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DESCRIPCION

Anticuerpo monoclonal que se une a Met en tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina y métodos
relacionados

Campo de la invencién
La presente invencion se encuentra en el campo del diagnéstico molecular y en el de la medicina.
Antecedentes de la invencién

La quinasa receptora c-Met regula la proloferaC|on migracion, diferenciacion y morfogénesis de ramificacion celular
durante el desarrollo y la homeostasis'>. Met también se expresa en la superficie celular de una variedad de
tumores sélidos humanos primarios y en sus metastasis (http://www.vai.org/meet/). La secuencia de aminoacidos del
dominio extracelular de Met humano se proporciona en la SEC ID N°: 1, aminoacidos 25-567. En su estado activado,
el receptor Met controla el crecimiento, la invasiéon y la metastasis de las células cancerosas a través de multiples
vias de transduccion de sefiales®. En algunas lineas celulares de cancer, la pérdida de la expresion de Met a traves
del silenciamiento promueve la apoptosis, o que demuestra que Met es necesario para la su ervivencia>”. La
actividad de Met aumenta a través de mutaciones en los dominios quinasa o yuxtamembrana8 ' a través de la
sobreexpresion'?™, o a través de la union a su ligando, el factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF/SF)14 Y La
activacion de la mutamon de Met en la linea germinal, que estimula la activacion de Met independiente de Ilgando
es la causa del desarrollo de carcinomas papilares renales hereditarios'’. En las células cancerosas la amplificacion
selectiva del alelo mutado de Met, mejora adicionalmente la actividad global de la Met qumasa . La magnitud de
expresion de Met predice la agresividad de una serie de tipos de cancer (http.//www.val.org/met/). La deteccién y
cuantificacion precisas de la expresién de la proteina Met son necesarias para identificar los canceres que
probablemente son sensibles a los inhibidores de Met y el desarrollo de tales ensayos diagnésticos moleculares
queda muy por detras del desarrollo de farmacos.

Se ha asociado el alto nivel de expresion de c-Met con un mal pronéstico en muchos tipos de cancer, que incluyen el
de mama, de estdbmago, de cuello uterino, hepatocelular y de cabeza y cuello'?, Aproximadamente el 25% de los
canceres de ovario y el 11% de los gliomas expresan niveles altos de c-Met. En el cancer de mama, se observo la
expresion de c-Met en un subgrupo de canceres independientes de HER2, pero se asocia con la proliferacién celular
aumentada®?*. En el cancer de mama ductal, la expresion simultanea de Syndecan-1, E-cadherina y c-Met aumenta
la angiogénesis y la linfangiogénesis®. Cualquier enfermedad asociada con la expresion de c-Met se denomina en el
presente documento "enfermedad relacionada con Met". Sin embargo, se ha cuestionado la fiabilidad de los estudios
inmunohistoquimicos a la luz de la variabilidad entre lotes del antlsuero generado frente al péptido C-terminal en el
receptor c-Met, que se ha utilizado en la mayoria de los estudios®. La mayoria de los anticuerpos Met disponibles en
el mercado no son fiables (0 no han sido sometidos a ensayo rigurosamente para verificar su fiabilidad). Ademas del
aumento de la expresion de c-Met, las concentraciones elevadas de HGF/SF en el microambiente tumoral también
se han asociado con resultados adversos. Por ejemplo las células estromales tumorales hipdxicas en el cancer de
pancreas aumentan la secrecién de HGF y aceleran la progresion del cancer de pémcreas27

Las lineas celulares mesenquimales con expresion de c-Met y HGF modificada por ingenieria genética son
altamente metastasicas y la expresion del receptor c-Met mutante o la amplificacion deI locus c-Met en las lineas
celulares aumenta el fenotipo proliferativo, invasivo y metastasico de los canceres 62830 junto con Myc, el c-Met de
tipo silvestre provoca la carcinogénesis mamar|a31. El c-Met es uno de los receptores tirosina quinasa (RTK) mas
frecuentemente desregulado o modificado genéticamente en los canceres humanos avanzados y por lo tanto
representa una diana de tratamiento atractiva. Se observan mutaciones de c-Met activadoras de la quinasa en los
carcinomas esporadicos renal, de pulmén, de cabeza y cuello, hepatocelular, cancer de pulmén no microcitico
(CPNM), cancer gastrico y melanoma13323 Ademas, se ha detectado la amplificacion del locus c-Met en el
adenocarcinoma gastrico, colorrectal metastasico y esofaglco ® enfermedades relacionadas con Met adicionales.
La activacion de c-Met en las células cancerosas induce la secremon de factores angiogénicos, tales como VEGFA y
IL-8 e inhibe la sintesis de trombospondina-1, un factor antlanglogenlco 7. Ademas, la activacion de c-Met en las
células endoteliales provoca la angiogénesis. Aunque los efectos citotoxicos de la actividad inhibidora de Met sélo
pueden darse en los canceres con c-Met activado, el efecto antiangiogénico puede existir con mayor frecuencia.

Se produjo un avance importante con el desarrollo de inhibidores de molécula pequefia de c-Met que son oralmente
bioactivos ("agentes inhibidores de Met"). De estos inhibidores, PF-2341066 demuestra especificidad para la
inhibicion de c-Met y la quinasa del linfoma anaplasico (ALK) y conduce a la regre3|on de los xenoinjertos de cancer
gastrico GTL-16 y los xenoinjertos de CPNM NCI-H441 a una dosis de 50 mg/kg/dia®®. A esta dosis, c-Met queda
inhibido por completo y se logra la maxima eficacia del farmaco con larga duracion. Los estudios preclinicos con
anticuerpos anti-c-Met con un unico brazo e inhibidores de la quinasa de molécula pequeﬁa7’3 40 asi como los
estudios clinicos tempranos en pacientes destacan adicionalmente la promesa de los inhibidores de c-Met frente a
una variedad de tipos de cancer, sus propiedades farmacodinamicas favorables y su baja toxicidad. De esta manera,
cuando se utilizan para tratar los canceres con un eje Met activo, estos farmacos pueden de hecho beneficiar a
muchos pacientes de cancer. Sin embargo, no se dispone de herramientas de diagnéstico molecular para identificar
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los tipos de cancer que poseen vias Met activas.

Se necesitan con urgencia ensayos diagnosticos moleculares para detectar la expresion y determinar el estado de
activacion de las dianas de tratamiento de los inhibidores de la quinasa para mejorar el tratamiento de los pacientes
con cancer. Los farmacos que se unen a receptores de la superficie celular, o que penetran en las células e inhiben
las quinasas receptoras y no receptoras, muestran grandes promesas en la practica clinica, sin embargo la
deteccién de las dianas correspondientes en los canceres humanos presenta un gran desafio. Ademas del ensayo
Hercept para la medicién cuantitativa de la expresion de Her-2/Neu, que requeria un desarrollo largo y arduo para su
uso en las muestras clinicas de rutina y la aprobacién de la FDA, no se dispone de ensayos diagnésticos validados
para la expresion de la proteina quinasa receptora o no-receptora. La dificultad para desarrollar estos reactivos de
diagndstico se deriva del bajo nivel de expresion de las quinasas, el estado de activacion labil, que depende de la
fosforilacion de proteinas y la baja especificidad de los anticuerpos frente a la mayoria de los fosfoepitopos, que
indican la actividad quinasa. Por consiguiente, la mayoria de las tirosina quinasas receptoras (RTK) carecen de los
reactivos de deteccion para las mediciones de la expresion en tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina
(FFPE), que es la preparacion de tejidos mas comunmente obtenida a partir de canceres de pacientes. Resulta cada
vez mas evidente que la estratificacion de pacientes para el tratamiento con inhibidores de la quinasa es crucial para
el éxito con la actividad antineoplasica de este grupo de agentes. Para un tipo de tumor soélido dado, la frecuencia de
los canceres que expresan la proteina diana sensible al farmaco es pequefia. Por lo tanto, si los pacientes no se
seleccionan cuidadosamente para el tratamiento, muchos agentes podian dejar de demostrar eficacia en la fase Il y
en la fase lll de los ensayos clinicos.

El receptor c-Met es particularmente dificil de medir en tejidos FFPE, debido a la eleccién de reactivos pobres, la
validacion insuficiente del rendimiento de los anticuerpos c-Met en los tejidos FFPE y la sensibilidad de c-Met a la
fijacion en formalina. Teniendo en cuenta la promesa de agentes inhibidores de c-Met novedosos en la practica
clinica, se necesitan ensayos diagndsticos de acompafiamiento para identificar a los pacientes que potencialmente
se beneficiarian de estos agentes.

Pozner-Moulis et al. (Laboratory Investigation (2007) 87, 251-260) analizan la validaciéon de anticuerpos mediante un
andlisis cuantitativo de la expresion de proteinas utilizando como modelo la expresién de Met en el cancer de mama.
Garcia et al. (British Journal of Cancer (2007) 96, 329-335) describe la sobreexpresion de c-Met en los carcinomas
inflamatorios de mama por cuantificacién automatizada en micromatrices de tejidos.

