DNA

<400> 40

caacattttt ggggtcctcc

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

41
354
DNA

<400> 41

gaggtccagc
tcctgcaaga
cttggagaga
aaccagaagt
atggacctcc
attacgacgg

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

42
354
DNA

<400> 42

gaggtccagc
tcctgcaagg
catggaaaga
aaccagaagt
atggagctcc
attacgaagg

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

43
363
DNA

mus musculus

acagtaat

mus musculus

mus musculus

mus musculus

tgcaacagtc
cttctggata
gccttgactg
tcaagggcaa
gcagcctgac
aatttgacta

mus musculus

tgcaacagtc
cttctggtta
cccttgagtg
tcaagggcaa
tcagtctgac
actttgattt

mus musculus

18

gtacacg

tggacctgag
catattcact
gattggaggt
ggccacattg
atctgaggat
ctggggccaa

tggacctgaa
ttcattcact
gattggactt
ggccacatta
atctgaggac
ctggggccaa

173 -

27

27

ctggtgaagc
gcatacacca
attaaaccaa
actgtagaca
tctgcagtct
ggcaccgctc

ctggtgaagce
gactacaccc
attaatcctt
actgtagaca
tctgcagtct
ggcaccactc

ctggggcttc
tgcactgggt
acaatggtct
agtcctccag
attactgtgc
tcacagtctc

ctggagcttc
tgaactgggt
acaatggtgg
agtcatccag
attactgtgc
tcacagtctc

agtgaagata
gaggcagagc
tgctaactac
cacagcctac
aagatctgag
ctca

aatgaagatt
gaagcagagc
tactacctac
cacagcctac
aagagaggaa
ctca

60
120
180
240
300
354

60
120
180
240
300
354
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<400> 43
gaggtcctgce
ccctgcaagg
catggaatga
aaccagaagt
atggagctcc
tatgttggtt
tca

44
333
DNA

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

<400> 44

gacattgtgc
atatcctgca
cagcagaaac
gggatccctg
cctgtggagg
acgttcggct

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

45
333
DNA

<400> 45

ggcattgtgt
atatcctgca
cagcagaaac
gggatccctg
cctgtggagg

acgttcggcet

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

46
321
DNA

<400> 46

gacatccaga
atcacatgtc
ggaaaatctc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagc

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

47
24
DNA

<220>

tgcaacagtc
cttctggata
gccttgagtg
tcaagggcaa
gcagcctgac
actactatgc

mus musculus

tgacccaatc
gagccagtga
caggacagcc
ccaggttcag
ctgatgatgt
cggggacaaa

mus musculus

tgacccaatc
gagtcagtga
caggacagcc
ccaggttcag
ctgatgattc

cggggacaaa

mus musculus

tgactcagtc
gagcaagtga
ctcagctect
gcagtggatc
ggagttatta
tggagataaa

tggacctgag
cacattcact
gattggagat
ggccacattg
atctgaggac
tatggactac

tccagettct
aagtgttgat
acccaaactc
tggcagtgag
tgcaacctat
attggaaatg

tccagcttct
aagtattgat
acccaaactc
tggcagtggg

tgcaacctat

gttggaaatg

tccagectcc
gaatatttac
ggtctatgct
aggcacacag
ctgtcaacat
9

Sequéncia artificial

174 -

ctggtgaagc
gactacaaca
attaatccta
actgtagaca
actgcagtct
tggggtcaag

ttggctgtgt
agttatgcca
ctcatctatc
tctaggacag
tactgtcagc
aaa

ttggctgtgt
acttatggca
ctcatctatc
tctaggacag
tactgtcagc

aaa

ctatctgtat
agtaatttag
gcaacaaact
tattccctca
ttttggggtc

ctggggcttc
tggactgggt
acaatggtgg
agtcctccag
attactgtgc
gaacctcagt

ctctagggcea
atagttttat
gtgcatccaa
acttcaccct
aaagtaagga

ctctaggaca
atagttttat
gtgcatccaa
acttcaccct
aaagtaatga

ctgtgggaga
catggtatca
tagtagatgg
agatcaacag
ctccgtacac

agtgaagata
gaagcagagc
tactatcttc
cacagcctac
aagagggagg
caccgtctcc

gagggccacc
gcactggtac
cctagaatct
caccattaat
ggatcctctc

gagggccacc
acactggtac
cctagaatct
caccattaat
ggatccattc

aactgtcacc
gcagaaacag
tgtgccatca
cctgcagtct
gttcggaggg

<223> Iniciador para o gene constitutivo da proteina Ribossomal,

de, PO

<400> 47

(RPLO)