Resumen de la invencion

La presente invencion incluye un anticuerpo monoclonal "Met4", que es un anticuerpo monoclonal producido por la
linea celular de hibridoma depositada en la American Type Culture Collection bajo el nimero de registro PTA-7680.
La presente invencion también incluye un fragmento de unién al antigeno de dicho anticuerpo Met4. La invencion
también proporciona un anticuerpo anti-Met, o un fragmento de unién al antigeno de dicho anticuerpo, que se une al
mismo epitopo que el epitopo al que se une el anticuerpo monoclonal producido por la linea celular de hibridoma
depositada en la American Type Culture Collection bajo el nimero de registro PTA-7680, en el que el epitopo esta
dentro del polipéptido DVLPEFR en los residuos de aminoacidos 236-242 de la proteina Met humana dentro de la
secuencia SEC ID N°: 1, o el epitopo se encuentra dentro del polipéptido DVLP en los residuos de aminoacidos
236-239 de la SEC ID N°: 1. La invencion también proporciona un anticuerpo anti-Met que se une a un polipéptido
que consiste en los aminoacidos identificados en la SEC ID N° 1 como 236-239, o un fragmento de unién al antigeno
de dicho anticuerpo. En el presente documento también se describe un anticuerpo anti-Met, o un fragmento o
derivado de dicho anticuerpo, que compite con Met4 por la unién a Met. En este documento se describe
adicionalmente un anticuerpo monoclonal, o derivado o fragmento de unién al antigeno del mismo, que tiene todas
las caracteristicas bioldgicas de identificacion del anticuerpo monoclonal producido por la linea celular de hibridoma
depositada en la American Type Culture Collection bajo el nimero de registro PTA-7680; un anticuerpo monoclonal
especifico para Met, donde la region variable de la cadena ligera y/o la cadena pesada de dicho anticuerpo, o un
sitio de unién al antigeno de dichas regiones variables, tiene todas las caracteristicas estructurales o de
identificacion bioldgica de los sitios o las regiones correspondientes del anticuerpo monoclonal producido por la linea
celular de hibridoma depositada en la American Type Culture Collection bajo el nimero de registro PTA-7680; un
anticuerpo monoclonal especifico para Met que se une al mismo epitopo que el epitopo al que se une el anticuerpo
monoclonal producido por la linea celular de hibridoma depositada en la American Type Culture Collection bajo
namero de registro PTA-7680 (o derivado o fragmento de unién al antigeno de dicho anticuerpo); un anticuerpo
monoclonal que se une a un polipéptido que incluye los aminoacidos identificados en la SEC ID N° 1 como 236-242,
o un derivado o fragmento de union al antigeno de dicho anticuerpo, y, un anticuerpo monoclonal que se une a un
polipéptido que incluye los aminoacidos identificados en la SEC ID N° 1 como 236-239, o un derivado o fragmento
de union al antigeno de dicho anticuerpo.

La invencion también incluye una composicion que comprende los anticuerpos anti-Met o los fragmentos de union al
antigeno del mismo de la invencion. En el presente documento también se describe una composicidon que
comprende cualquiera de los fragmentos, derivados o anticuerpos monoclonales descritos en el parrafo anterior. El
fragmento, derivado o anticuerpo monoclonal de las composiciones anteriormente indicadas puede ligarse a un resto
detectable.
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Ademas, en el presente documento se describe una composicion util para el diagndstico con la composicion del
parrafo anterior, y un portador o excipiente diagndsticamente aceptable. Ademas, con esta composicion, el
fragmento, derivado o anticuerpo monoclonal puede ligarse a un resto detectable.

La invencion también incluye un kit, que tiene: (a) un primer recipiente que comprende un anticuerpo o fragmento de
union al antigeno del mismo de la invencién, (b) un segundo recipiente con un portador, tal como un excipiente o
portador diagnésticamente o farmacéuticamente aceptable; y (c) las instrucciones para el uso del anticuerpo para la
deteccion de Met, el diagndstico, el pronostico o la evaluacién de un agente inhibidor de Met. Con este kit, el
fragmento, derivado o anticuerpo monoclonal puede ligarse a un resto detectable. Ademas, este kit puede incluir un
segundo fragmento, derivado o anticuerpo monoclonal; segundo fragmento, derivado o anticuerpo monoclonal que
se une al fragmento, derivado o anticuerpo monoclonal del primer recipiente, y el segundo anticuerpo puede
marcarse con un resto detectable. Ademas, este también puede incluir un agente inhibidor de Met.

La presente invencion también incluye varios métodos. En primer lugar hay un método para detectar la presencia de
Met en una muestra biolégica, muestra de la que se sospecha que expresa Met, que comprende las etapas de: (a)
proporcionar una muestra de la que se sospecha que expresa Met obtenida de un paciente (b) proporcionar una
composicion de la invencion; (c) poner en contacto la muestra con esta composicién y (d) detectar la presencia de
Met en la muestra. El segundo es un método para diagnosticar o pronosticar una enfermedad relacionada con Met
en un paciente que tiene o del que se sospecha que tiene una enfermedad relacionada con Met, que comprende las
etapas de: (a) proporcionar una composicion de la invencién, (b) poner en contacto con esta composicion un tejido o
una muestra biolégica obtenida del paciente, (c) determinar el nivel de expresion de Met en el tejido o en la muestra,
y (d) comparar el nivel de expresiéon con un control adecuado. La enfermedad relacionada con Met puede ser el
cancer, y el cancer puede ser el cancer de ovario. Por Ultimo hay un método para determinar la eficacia de un
agente inhibidor de Met, que comprende las etapas: (a) proporcionar un primer tejido o muestra biolégica obtenida
de un paciente que tiene un cancer relacionado con Met, (b) proporcionar una composicion de la invencion; (c) poner
en contacto el primer tejido o muestra bioldgica y el tejido o la muestra post-tratamiento, obtenida después de tratar
al paciente con un agente inhibidor de Met, con esta composicion, (d) determinar el nivel de expresién de Met en
cada uno del primer tejido o muestra biolégica y el tejido o la muestra post-tratamiento, y (e) comparar el nivel de
expresion de Met en el primer tejido o muestra bioldgica con el nivel de expresion de Met en el tejido o en la muestra
post-tratamiento para determinar la eficacia de dicho agente inhibidor de Met. En cada uno de estos métodos, el
tejido o la muestra o las muestras bioldgicas pueden fijarse en formalina.

La invencion también incluye la linea celular de hibridoma depositada en la American Type Culture Collection bajo el
numero de registro PTA-7680.

Los expertos en la materia podran comprender y apreciar mejor estas y otras caracteristicas, ventajas y objetos de la
presente invencion por referencia a la siguiente memoria descriptiva, reivindicaciones y dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras IA a IF muestran la especificidad de Met4. Las Figuras IA y IB muestran las secciones de los bloques de
tejido FFPE tefiidos con Met4 (Panel A) o C28 (Panel B). La expresion de Met se produce especificamente en las
células epiteliales basales (eje de la flecha larga con punta de flecha cerrada), las células endoteliales (punta de
flecha cerrada, sin eje) y en la membrana basolateral de las células secretoras (flecha larga y punta de flecha
abierta). Las figuras IC a IF muestran la tincion por inmunofluorescencia con Met4 y C28. Las células de cancer
gastrico MKN45 (positivas para Met) y las células NIH3T3 (negativas para Met) se co-cultivaron y se fijaron con
formalina. La Figura 1C muestra Met4; La Figura 1D muestra Brighfield; la Figura 1E muestra Met C28, y la Figura
1F es una superposicion de las Figuras 1C y 1E.

La Figura 2 es una transferencia de Western que caracteriza el epitopo de Met4. Se realiz6 la transferencia de
Western de las proteinas de los lisados celulares de células cancerosas de ovario IGROV1 positivas para Met o
A2780 negativas para Met. Se traté la membrana de nitrocelulosa con formalina al 10%, se hizo hervir en solucién
de recuperacién de antigeno o se sometié a ambos tratamientos de forma secuencial. Las membranas tratadas se
sondaron con Met4 y se desarrollaron utilizando quimioluminiscencia. LC: control de carga.

Las Figuras 3A-3C comparan la reactividad a Met4 y Met C-28 en las lineas celulares de cancer de ovario fijadas en
formalina. La Figura 3A es una transferencia de Western de las lineas celulares de cancer de ovario sondadas con
Met C-28. LC: control de carga. En la Figura 6 se muestran los resultados de la expresion de ARN proporcionales a
la expresion de proteinas observada. La Figura 3B muestra la tincion inmunohistoquimica con C28 y Met4 de
sedimentos celulares FFPE de las lineas celulares de cancer de ovario. El color marrén indica la expresién positiva
del receptor Met. Es de destacar que todas las lineas celulares se tifien con Met C-28. En cambio la reactividad a
Met4 se correlaciona con la expresion de Met medida en la transferencia de Western. La Figura 3C es un grafico que
muestra una correlaciéon entre las intensidades de sefial del WB y las mediciones IHC. El WB se sondé con el
anticuerpo monoclonal 3D4 (Zymed) y se cuantifico la expresion de c-Met utilizando el sistema LICOR. La IHC se
realizé con Met4 a una dilucién de 1:500 (4 ug/ml). El coeficiente de correlacion de Pearson es 0,602.
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Las Figuras 4A y 4B muestran la especificidad de la unién de Met4 en las lineas celulares fijadas en formalina. La
Figura 4A es una transferencia de Western de las lineas celulares de cancer de ovario sondadas con Met C-28. Se
utiliza B-tubulina como control de carga. La Figura 4B muestra una tincién inmunohistoquimica con Met4 de los
sedimentos celulares FFPE. El color marrén indica la expresion positiva del receptor Met. U118: glioblastoma,
SW1783: glioblastoma U373: glioblastoma, NIH3T3: fibroblastos de ratén, DBTRG: glioblastoma, U87: glioblastoma,
S114: células NIH 3T3 transfectadas con los genes humanos para HGF/SF y Met 23, MCF7: cancer de mama.

Las Figuras 5A y 5B muestran la reactividad a Met4 en los canceres de ovario y el glioblastoma. Las secciones de
los canceres de ovario (Figura 5A) o una micromatriz de tejido de glioma (Figura 5B) se tifieron con Met4. Se
tomaron imagenes con un aumento de 400X. Se incluyeron controles negativos y positivos de tejidos de préstata en
cada tincion y se muestran en la Figura 3B (panel inferior derecho). En las Tablas 2 y 3 se muestran los resimenes
de las tinciones histoldgicas.

La Figura 6 es una mancha de transferencia que muestra la expresion de ARN de Met en las lineas celulares de
cancer de ovario. El ARN se aislo6 a partir de lineas celulares de cancer de ovario. Se amplificé un fragmento dentro
del dominio Met quinasa a partir de ARN de transcripcion inversa, amplificado 32 ciclos y se visualizé en un gel de
agarosa.

La Figura 7 muestra la seleccién con la biblioteca de péptidos expresados en fagos.
Figura 8 es un diagrama de flujo del procedimiento para el mapeo del epitopo de Met4.

La Figura 9 es un grafico de barras que muestra los valores OD450nm del ELISA de los clones de fagos especificos
para Met4 recuperados de la biblioteca 12 de expresion en fagos en comparacion con el tipo silvestre M13.

Las Figuras 10A-C muestran el ELISA competitivo de Met4 RA4E en presencia del péptido 1 y 2. La Figura 10A
muestra el ELISA de Met4 (1:10.000) en presencia del péptido 1 diluido en serie (relacion molar 10 a 320 veces de
Met4). La Figura 10B muestra el ELISA de Met4 en presencia del péptido 1 y 2. La Figura 10C muestra el ELISA de
RA4E en presencia del péptido 1y 2.

La Figura 11A-C muestra la tinciéon por inmunofluorescencia de Met4 y RA4E en células MKN45 y NIH3T3. Figura
11A: Rojo, Met4 y Verde, C28. Figura 11B: Rojo, Met4; Verde, RA4E. Figura 11C: Rojo, Met4 + péptido 1, Verde,
RA4E + péptido 1.

Descripcion detallada de las formas de realizacion preferentes

Las formas de realizacion preferentes de la presente invencion pueden entenderse mas facilmente por referencia a
la siguiente descripcion detallada de las formas de realizacion especificas y los Ejemplos y Listados de Secuencias
incluidos de aqui en adelante.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el significado cominmente entendido por un experto en la materia a la que pertenece la presente invencion.

La "afinidad" o "avidez" de un anticuerpo por un antigeno puede determinarse experimentalmente utilizando
cualquier método adecuado (véase, por ejemplo, Berzofsky, et al., "Antibody-Antigen Interactions", en Fundamental
Immunology, Paul, W E, Ed., Raven Press, Nueva York, NY (1984), Kuby, Jams Immunology, WH Freeman and
Company Nueva York, N,Y. (1992), y los métodos que se describen en el presente documento). La afinidad medida
de una interaccién antigeno-anticuerpo concreta puede variar si se mide bajo condiciones diferentes (por ejemplo, la
concentracion salina, el pH). De esta manera, las mediciones de afinidad y otros parametros de unién al antigeno
(por ejemplo, K sub D, CI50) se hacen preferentemente con soluciones estandarizadas de anticuerpo y antigeno, y
un tampon estandarizado.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion "muestra bioldgica" se refiere a un extracto de érgano o de
tejido y a cualquier fluido u otro material derivado del cuerpo de un sujeto normal o enfermo, tal como sangre, suero,
plasma, linfa, orina, saliva, lagrimas, fluido cerebroespinal, leche, liquido amnidtico, bilis, liquido ascitico, pus y
similares.

El término "portador" se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el que se administra el
compuesto. Tales portadores pueden ser liquidos estériles, tal como agua y aceites, que incluyen los de origen
petrolifico, animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de
sésamo y similares. Como portadores se emplean preferentemente agua o solucién acuosa, soluciones salinas y
dextrosa acuosa y soluciones de glicerol.

El término "célula" se utiliza en su sentido biolégico habitual, y no se refiere a un organismo multicelular entero. La
célula puede estar, por ejemplo, in vitro, por ejemplo, en un cultivo celular. La célula puede ser procariota (por
ejemplo, una célula bacteriana) o eucariota (por ejemplo, una célula de mamifero o de planta).
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"Derivado” se refiere a una proteina o a un polipéptido (por ejemplo, un anticuerpo) que comprende una secuencia
de aminoacidos de una proteina o de un polipéptido parental que ha sido modificado por la introduccién de
sustituciones, supresiones o adiciones de residuos de aminoacidos. La proteina o el polipéptido derivado posee una
funcién similar o idéntica a la del polipéptido parental.

La expresion "resto detectable” como se utiliza en el presente documento se refiere a un resto que puede ser
detectado y/o del que pueden obtenerse imagenes ex vivo o in vitro, mediante un procedimiento o una modalidad
descrita en el presente documento o conocida para un experto en la materia. Como se utiliza en el presente
documento, el resto detectable puede ligarse directa o indirectamente al anticuerpo Met4 de la presente invencion, a
un anticuerpo anti-Met4, un fragmento de unién, o derivado del mismo.

La expresion "marcado diagndsticamente" significa que el anticuerpo de la presente invencién, un anticuerpo
anti-Met4, un fragmento de unién, o un derivado del mismo, lleva fijado un marcador detectable diagnésticamente.

"Formaldehido” se refiere a un producto quimico organico que tiene la férmula de CH2O. El formaldehido es soluble
en agua. "Formalina" se refiere a una solucion acuosa de formaldehido.

"Fragmento" se refiere a una proteina o a un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de por lo
menos 4 residuos de aminoacidos (preferentemente, por lo menos 10 residuos de aminoacidos, por lo menos 15
residuos de aminoacidos, por lo menos 20 residuos de aminoacidos, por lo menos 25 residuos de aminoacidos, por
lo menos 40 residuos de aminoacidos, por lo menos 50 residuos de aminoacidos, por lo menos 60 residuos de
aminoacidos, por lo menos 70 residuos de aminoacidos, por lo menos 80 residuos de aminoacidos, por lo menos 90
residuos de aminoacidos, por lo menos 100 residuos de aminoacidos, por lo menos 125 residuos de aminoacidos, o
por lo menos 150 residuos de aminoacidos) de la secuencia de aminoacidos de una proteina o de un polipéptido
parental. Ejemplos de fragmentos de unién comprendidos dentro de la expresion "fragmento de unién al antigeno”
de un anticuerpo incluyen ([1]) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH,
CL y CH1, (n) un fragmento F(ab')z, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab ligados por un
puente disulfuro en la regién bisagra, (in) un fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1, ([1]v) un
fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un Unico brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward
et al. (1989) Nature 341 544-46), que consiste en un dominio VH, y también pueden utilizarse (v[r]) una region
determinante de complementariedad (CDR) aislada, anticuerpos de camélidos, y anticuerpos camelizados. Tales
anticuerpos, por ejemplo, pueden incluir las CDR de sélo uno de los dominios variables que se describen en el
presente documento. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, son codificados por genes
distintos, pueden unirse, utilizando métodos recombinantes, por un conector sintético que les permite generarse
como una Unica cadena de proteinas en la que las regiones VL y VH se emparejan para formar moléculas
monovalentes (conocidas como Fv de cadena uUnica (scFv), véase, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242
423-26, Huston et al. (1988) Proc Natl Acad Sci EE.UU. 85 5879-83). Tales anticuerpos monocatenarios también
pretenden estar comprendidos dentro de la expresiéon "fragmento de unién al antigeno" de un anticuerpo. Estos
fragmentos de anticuerpo se obtienen utilizando las técnicas convencionales conocidas para los expertos en la
materia, y los fragmentos se evaluaron para la funcion de la misma manera que los anticuerpos intactos.

Una proteina o anticuerpo que esta "ligado a un resto detectable" es uno que esta unido, covalentemente, a través
de un conector, o a través de enlaces ionicos, de van der Waals, o de hidrégeno a un marcador de manera que
pueda detectarse la presencia de la proteina o del anticuerpo detectando la presencia del marcador o resto
detectable unido a la proteina o al anticuerpo.

Un "anticuerpo monoclonal o AcMo" como se utiliza en el presente documento se refiere a un anticuerpo que es
parte de una poblacién practicamente, si no totalmente, homogénea de anticuerpos que son un producto de un unico
clon de linfocitos B. Los AcMos son conocidos en la técnica y se generan utilizando métodos convencionales; véase,
por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature 256:495-497 (1975); patente de EE.UU. N° 4.376.110; Harlow, E. et al.,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1988), Monoclonal
Antibodies and Hybridomas: A New Dimension in Biological Analyses, Plenum Press, Nueva York, N.Y. (1980); H.
Zola et al., en Monoclonal Hybridoma Antibodies: Techniques and Applications, CRC Press, 1982). Los AcMos
también pueden producirse de manera recombinante, por ejemplo, de acuerdo con la patente de EE.UU.
N° 4.816.567.