60
120
180
240
300
360
363

60
120
180
240
300
333

60
120
180
240
300

333

60
120
180
240
300
321

gran-
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gaaactctgc attctcgctt cctg 24

<210> 48

<211> 22

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Iniciador para o gene constitutivo da proteina Ribossomal, gran-
de, PO (RPLO)

<400> 48
aggactcgtt tgtacccgtt ga 22

<210> 49

<211> 26

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Iniciador para o gene constitutivo da proteina Ribossomal, gran-
de, PO (RPLO)

<400> 49
tgcagattgg ctacccaact gttgca 26

<210> 50

<211> 18

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Iniciador para HGF

<400> 50
aacaatgcct ctggttcc 18

<210> 51

<211> 20

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Iniciador para HGF

<400> 51
cttgtagctg cgtcctttac 20

<210> 52

<211> 27

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sonda para HGF
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<400> 52
ccttcaatag catgtcaagt ggagtga 27

<210> 53

<211> 28

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Iniciador para c-Met

<400> 53
cattaaagga gacctcacca tagctaat 28

<210> 54

<211> 22

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Iniciador para c-Met

<400> 54
cctgatcgag aaaccacaac ct 22

<210> 55

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sonda para c-Met

<400> 55
catgaagcga ccctctgatg tccca 25

<210> 56

<211> 8

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 56
Gly Tyr Thr phe ghr Ser Tyr Trp
1

<210> 57

<211> 8

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 57

Ile Asn Pro Thr Thr Gly Ser Thr
1 5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

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

<400>

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

<400>

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

<400>

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

<400>

58
11
PRT
mus

58

59

PRT
mus

59

60

PRT
mus

60

61

PRT
mus

61

62

118
PRT
mus

62

GIn val

Ser val

Trp

Met

Gly Tyr

50

Lys Asp

65

Met Gln

Ala

Ile

Leu val

musculus

- 177 -

Q]a Ile Gly Gly Tyr Gly Ser Trp Phe Ala Tyr
5 10

musculus

musculus

musculus

Ser Ser val Ser Ser Thr Tyr

1

5

Thr Thr Ser

1

Tis Gln Trp Ser Ser Tyr Pro Phe Thr
5

musculus

Gln Leu

Lys Met
20

Asn Trp

35

ITe Asn

Lys Ala
Leu Ser
Gly Gly

100
Thr val

Gln
Ser
val
Pro
Thr
Ser
85

Tyr

Ser

Gln
Cys
Lys
Thr
Leu
70

Leu
Gly
Ala

Ser
Lys
Gln
Thr
55

Thr
Thr

Ser

Gly
Ala
Arg
40

Gly
Ala
Ser

Trp

Ala
Ser
25

Pro
ser
Asp
Glu

Phe
105

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp
Ala

Leu
Tyr
Gln
ASp
Ser
75

ser

TYyr

Ala
Thr
Gly
TYyr
60

Ser
Ala

Trp

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Asn
val

Gly

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr

Gln
110

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr

Gly

Tyr
Ile
Leu
Tyr
80

Cys

Thr
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115

<210> 63

<211> 108

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 63

$1n Ile val Leu

Glu Lys val Thr

20

Tyr Leu ;gr Trp

Ile Tyr Thr Thr
50 :

Gly ser Gly ser

65 .