"Cribado" o "diagnostico” se refiere al diagnostico, el prondstico, la monitorizacion, la caracterizacion, la seleccion de
pacientes (incluyendo los participantes en los ensayos clinicos), y la identificacion de pacientes en riesgo o que
tienen un trastorno o evento clinico concreto o que tienen mas probabilidades de responder a un tratamiento
terapéutico concreto, o para evaluar o monitorizar la respuesta del paciente a un tratamiento terapéutico concreto.

Una "molécula pequena" se refiere a una composicion que tiene un peso molecular inferior a 3 kilodaltons (kDa), y
preferentemente inferior a 15 kilodaltons, y mas preferentemente inferior a aproximadamente 1 kilodaltons. Las
moléculas pequenas pueden ser acidos nucleicos, péptidos, polipéptidos, peptidomiméticos, carbohidratos, lipidos u
otras moléculas organicas (que contienen carbono) o inorganicas. Como comprenderan los expertos en la materia,
en base a la presente descripcidon, pueden cribarse extensas bibliotecas de mezclas quimicas y/o bioldgicas, a
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menudo extractos de algas, hongos o bacterias con cualquiera de los ensayos de la invencion.

"Sujeto” o "paciente" se refiere a un mamifero, preferentemente un ser humano, que necesita un tratamiento para
una afeccion, trastorno o enfermedad.

La expresion "célula tumoral" se refiere a una célula cancerosa, precancerosa o transformada in vivo, ex vivo, o en
cultivo tisular, que presenta cambios fenotipicos espontaneos o inducidos que no implican necesariamente la
captacion del nuevo material genético. Aunque la transformacién puede surgir de la infeccién con un virus de
transformacion y la incorporaciéon del nuevo acido nucleico genémico, o la captacion del acido nucleico exdgeno,
también puede surgir espontaneamente o después de la exposicion a un carcinégeno, mutando de esta manera un
gen endégeno. Un "tumor" incluye por lo menos una célula tumoral.

En la siguiente descripcion, se hara referencia a diversas metodologias conocidas para los expertos en la materia de
la inmunologia, la biologia celular y la biologia molecular. Los trabajos de referencia estandares que exponen los
principios generales de la inmunologia incluyen A.K Abbas et al., Cellular and Molecular Immunology (cuarta ed.),
W.B. Saunders Co., Filadelfia, 2000; C.A. Janeway et al., Immunobiology. The Immune System in Health and
Disease, Cuarta ed., Garland Publishing Co., Nueva York, 1999; Roitt, I. et al, Immunology, (edicién actual) CV.
Mosby Co., St. Louis, Mo (1999), Klein, J., Immunology, Blackwell Scientific Publications, Inc., Cambridge, Mass.,
(1990).

Los anticuerpos son polipéptidos conocidos también como moléculas de inmunoglobulina (lg), que presentan
especificidad de uniéon a un epitopo o antigeno especifico. El uso actual del término "anticuerpo" es amplio,
extendiéndose mas alla de la molécula de Ig de 4 cadenas intacta convencional (caracteristica de los anticuerpos
IgG, IgA e IgE). Un anticuerpo puede producirse en forma de anticuerpos policlonales (por ejemplo, suero
inmunoldgico fraccionado o no fraccionado) o un AcMo (véase mas adelante). También se incluyen las moléculas de
Ig con mas de una especificidad de antigeno (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico formado por la unién de las
cadenas o regiones de unién al antigeno de dos anticuerpos diferentes). Los anticuerpos son por lo general
polipéptidos que presentan especificidad de union a un antigeno especifico. Una molécula de Ig nativa es por lo
general una glicoproteina heterotetramérica, compuesta por dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas
pesadas (H) idénticas, estando ligada cada cadena L a una cadena H por un enlace disulfuro intercatenario. Enlaces
disulfuro adicionales hacen de puente entre las dos cadenas H. Cada cadena H y L tiene enlaces disulfuro
intracatenarios separados regularmente. El extremo N-terminal de cada cadena H y de cada cadena L incluye una
region (Vu y Vi) o dominio variable (V). Hacia el extremo C-terminal de los dominios V4 hay una serie de dominios
(Cn) constantes (C); las cadenas L solo tienen un Unico dominio C en su extremo C-terminal (denominado C.).
Residuos de aminoacidos concretos forman una interfaz entre los dominios V4 y V.. Las cadenas L de vertebrados
se asignan a uno de dos tipos distintos, también denominados isotipos, k y X, en base a las secuencias de
aminoacidos de sus dominios C. Dependiendo de la secuencia de sus dominios Cy, las Igs son miembros de clases
diferentes: 1gG, IgM, IgA, IgE e IgD, identificadas por sus cadenas H denominadas, respectivamente, y, 4, a, € y 3.
También se conocen varias subclases o isotipos, por ejemplo, los isotipos IgG IgG1, 1gGz, IgGs e IgGs (que
comprenden las cadenas H conocidas como y1, t2, y3 y y4, respectivamente), o los isotipos IgA IgA1, e IgAz (que
comprenden las cadenas H a1y a2, respectivamente).

Cuando se utiliza para describir dominios o regiones de moléculas de anticuerpos, el término "variable" se refiere a
secuencias de aminoacidos que difieren entre diferentes anticuerpos y que son responsables de la especificidad
antigeno-anticuerpo. La variabilidad de secuencia se distribuye uniformemente por toda la regiéon V pero por lo
general es mayor en tres regiones concretas, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR) o
regiones hipervariables, que estan presentes en los dominios Vy y V|. Las partes mas altamente conservadas de los
dominios V se llaman regiones marco (FR). Cada dominio V4 y V. comprende por lo general cuatro regiones FR que
adoptan en gran parte una configuracién de hoja 3, unida a tres CDR, que forman bucles que conectan, y en algunos
casos forman parte de, la estructura de hoja B. Las CDR en cada cadena se mantienen muy cercanas mediante las
regiones FR y, con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de unién al antigeno (Kabat, EA et
al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987)). Los
dominios C no estan implicados directamente en la union al antigeno, pero presentan diversas funciones efectoras,
tales como la opsonizacion, la fijacion del complemento y la toxicidad celular dependiente de anticuerpos.

En la definicién de anticuerpo también se incluye un fragmento de unién al antigeno de una molécula de Ig, que
incluye, fragmentos scFv, Fab, Fab', F(ab'), o Fv, todos conocidos en la técnica. Los fragmentos Fab y F(ab’),
carecen del fragmento Fc del anticuerpo intacto, se eliminan mas rapidamente de la circulacion, y pueden tener una
menor unién no especifica a tejido que un anticuerpo intacto (Wahl et al., J. Nucl. Med. 24:316-325 (1983)). Los
fragmentos Fab (y otras formas de anticuerpos monovalentes que solo tienen un Unico sitio de unién al antigeno),
tienen otras ventajas conocidas, especialmente si se prefiere evitar o limitar la internalizaciéon del anticuerpo en las
células que contienen Met in vivo o la activacion de Met y las consiguientes vias de transduccion de sefales.

Se comprendera que las formas o los fragmentos Fab, F(ab’),, Fv y scFv de los anticuerpos utiles en la presente
invencion pueden utilizarse para la deteccion, la cuantificacion o el aislamiento de las proteinas Met y el diagnéstico
o el tratamiento de los tumores que expresan Met de la misma manera que un anticuerpo intacto. Los fragmentos
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convencionales se producen por lo general por escision proteolitica, utilizando enzimas tales como la papaina (para
los fragmentos Fab) o la pepsina (para los fragmentos F(ab’),). Los fragmentos Fv se describen en (Hochman, J. et
al., 1973, Biochemistry 12:1130-1135; Sharon, J., et al., 1976, Biochemistry 15:1591-1594). Los polipéptidos scFv
incluyen las regiones hipervariables de la Ig de interés y recrean el sitio de union al antigeno de la Ig nativa al tiempo
que son una fraccién del tamafio de la Ig intacta (Skerra, A. et al. (1988) Science, 240: 1038-1041; Pluckthun, A. et
al (1989) Methods Enzymol 178: 497-515; Winter, G. et al. (1991) Nature, 349: 293-299); Bird et al., (1988) Science
242: 423; Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 85:5879; patentes de EE.UU. N°° 4.704.692, 4.853.871,
4.946.778, 5.260.203, 5.455.030. También se incluyen como anticuerpos los diacuerpos y anticuerpos
multiespecificos formados mediante la combinaciéon de mas de un fragmento de anticuerpo de union al antigeno de
anticuerpos de especificidad diferente.

La presente invencion se refiere a un anticuerpo denominado "Met4" que se une a un epitopo en el dominio
extracelular de Met. Como se describe en el Ejemplo 7 mas adelante, el epitopo es el polipéptido DVLPEFR en los
residuos de aminoacidos 236-242 de la proteina Met humana (SEC ID N°1, véase la Tabla 5) o, mas
concretamente, el epitopo es el polipéptido DVLP en los residuos de aminoacidos 236-239 de la SEC ID N° 1 (Tabla
5).

Se considera importante que Met4 se une a Met tratado con formalina y puede cuantificar con precisién la expresién
de Met desnaturalizado en los tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina (FFPE). Es decir, Met4 resulta util
en preparaciones de tejido para diagndstico y prondstico. En una forma de realizacion, el anticuerpo Met4 es un
agente de diagndstico de acompafiamiento para los farmacos inhibidores de Met. Ademas, debido a la reactividad a
Met4 con la superficie de las células que expresan Met, Met4 también resulta Gtil con las aplicaciones in vivo para la
obtencién de imagenes moleculares.

El anticuerpo monoclonal Met4 es producido por una linea celular de hibridoma que fue depositada el 29 de junio de
2006, en la American Type Culture Collection (ATCC), bajo el numero de registro PTA-7680. La direcciéon de la
ATCC es 10801 University Blve., Manassas, VA, 20110-2209. El hibridoma Met4 fue aislado en base a un ensayo de
cribado en tejidos de prostata FFPE y a la expresion especifica establecida de c-Met en determinadas
subpoblaciones de células epiteliales y endoteliales de prostata (Figura 1A y B). Este método de cribado aumentaba
en gran medida las posibilidades de obtener un anticuerpo anti-Met que reaccione con c-Met en los tejidos FFPE.

En el presente documento se describe un anticuerpo anti-Met, o un fragmento o derivado de ese anticuerpo, que
compite con un anticuerpo monoclonal producido por la linea celular de hibridoma depositada en la American Type
Culture Collection bajo el numero de registro PTA-7680. Como se utiliza en el presente documento, la expresion
"compite con un anticuerpo monoclonal producido por la linea celular de hibridoma depositada en la American Type
Culture Collection bajo el numero de registro PTA-7680" se refiere a cualquier anticuerpo monoclonal o policlonal
(por ejemplo, sea producido por un ratén, un conejo o por otro organismo) que reconoce el mismo epitopo que un
anticuerpo monoclonal producido por la linea celular de hibridoma depositada en la American Type Culture
Collection bajo el nimero de registro PTA-7680. Puede demostrarse si tal anticuerpo anti-Met, fragmento o derivado
del mismo, compite de ese modo mediante métodos de ensayo bioldgico tales como el ELISA competitivo. Por
ejemplo, la unién de Met4 a la proteina Met puede medirse por ELISA indirecto. Es decir, una mayor concentracion
de Met4 afiadido al sistema de reaccion da habitualmente un mayor valor DO (densidad 6ptica) cuantitativamente. Si
se mezcla un anticuerpo anti-Met policlonal de conejo con Met4 en una relacion molar diferente, y el valor DO
disminuye, significa que el anticuerpo de conejo compite con un anticuerpo monoclonal producido por la linea celular
de hibridoma depositada en la American Type Culture Collection bajo el Nimero de Registro PTA-7680. (Véase, el
Ejemplo 7).

Los anticuerpos, fragmentos y sus derivados, son utiles para medir la expresion de c-Met en tejidos FFPE. Met4
demuestra especificidad Unica para c-Met y cuantifica los niveles de expresion de c-Met en tejidos FFPE con buena
precision, evaluada por comparacion de la IHC de Met4 y las sefales de la transferencia de Western (o = 0,602)
(Figura 3). La tincion con Met4 era reproducible en tinciones repetidas en el mismo dia, en dias diferentes y cuando
se comparaban dos lotes distintos de Met4.

La mayoria de los estudios sobre la expresion de c-Met en tejidos FFPE emplean diversos lotes del anticuerpo
policlonal anti-Met C-28 de Santa Cruz. Una comparacién sistematica de los anticuerpos comerciales c-Met, que
incluyen tres anticuerpos monoclonales y dos lotes distintos de C-28 con la tecnologia AQUA™ demostraba
claramente una cantidad mayor a la esperada de variabilidad en un estudio en micromatrices de tejido de cancer de
mama®®. Uno de los anticuerpos, DO-24 (Upstate), se unia al dominio extracelular de c-Met, mientras que el otro
reconocia los epitopos intracelulares. A pesar del hecho de que todos los anticuerpos se unian al receptor Met en
una transferencia de Western, su reactividad tisular era incongruente entre las muestras de cancer de mama del
mismo paciente. Los resultados mas coherentes se obtuvieron al comparar MAB3729 de Chemicon y un Unico lote
de C28. MAB3729 poseia una buena reproducibilidad y un coeficiente de correlacién de 0,94 para nucleos de la
misma linea celular en portaobjetos adyacentes de TMA. Al comparar dos lotes diferentes de C28, se observé una
considerable variabilidad entre lotes, lo que compromete la utilidad clinica de C-28 y su utilidad para evaluar otros
anticuerpos c-Met por comparacion. Por lo tanto, actualmente no existe un "patrén de oro" para el ensayo de
anticuerpos novedosos que reaccionan con c-Met en las preparaciones de tejidos FFPE. Sin embargo, Met4 ha sido
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validado en sedimentos celulares FFPE comparando la cuantificacién de c-Met por transferencia de Western con la
cuantificacion por tincion IHC (Figura 3C).

Met4 reacciona con un epitopo en los aminoacidos extracelulares 25 a 567 de la proteina receptora Met*'. Mas
especificamente, Met4 reacciona con un epitopo en los aminoacidos extracelulares 236 a 242 de Met. Aun mas
especificamente, Met4 reacciona con un epitopo en los aminoacidos extracelulares 236 a 239 de Met (Ejemplo 6). El
sitio de union a Met4 es sensible a la desnaturalizacion por ebulliciéon en tampén de muestra SDS, pero se
restablece por recuperacion con calor o fijacion con formalina (Figura 2). Normalmente se utiliza la misma
recuperacion con calor con los tejidos fijados en formalina y mejora enormemente la reactividad del anticuerpo5°. La
ebullicion hidroliza los enlaces que se generan por entrecruzamiento con formalina y también provoca el
replegamiento de las proteinas. Tanto la fijacion en formalina como la recuperacién con calor resultaron eficaces
para restablecer el sitio de unién a Met4 dentro de la proteina receptora Met desnaturalizada después de la
transferencia de Western. La fiabilidad de un ensayo es especialmente importante cuando se aplican los valores de
medicion a las decisiones sobre el tratamiento del paciente. Por lo tanto, la variabilidad intraensayo e interensayo del
ensayo IHC de Met4d se determind utilizando sedimentos celulares. Se supone que el material celular en un
sedimento celular es mas homogéneo que en una seccion de tejido, ya que consiste en un Unico tipo de células. Sin
embargo, se observaron importantes diferencias morfolégicas entre los portaobjetos de sedimentos celulares que se
obtuvieron a partir de secciones adyacentes dentro del mismo bloque de tejido. Esta variabilidad aumentaba el %CV
de la comparacion intraensayo e interensayo.

Algunos anticuerpos Met que se unen al dominio citoplasmatico de c-Met reaccionan con los epitopos nucleares. Un
estudio reciente demuestra que el dominio citoplasmatico de Met puede escindirse y translocarse al ntcleo®’. Sin
embargo, la funcion biolégica de los fragmentos nucleares de Met, su actividad quinasa y las dianas y la amplia
relevancia clinica de la expresion nuclear de Met son inciertas. La expresion nuclear de Met medida con el
anticuerpo MAB3729 en las secciones de TMAs de cancer de mama se asociaron con una disminucion de la
supervivencia a 5 afios del 75% al 65%%°. Se necesitan estudios adicionales de la expresion nuclear de c-Met para
evaluar su papel como biomarcador.

Aunque se ha observado claramente la activacion de c-Met a través de la sobreexpresion o la mutacion somatica de
genes en determinados tipos de cancer, parecen ser poco frecuentes en los gliomas o canceres de ovario primarios.
La sobreexpresion de c-Met a través de la duplicacion del gen c-Met en minicromosomas se observé en 3/18
gliomas de grado IV y en 1/18 de grado I1°2. En una cohorte diferente, las amplificaciones de genes c-Met se
producian en 3/11 gliomas53. Como se demuestra en los Ejemplos del presente documento, se confirmé el aumento
de la expresion de c-Met en gliomas de alto grado en el andlisis de un TMA de glioma. Sin embargo,
inesperadamente, las células endoteliales de la vasculatura tumoral de los gliomas no siempre muestran expresion
de c-Met. A diferencia de los gliomas, todos los canceres de ovario expresan c-Met, y 7/28 han demostrado una alta
expresion de c-Met. Esta observacion difiere de un estudio previo que observaba una menor sobreexpresion de
c-Met en el cancer endometrioide de ovario y una alta expresion de c-Met del 10% en los demas subtipos
histolégicos54. Se desconocen los mecanismos responsables de la alta expresion de c-Met y el estado de activacion
de c-Met en el cancer de ovario. Una comparacion del ARN de c-Met y la expresion de proteinas en el panel de
lineas celulares para este estudio demostré una correlacion pobre. No estd claro, en las lineas celulares de cancer
de ovario, si la alta expresion de proteina c-Met se produce debido a la amplificacion del gen c-Met, el aumento de la
transcripcion o la retencion post-traduccional de la proteina c-Met. La relevancia de la sobreexpresion de c-Met en el
cancer de ovario y su relacion con la eficacia terapéutica del farmaco inhibidor de Met se evaluara mejor en un
estudio clinico que compare la respuesta al tratamiento y los niveles de expresion de c-Met.