Thr Glu Asp Ala

Phe Thr Phe Gly
100

<210> 64

<211> 24

<212> DNA

<213> mus musculus

<400> 64

ggctacactt ttacttccta ctgg

<210> 65

<211> 24

<212> DNA

<213> mus musculus

<400> 65

attaacccta ccactggttc tact

<210> 66

<211> 33

<212> DNA

<213> mus musculus

<400> 66

Thr GIn
Eeu Thr
Tyr Gin
Ser Ile

Gly Thr

ser
Cys
Gln
Leu
Ser
Tyr
THr

- 178

Pro
Ser
Lys
40

Ala
Tyr
Phe

Lys

24

24

Ala
Ala
25

Pro
Ser
ser
Cys

Leu
105

gcaataggag gatatgggtc ctggtttgct tac

<210> 67

<211> 21

<212> DNA

<213> mus musculus

<400> 67

tcaagtgtaa gttccaccta c¢

21

Ile
10

ser
Gly
Gly
Leu
His
90

Asp

33

Met
ser
ser
val
Thr
Gln

Ile

Ser
ser
ser
Pro
60

Ile
Trp

Lys

Ala
val
Pro
45

Ala
Ser

Ser

ser
ser
30

Lys
Arg
ser

ser

Pro
15

Ser
Leu
Phe
Met

Tyr
95

Gly
Thr
Trp
ser
Glu

80
Pro
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<210> 68
<211> 9
<212> DNA
<213>

<400> 68
accacatcc

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

69
27
DNA

<400> 69

mus musculus

9

mus musculus

catcagtgga gtagttaccc attcacg

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

70
354
DNA

<400> 70

caggtccagc
tcctgcaagg
cctggacagg
aatcagaagt
atgcaactga
tatgggtcct

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

71
324
DNA

<400> 71

caaattgttc
ttgacctgca
ccaggatcct
gctcgcttca
actgaagatg
tcggggacaa

Lisboa,

mus musculus

ttcagcagtc
cttctggcta
gtctggaatg
taaaggacaa
gcagcctgac
ggtttgctta

mus musculus

tcacccagtc
gtgccagctc
cccccaaact
gtggcagtgg
ctgcctctta
agttggacat

tggggctgaa
cacttttact
gattggatac
ggccacattg
atctgaggac
ctggggccaa

tccagcaatc
aagtgtaagt
ctggatttat
gtctgggacc
tttctgccat
aaaa

179 -

27

ctggcaaaac
tcctactgga
attaacccta
actgcagaca
tctgcagtct
gggactctgg

atgtctgcat
tccacctact
accacatcca
tcttactctc
cagtggagta

21 de agosto de 2015

ctggggcctc
tgaactgggt
ccactggttc
aatcctccaa
attactgtgc
tcactgtctc

ctcctgggga
tgtactggta
tcctggctte
tcacaatcag
gttacccatt

agtgaagatg
gaaacagagg
tactgactac
cacagcctac
aataggagga
tgca

gaaggtcacc
ccagcagaag
tggagtccect
cagcatggag
cacgttcggc

60
120
180
240
300
354

60
120
180
240
300
324
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REIVINDICACOES
1. Anticorpo isolado ou um dos seus fragmentos
divalentes de ligacdo a c-Met, caracterizado por o

anticorpo compreender uma cadeia pesada compreendendo CDR-
H1, CDR-H2 e CDR-H3 compreendendo, respectivamente, a
sequéncia de aminodcidos SEQ ID Nos. 1, 2 e 3; e uma cadeia
leve compreendendo CDR-L1, CDR-LZ e CDR-L3 compreendendo,
respectivamente, a sequéncia de aminoédcidos SEQ ID Nos. 10,

11 e 12.

2. Anticorpo da reivindicacdo 1, ou um dos seus
fragmentos divalentes de ligacdo a c-Met, caracterizado por
compreender uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminodcidos SEQ ID No. 18 e uma cadeia leve compreendendo a

sequéncia de aminodcidos SEQ ID No. 21.

3. Hibridoma de murino capaz de secretar um
anticorpo como reivindicado na reivindicacdo 2, caracte-
rizado por o referido hibridoma ser o hibridoma de murino
depositado na CNCM, Institut Pasteur, Paris, em 14 de Marcgo

de 2007 sob o numero 1-3731.

4, Anticorpo das reivindicacgbes 1 ou 2, ou um
dos seus fragmentos divalentes de ligacdo a c-Met, carac-
terizado por o referido anticorpo ser um anticorpo mono-

clonal.
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5. Anticorpo da reivindicacédo 4, ou um dos seus
fragmentos divalentes de ligacdo a c-Met, caracterizado por
o referido anticorpo ser um anticorpo quimérico, em que as
regides constantes de cadeia leve e cadeia pesada séo

derivadas de um anticorpo de humano.

o. Anticorpo de uma das reivindicacdo 1 a 5, ou
um dos seus fragmentos divalentes de ligacdo a c-Met,
caracterizado por ser capaz de se ligar especificamente a

c-Met.

7. Anticorpo da reivindicacdo 6, um dos seus
fragmentos divalentes de ligacdo a c-Met, caracterizado por
ser capaz de 1inibir a ativacdo dependente de ligando e

independente de ligando de c-Met.

8. Anticorpo da reivindicacdo 7, ou um dos seus
fragmentos divalentes de ligacgédo a c-Met, caracterizado por

ser capaz de inibir a dimerizacdo de c-Met.

9. Acido nucleico isolado caracterizado por ser

escolhido dos segquintes &acidos nucleicos:

a) um &acido nucleico, DNA ou RNA, gue codifica um
anticorpo ou um dos seus fragmentos divalentes de
ligacdo a c-Met, como reivindicado numa das reivin-
dicacdes 1 e 2;

b) um &cido nucleico compreendendo uma sequéncia de

DNA compreendendo a sequéncia CDR-H1 SEQ ID No. 24, a
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sequéncia CDR-H2 SEQ ID No. 25, a sequéncia CDR-H3 SEQ
ID No. 26 e a sequéncia CDR-L1 SEQ ID No. 33, a
sequéncia CDR-L2 SEQ ID No. 34 e a sequéncia CDR-L3
SEQ ID No. 35;

c) um &4cido nucleico compreendendo uma sequéncia de
DNA compreendendo a sequéncia de cadeia pesada SEQ ID
No. 41 e a sequéncia de cadeia leve SEQ ID No. 44;

d) os &cidos nucleicos de RNA correspondentes dos
dcidos nucleicos conforme definido em b) e/ou c); e

e) os 4cidos nucleicos complementares dos &cidos

nucleicos conforme definido em a), b) e c).

10. Vetor compreendendo um &cido nucleico como

reivindicado na reivindicacado 9.

11. Célula hospedeira compreendendo um vetor

como reivindicado na reivindicacdo 10.

12. Método para a producdo de um anticorpo ou um
dos seus fragmentos divalentes de ligacdo a c-Met, como
reivindicado numa das reivindicacdes 1, 2 e 4-8, caracte-

rizado por o método compreender:

a) cultura de uma célula hospedeira como reivindicada
na reivindicacdo 11, em um meio e sob condicdes de
cultura apropriados; e

b) a recuperacdo dos referidos anticorpos ou um dos

seus fragmentos divalentes de ligacdo a c-Met, a
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partir do meio de cultura ou das referidas células

cultivadas.

13. Anticorpo, ou um dos seus fragmentos
divalentes de ligacdo a c-Met, das reivindicacées 1, 2 e 4-
8, ou obtido pelo método da reivindicacdo 12, para

utilizacdo como medicamento.

14. Composicdo compreendendo, como um principio
ativo, um composto consistindo em um anticorpo ou um dos
seus fragmentos divalentes de 1ligacdo a c-Met, como
reivindicado em uma das reivindicacbes 1, 2 e 4-8, ou
obtido pelo método da reivindicacdo 12 ou produzido através

do hibridoma produzido de acordo com a reivindicacdo 3.

15. Composicdo da reivindicacdo 14, caracteri-
zada por compreender ainda, como um produto de combinacéo
para utilizacdo simulténea, separada ou sequencial, um

anticorpo antitumoral.

16. Composicdo da reivindicacéo 14 ou 15,
caracterizada por compreender ainda, pelo menos um agente
como um produto de combinacdo para utilizacdo simulténea,
separada ou sequencial, em que o referido agente & um

agente citotdxico/cistostético.

17. Composicdo de um das reivindicacdes 14 a 16,

caracterizada por pelo menos um dos referidos anticorpos ou
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um dos seus fragmentos divalentes de ligacdo a c-Met, ser

conjugado com uma toxina celular e/ou um radioelemento.

18. Composicéo como reivindicada numa das

reivindicacdes 14 a 17, para utilizacdo como medicamento.

19. Utilizacdo de um anticorpo ou um dos seus
fragmentos divalentes de ligacéao a c-Met, das
reivindicagcdes 1, 2 ou 4-8, ou obtido pelo método da
reivindicacdo 12, ou produzido através do hibridoma de
acordo com a reivindicacdo 3, ou de uma composicdo das
reivindicacdes 14 a 17, para a preparacdo de um medica-

mento, para a prevencdo ou tratamento de cancro.

20. Utilizacdo da reivindicacdo 19, caracte-
rizada por o referido cancro ser um cancro escolhido a
partir de cancro de prdstata, osteosarcomas, cancro de
pulm&o, cancro de mama, cancro endometrial, glioblastoma ou

cancro de cdlon.

21. TUtilizacgcdo da reivindicacdo 19 ou 20,
caracterizada por o referido cancro ser um Ccancro
relacionado com a ativacdo de c-Met, escolhido a partir de

cancro que ¢ dependente e/ou independente de HGF.

22. Método de diagnéstico in vitro de enfermi-
dades induzidas por uma sobre-expressdo ou Subexpressdo do
recetor de c-Met partindo de uma amostra bioldgica na qual

a presenca anormal do recetor de c¢c-Met ¢é suspeita,
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caracterizado por o referido método compreender uma etapa
em que a referida amostra bioldgica ¢é contactada com o
anticorpo ou um dos seus fragmentos divalentes de ligacdo a
c-Met, das reivindicacbes 1, 2 ou 4-8, ou obtido pelo
método da reivindicacdo 12, ou produzido através do
hibridoma de acordo com a reivindicacdo 3, sendo possivel

que o referido anticorpo seja, se necessario, marcado.

Lisboa, 21 de agosto de 2015
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