La presente invencion se refiere también a un método para detectar, en una muestra bioldgica, células de las que se
sospecha que expresan Met, tales como las células tumorales. Pueden utilizarse diversas técnicas de inmunoensayo
conocidas en la técnica, tales como los ensayos de unidon competitiva, los ensayos de tipo sandwich directos o
indirectos y los ensayos de inmunoprecipitacion llevados a cabo en las fases heterogénea u homogénea. Véase, por
ejemplo, Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, CRC Press, Inc. (1987) pags. 147-158). Los
anticuerpos utilizados de esta manera pueden ser marcados de manera detectable con un marcador detectable que
produce, directa o indirectamente, una sefial detectable. Un experto en la materia puede generar facilmente
marcadores o agentes de deteccién adecuados o para el anticuerpo Met4. El anticuerpo Met4 puede detectarse en
el tejido o en la muestra ligando un resto detectable al anticuerpo Met4 (o a un anticuerpo anti-Met4). El tejido o la
muestra se pone en contacto con el anticuerpo Met4 marcado de manera detectable (y con el anticuerpo anti-Met4,
si el resto detectable se liga en cambio al anticuerpo anti-Met4), y se detecta la presencia del resto detectable en el
tejido o en la muestra.

Existen muchas marcadores y métodos de marcado diferentes conocidos para los expertos en la materia. Ejemplos
de los tipos de marcadores que pueden utilizarse en la presente invencion incluyen isétopos radiactivos, isétopos
paramagnéticos, y compuestos de los que pueden obtenerse imagenes por tomografia de emision de positrones
(PET). Los expertos en la materia conoceran otros marcadores adecuados para la union a los anticuerpos utilizados
en la invencién, o seran capaces de determinarlos, mediante experimentacion de rutina. Resultan eficaces los
anticuerpos marcados diagnésticamente (por ejemplo, marcados radiactivamente).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2386 188 T3

Los marcadores detectables adecuados para el diagndstico incluyen marcadores radiactivos, fluorescentes,
fluorogénicos, cromogénicos, u otros marcadores quimicos. Los radiomarcadores Utiles, que se detectan
simplemente mediante un contador gamma, un contador de centelleo, exploracion PET o autorradiografia incluyen
3R, 124, 128 131 35y 1C. Ademas, el ™'l es un isotopo terapéutico Util (véase mas adelante).

Los marcadores fluorescentes comunes incluyen fluoresceina, rodamina, dansilo, ficoeritrina, ficocianina,
aloficocianina, o-ftaldehido y fluorescamina. El fluoréforo, tal como el grupo dansilo, debe ser excitado por luz de una
longitud de onda concreta hasta la fluorescencia. Véase, por ejemplo, Haugland, Handbook of Fluorescent Probes
and Research Chemicals, Sexta Ed., Molecular Probes, Eugene, Oreg., 1996). La fluoresceina, los derivados de la
fluoresceina y las moléculas similares a la fluoresceina tales como el Verde de Oregon.TM. y sus derivados, Verde
de Rodamina.TM. y Verde de Rhodol.TM., se acoplan a grupos amina utilizando el isotiocianato, el éster de
succinimidilo o grupos que reacciona con diclorotriazinilo. De manera similar, los fluoréforos también pueden
acoplarse a tioles utilizando maleimida, yodoacetamida, y grupos que reaccionan con la aziridina. Las rodaminas de
longitud de onda larga, que son basicamente derivados del Verde de Rodamina.TM. con sustituyentes en los
nitrégenos, se encuentran entre los reactivos de marcado fluorescentes mas fotoestables conocidos. Sus espectros
no se ven influidos por los cambios de pH entre 4 y 10, una ventaja importante sobre los fluoresceinas para muchas
aplicaciones bioldgicas. Este grupo incluye tetrametilrodaminas, X-rodaminas y derivados del Rojo de Texas.TM.
Otros fluoroforos preferentes para derivatizar el péptido de acuerdo con la presente invencion son aquellos que se
excitan mediante luz ultravioleta. Los ejemplos incluyen el azul cascada, derivados de la cumarina, naftalenos (de
los cuales es miembro el cloruro de dansilo), pirenos y derivados de piridiloxazol. También se incluyen como
marcadores dos materiales inorganicos relacionados que han sido descritos recientemente: nanocristales
semiconductores, que comprenden, por ejemplo, sulfato de cadmio (Bruchez, M. et al., Science 281:2013-2016
(1998), y puntos cuanticos, por ejemplo, seleniuro de cadmio desactivado con sulfuro de cinc (Chan, WCW et al.,
Science 281:2016-2018 (1998)).

En otro método, se deja reaccionar los grupos amino de un anticuerpo con un reactivo que produce un producto
fluorescente, por ejemplo, fluorescamina, dialdehidos tales como o-ftaldialdehido, naftaleno-2,3-dicarboxilato y
antraceno-2,3-dicarboxilato. Los derivados de 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol (NBD), de cloruro y de fluoruro, resultan
Utiles para modificar las aminas para producir productos fluorescentes.

Los anticuerpos también pueden marcarse para su deteccion utilizando metales emisores de fluorescencia tales
como "*?Eu+, u otros de la serie de los lantanidos. Estos metales pueden fijarse al péptido utilizando grupos
quelantes de metales tales como el acido dietilentriaminopentaacético (DTPA) o el acido etilendiaminotetraacético
(EDTA). EI DTPA en forma de anhidrido puede modificar faciimente los anticuerpos que contienen NH..

Los anticuerpos también pueden hacerse detectables acoplandolos a un compuesto fosforescente o
quimioluminiscente. A continuacion, se determina la presencia del péptido marcado quimioluminiscentemente
detectando la presencia de la luminiscencia que surge durante el curso de una reaccién quimica. Ejemplos de
agentes quimioluminiscentes especialmente utiles son el luminol, isoluminol, éster de acridinio teromatico, imidazol,
sal de acridinio y éster de oxalato. Asimismo, puede utilizarse un compuesto bioluminiscente para marcar los
péptidos. La bioluminiscencia es un tipo de quimioluminiscencia que se encuentra en los sistemas bioldgicos en los
que una proteina catalitica aumenta la eficacia de la reaccion quimioluminiscente. La presencia de una proteina
bioluminiscente se determina detectando la presencia de luminiscencia. Compuestos bioluminiscentes importantes
para los fines de marcado son luciferina, luciferasa y aecuorina.

En otra forma de realizacién mas, se utiliza la deteccion colorimétrica, basada en compuestos cromégenos que
tienen, o dan como resultado, cromoforos con altos coeficientes de extincion.

Puede lograrse la deteccion in situ del anticuerpo marcado eliminando una muestra histolégica de un sujeto y
examinandola mediante microscopia en condiciones apropiadas para detectar el marcador. Los expertos en la
materia percibiran facilmente que puede modificarse cualquiera de una amplia variedad de métodos histologicos
(tales como los procedimientos de tincion) con el fin de lograr tal deteccion in situ.

Una forma de marcar un anticuerpo es ligandolo a una enzima y utilizandolo en un inmunoensayo enzimatico (EIA),
0 un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Tales ensayos se describen en mayor detalle en: Butler,
J.E., The Behavior of Antigens and Antibodies Immobilized on a Solid Phase (capitulo 11) En: STRUCTURE OF
ANTIGENS, Vol. 1 (Van Regenmortel, M., CRC Press, Boca Raton 1992, pags. 209-259; Butler, J.E., ELISA
(capitulo 29), En: van Oss, CJ et al., (eds.), IMMUNOCHEMISTRY, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1994, pags.
759-803 Butler, J.E. (ed.), IMMUNOCHEMISTRY OF SOLID-PHASE IMMUNOASSAY, CRC Press, Boca Raton,
1991; Voller, A. et al., Bull. WHO 53:55-65 (1976); Voller, A. et al., J. Clin. Pathol. 31:507-520 (1978); Butler, J.E.,
Meth. Enzymol. 73:482-523 (1981); Maggio, E. (ed.), Enzyme Immunoassay, CRC Press, Boca Raton, 1980
Ishikawa, E. et al. (eds.) Enzyme Immunoassay, Kagaku Shoin, Tokio, 1981. Esta enzima, a su vez, cuando se
expone mas tarde a su sustrato, reaccionara con el sustrato de tal manera que produzca un resto quimico que
puede detectarse, por ejemplo, por medios espectrofotométricos, fluorométricos o visuales. Las enzimas que se
utilizan comunmente para este fin incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, malato deshidrogenasa, nucleasa estafilococica, A-V-esteroide isomerasa, alcohol deshidrogenasa
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de levadura, a-glicerofosfato deshidrogenasa, triosa fosfato isomerasa, asparaginasa, glucosa oxidasa,
B-galactosidasa, ribonucleasa, ureasa, catalasa, glucoamilasa y acetilcolinesterasa.

En el presente documento se describen modificaciones quimicas que incluyen las modificaciones covalentes de los
anticuerpos anti-Met. Se introduce en la molécula un tipo de modificacion haciendo reaccionar residuos de
aminoacidos diana con un agente derivatizante organico que es capaz de reaccionar con los residuos N-terminal o
C-terminal o las cadenas laterales seleccionadas.

La derivatizacién con agentes bifuncionales resulta util para el entrecruzamiento del anticuerpo (o fragmento o
derivado) a una superficie o matriz de soporte insoluble en agua para su uso en un método de purificacion (que se
describe mas adelante). Los agentes de entrecruzamiento comunmente utilizados incluyen, por ejemplo,
1,1-bis(diazo-acetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida, por ejemplo, ésteres con acido
4-azidosalicilico, imidoésteres homobifuncionales, que incluyen ésteres de disuccinimidilo como
3,3'-ditiobis(succinimidilpropionato), maleimidas tales como bis-N-maleimido-1,8-octano. Los agentes derivatizadores
tales como metil-3-[(p-azidofenil)ditio]propioimidato crean productos intermedios fotoactivables que pueden
entrecruzarse cuando se irradian con luz. En la inmovilizacién de proteinas se utilizan matrices reactivas insolubles
en agua tales como los carbohidratos activados con bromuro de ciandgeno y los sustratos reactivos descritos en las
patentes de EE.UU. N* 3.969.287, 3.691.016, 4.195.128, 4.247.642, 4.229.537 y 4.330.440.

Otras modificaciones incluyen la desamidacion de los residuos de glutaminilo y asparaginilo a los correspondientes
residuos glutamilo y aspartilo, respectivamente, la hidroxilacion de la prolina y la lisina, la fosforilacién de los grupos
hidroxilo de los residuos serilo o treonilo, la metilacion de los grupos a-amino de la lisina, la arginina, y la cadena
lateral de la histidina (véase, por ejemplo, T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H.
Freeman y Co., San Francisco, (1983)), la acetilacion de la amina N-terminal, y la amidacion de cualquier grupo
carboxilo C-terminal.

En el presente documento también se describen anticuerpos en los que se ha modificado el patron nativo de
glicosilacion del polipéptido. Esto supone la delecién de uno o mas restos carbohidrato y/o la adicién de uno o mas
sitios de glicosilacion que no estan presentes en las cadenas del polipéptido nativo. La glicosilacion de proteinas
esta por lo general ligada a N (fijada a una cadena lateral de Asp) o ligada a O (fijada a un acido hidroxiamino, mas
comunmente Ser o Thr; posiblemente 5-hidroxiPro o 5-hidroxiLys). El tripéptido Asp-Z-Ser y Asp-Z-Thr (donde Z es
cualquier aminoacido excepto Pro) son secuencias de reconocimiento para la fijacion enzimatica del resto
carbohidrato a la cadena lateral de la Asp. La presencia de cualquiera de estas secuencias crea un sitio potencial de
N-glicosilaciéon. La O-glicosilacion implica habitualmente la union de N-acetilgalactosamina, galactosa, o xilosa. La
adicién de sitios de glicosilacion en el polipéptido puede lograrse modificando la secuencia nativa de aminoacidos
para incluir una o mas de las secuencias tripeptidicas descritas anteriormente (para los sitios de N-glicosilacion) o la
adicién de, o la sustitucién por, una o mas serina o treonina (para los sitios de O-glicosilacion). La secuencia de
aminoacidos puede modificarse a través de cambios a nivel del ADN, por ejemplo, mutando el ADN que codifica la
cadena polipeptidica de la Ig en las bases preseleccionadas para generar codones que codifican los aminoacidos
deseados. Véase, por ejemplo la patente de EE.UU. N° 5.364.934.

También puede utilizarse el acoplamiento quimico o enzimatico de glicosidos al polipéptido. Dependiendo del modo
de acoplamiento utilizado, el aztcar o los azUcares pueden fijarse a (a) arginina e His, (b) grupos carboxilo libres, (c)
grupos sulfhidrilo libres tales como los de Cys, (d) grupos hidroxilo libres tales como los de la serina, Thr, o
hidroxiPro, (e) residuos aromaticos tales como los de Phe, Tyr, o Trp, o (f) el grupo amida de GIn. Estos métodos se
describen en el documento WO87/05330 (11 de septiembre de 1987) y en Aplin et al., CRC Crit. Rev. Biochem.,
pags. 259-306 (1981).

La eliminacion de restos carbohidrato existentes puede lograrse quimicamente o enzimaticamente o por sustitucion
mutacional de codones (como se ha descrito anteriormente). La desglicosilacién quimica se logra, por ejemplo,
exponiendo el polipéptido a acido trifluorometanosulfénico, o un compuesto equivalente escinde la mayoria de los
azlcares o todos ellos excepto el azucar de enlace (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), al tiempo que
dejan el polipéptido intacto. Véanse: Hakimuddin et al., Arch. Biochem. Biophys, 259:52 (1987); Edge et al., Anal.
Biochem. 118:131 (1981). Se utiliza cualquiera de una serie de endoglicosidasas y exoglicosidasas para la escision
enzimatica de los restos carbohidrato de los polipéptidos (Thotakura et al., Meth. Enzymol. 138:350 (1987)).

La glicosilacion en sitios potenciales de glicosilacion puede evitarse mediante el uso de la tunicamicina (Duskin et
al., J. Biol. Chem., 257:3105 (1982)) que bloquea la formacién de enlaces N-glicosidicos.

Otro tipo de modificacién quimica de los anticuerpos de la presente invencién comprende unir a cualquiera de una
serie de polimeros no proteicos diferentes, tales como polietilenglicol (PEG), polipropilenglicol, o polioxialquilenos, de
la manera descrita en las patentes de EE.UU. N° 4.640.835, 4.496.689, 4.301.144, 4.670.417, 4.791.192 y
4.179.337 y en el documento WO93/00109.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden utilizarse en una composicion, que incluye los anticuerpos y un
portador y/o un excipiente.
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En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a un método para diagnosticar o pronosticar una enfermedad
relacionada con Met, tal como un céncer, por ejemplo, el cancer de ovario. El método utiliza el anticuerpo Met4, o un
fragmento o derivado de tal anticuerpo, con un tejido o muestra biolégica de un paciente que tiene o del que se
sospecha que tiene una enfermedad relacionada con Met. El método también puede utilizar un anticuerpo que
compite con Met4 por la unién a Met, o un fragmento o derivado del mismo, con un tejido o una muestra biolégica de
un paciente que tiene o del que se sospecha que tiene una enfermedad relacionada con Met. El anticuerpo
anti-Met4, el anticuerpo competidor, o un fragmento o derivado del mismo, se liga a un resto detectable. La
presencia del resto detectable se detecta en el tejido o en la muestra del paciente, y el nivel de expresion de Met en
el tejido o en la muestra se determina y se compara con un control adecuado. En los Ejemplos que se presentan
mas adelante, se demuestra que el anticuerpo Met4 resulta util para la deteccion de Met en varios tipos de tumores.
En base a los datos presentados en los Ejemplos que se presentan mas adelante, un experto en la materia puede
establecer faciimente controles adecuados como puntos de referencia de comparacion para la expresién de Met. Un
control adecuado es la mediana o el promedio del nivel de expresién de muchos pacientes que, o bien no tienen
cancer, o no tienen un tipo concreto de cancer. Cuanto mayor sea el nimero de pacientes utilizados para establecer
la mediana o el promedio de la expresién de Met como control, mas precisa sera la determinacién diagnostica.
Preferentemente, se utilizan por lo menos 25, 50, 6 100 pacientes para establecer el nivel de control de la expresion.

La presente descripcion también incluye un método para monitorizar o evaluar la eficacia de un tratamiento para el
cancer inhibidor de Met determinando si se ha inhibido o erradicado Met en las células de un paciente. EI método
utiliza el anticuerpo Met4, o un fragmento o derivado del mismo con un tejido o una muestra biolégica de un paciente
que ha recibido un agente inhibidor de Met, y Met4, o un fragmento o derivado del mismo, se liga a un resto
detectable. La presencia del resto detectable se detecta en el tejido o en la muestra, y el nivel de expresion de Met
en el tejido o en la muestra se determina y se compara con los niveles de Met pretratamiento o en tratamientos
anteriores en el paciente para determinar si se ha inhibido o erradicado Met en las células del paciente.

Habiendo descrito ahora la invencion de manera general, la misma se comprenderda mas faciimente mediante
referencia a los siguientes ejemplos, que se proporcionan a modo de ilustracién, y no pretenden ser limitativos de la
presente invencion, salvo que se especifique.

Ejemplos

Se evaluaron la especificidad de Met4 por c-Met, la precision de la cuantificacion de c-Met, y la fiabilidad del ensayo
de tincion con Met4 en sedimentos celulares fijados en formalina e incluidos en parafina (FFPE). Se utilizé Met4 para
medir la expresion de c-Met en una cohorte de muestras clinicas de tejido de cénceres de ovario y gliomas. En
concreto, en 22 lineas celulares, la sefial de Met4 del analisis inmunohistoquimico de sedimentos celulares FFPE se
correlacionaba con las mediciones de transferencia de Western de la expresion de c-Met (o = 0,603). A diferencia de
Met4, el anticuerpo C-28 de Santa Cruz reaccioné con sedimentos celulares FFPE de lineas celulares que no
expresaban c-Met. La reproductibilidad técnica de los ensayos de tincion con Met4 repetidos ascendié a un
%CV = 37% para la variabilidad intraensayo y un %CV =21% para la variabilidad interensayo. Los canceres de
ovario de los subtipos histolégicos seroso, endometrioide y de células claras mostraron tincion positiva con Met4 y
en el 25% la sefial de Met4 fue alta. La tincién con Met4 fue positiva en las células cancerosas del 63% de los
gliomas, sin embargo la expresién de la tincion con Met4 en la vasculatura tumoral del glioma fue negativa en la
mayoria de los casos. En base a estos resultados (es decir, debido a que el anticuerpo Met4 media la expresion de
c-Met de manera precisa y reproducible en tejidos FFPE), el anticuerpo Met4 resulta util para la cuantificacion de la
expresion de c-Met en un tejido o en una muestra bioldgica en un contexto clinico.

Ejemplo 1: Materiales y Métodos para los Ejemplos 1-5; generacion y validacion de anticuerpos monoclonales:

La proteina recombinante Met 25-567H fue preparada por el laboratorio del Dr. Eric Xu en el Instituto Van Andel. La
construccion Met 25-567H (SEC ID N° 1, aminoacidos en las posiciones 25-567) y la proteina Met 928 purificada
fueron del laboratorio del Dr. Ermanno Gheradi en Cambridge Antibody Technology*'. La proteina de fusion
recombinante Met-IgG fue adquirida en R&D Systems (Minneapolis, MN).

Se produjeron anticuerpos monoclonales de raton frente a Met inyectando a ratones BALB/c por via intraperitoneal
Met 25-567H nativo y desnaturalizado (ebullicion en tampén de muestra SDS) en adyuvante completo de Freund,
seguido por dos inyecciones adicionales con adyuvante incompleto de Freund. Después de 1 mes, se dio una
inyeccion final por via intraperitoneal e intravenosa sin adyuvante. Los antisueros policlonales de los ratones
inmunizados se sometieron a ensayo por inmunofluorescencia indirecta con células NIH3T3 (negativas para Met) y
MKN45 (positivas para Met) fijadas en formalina. Las células del bazo se fusionaron con células de mieloma
P3X63AF8/653 utilizando técnicas estandar 4 dias después de la inyeccion final. Las células de hibridoma se
cribaron para determinar la reactividad a Met mediante ELISA y tincién por inmunofluorescencia.

Se recubrieron diez placas de 96 pocillos con 2 ug/ml de Met25-567H en tampdn de recubrimiento (0,2 M de
Na;CO3/NaHCO3, pH 9,6, 50 pl por pocillo) durante toda la noche a 4°C. Se bloquearon las placas con PBS que
contenia BSA al 1% (200 pl/pocillo) durante toda la noche a 4°C. Se afadieron cincuenta microlitros de
sobrenadante de hibridoma a los pocillos durante 1,5 horas a temperatura ambiente (TA). Las placas se lavaron dos
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veces en tampon de lavado (PBS con Tween-20 al 0,05%), y se afiadio IgG anti-raton de cabra acoplada a fosfatasa
alcalina (Sigma) (50 pl/pocillo) a una dilucién de 1:2.000 durante 1,5 horas a TA. Después de lavar cuatro veces en
tampon de lavado, se afiadié CP-nitrofenil fosfato como sustrato de la fosfatasa (Kirkegaard y Perry Laboratories)
durante 30 minutos, y se midi6 la absorbancia a 405 nm. Se seleccionaron un total de 34 hibridomas que
presentaban una fuerte reactividad con Met25-567H (valor DO superior a 2,0) y se sometieron a ensayo en Met928
mediante ELISA y 14 de ellos fueron positivos. Los 14 clones que reaccionaron con Met25-567H y con Met928 se
sometieron a ensayo frente a Met-IgG mediante ELISA. Siete clones resultaron ser positivos frente a las tres
proteinas Met y se sometieron a ensayo mediante tinciéon por inmunofluorescencia.

Las células NIH3T3 y MKN45 se mezclaron y se sembraron sobre diez placas de 96 pocillos y se cultivaron a 37°C
durante toda la noche. Las células se lavaron y se fijaron al dia siguiente con formalina al 10%. Se afiadieron
cincuenta microlitros de sobrenadante de hibridoma de los siete clones a los pocillos que contenian células fijas
durante 1,5 horas a 37°C. Las placas se lavaron dos veces en tampoén de lavado (PBS con Tween-20 al 0,05%), y se
afiadié IgG anti-ratén de cabra conjugado con Rojo de Rodamina (Jackson ImmunoResearch Lab.) (30 ul/pocillo) a
una dilucién de 1:100 durante 1,5 horas a 37°C. Después de lavar dos veces en tampon de lavado, se examinaron
las células bajo microscopio de fluorescencia. Cinco clones resultaron ser positivos y se recogieron y se
expandieron. Los sobrenadantes de estos cinco clones y tres clones de la fusién anterior se validaron mediante
técnicas de inmunohistoquimica en secciones de tejido prostatico humano normal fijados en formalina. El clon 8G6
(denominado Met4) dio la sefial mas fuerte y se sub-cloné dos veces y se validdé mediante ELISA frente a tres
proteinas Met recombinantes. El anticuerpo monoclonal se produjo utilizando un biorreactor y se purificé utilizando
columna de afinidad de proteina-G mediante FPLC.

Inmunohistoquimica:

Sedimentos celulares: las células NIH 3T3, S114 (células NIH 3T3 transfectadas con los genes humanos para
HGF/SF y Met)23, SK-LMS-1/HGF (una linea celular del leiomiosarcoma humano autocrino para Met humano y
HGF/SF humano)24, SW-1783, U118, U87, U373, DBTRG (glioblastoma cerebral humano), MCF-7 (cancer de
mama), ES-2, CaOV3, OV-90, SKOV3, TOV-112D, y TOV-21G (adenocarcinoma de ovario) se obtuvieron de la
ATCC y se cultivaron de acuerdo con sus especificaciones de medios. Las lineas celulares 1847, 2780, OVCAR10,
OVCARS5, OVCAR3, PEO-1 (adenocarcinomas de ovario) se obtuvieron del Pacific Ovarian Cancer Research
Consortium (Seattle, WA). La 2008 se obtuvo del Dr. George Coucos (Universidad de Pennsylvania). Las capas de
células se fijaron en formalina tamponada neutra al 10%, se rasparon y se embebieron en HistoGel (Richard Allan-
Scientific). Los sedimentos de HistoGel se procesaron utilizando los mismos ajustes que para los tejidos grandes de
pacientes y se embebieron en parafina.

Tejidos humanos: se obtuvieron secciones de cancer de ovario fijadas en formalina e incluidas en parafina del
Pacific Ovarian Cancer Research Consortium bajo un protocolo aprobado por el IRB. Las micromatrices de tejidos
de gliomas se adquirieron en Cybrdi (Frederick, Maryland). La recuperacion de antigeno se realizd con Target
Retrieval Solution, pH 9 (DAKO, Dinamarca) durante 20 minutos en un vaporizador de verduras de Black and
Decker. Los portaobjetos se cargaron en el Autostainer de Dako. Todas las incubaciones siguientes se realizaron a
temperatura ambiente en el Autostainer: se bloque6 la actividad de la peroxidasa enddgena durante 8 minutos con
peroxido de hidrégeno al 3%; a continuacion se completé una etapa de bloqueo de la proteina utilizando un
Serum-Free Protein Block de Dako durante 10 minutos. Se diluyd anticuerpo monoclonal Met4 anti-humano de ratén
1:150 en tampon Tris/BSA al 1% para tefiir los portaobjetos de TMA y 1:500 para tefir los sedimentos celulares. Se
diluyé anticuerpo policlonal anti-Met de Santa Cruz 1:300. Para el control de isotipo, se diluy6 IgG de ratén purificado
para hacerlo coincidir con la concentracion de Met4. Se diluyeron anticuerpos secundarios IgG anti-conejo o
anti-ratén biotinilados (Vector Labs) a 1:200 y se aplicaron durante 30 minutos. A continuacion, se utilizé
estreptavidina conjugada con peroxidasa (Jackson ImmunoResearch) a una concentracion de 1:2.000 durante 30
minutos. Por ultimo, se aplico el sistema liquido DAB + sustrato cromégeno de Dako durante 7 minutos. Los
portaobjetos se contrastaron con Automation Hematoxylin de Dako durante 2 minutos, se deshidrataron y se
cubrieron con un cubreobjetos.

La puntuacién de las secciones tefiidas inmunohistoquimicamente se llevé a cabo como se describe*?. En resumen,
se obtiene una puntuacién acumulada multiplicando el porcentaje de células positivas por la intensidad de tincion.
Las puntuaciones acumuladas se dividieron en categorias de 0 a 3 y se agruparon por el subtipo histolégico (cancer
de ovario) o el grado del tumor (glioma).

Anélisis de la transferencia de Western:

Se lisaron células subconfluentes en RIPA complementado con tampén con inhibidores de fosfatasas y proteasas
(Roche) como se ha descrito®. Los lisados de proteinas de las lineas celulares se midieron utilizando un ensayo de
Bradford. Las muestras se midieron en el mismo dia utilizando estandares BSA comprendidos entre 0 y 12 pg/ml.
Las muestras se diluyeron de manera que 1-2 ml de muestra proporcionaron mediciones dentro del rango lineal de
la curva estandar. Las muestras (50 mg) se resolvieron en un gradiente de 4-15% de SDS-PAGE y se transfirieron
sobre ImmobilonTM-P PVDF (Millipore, Billerica, MA) o membranas de transferencia de nitrocelulosa (Bio-Rad,
Hercules, CA). Las membranas para la transferencia de Western fijada en formalina se fijaron en formalina
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tamponada neutra Z-fix al 2% (Anatech Ltd., Battle Creek, MI) durante 20 minutos y se lavaron en PBS. La
recuperacion de antigeno se logré con Target Retrieval Solution, pH 9 durante 20 minutos en un vaporizador de
verduras de Black and Decker. La membrana se bloqueé con tampén de bloqueo con leche al 5% a temperatura
ambiente y se incub6 con el anticuerpo policlonal Met anti-humano de conejo C-28 en BSA al 5% a una dilucién de
1:250 durante 1,5 horas a temperatura ambiente o a una diluciéon de 1:1.000 durante toda la noche. De manera
alternativa, se utilizé una dilucién de 1:1.000 durante toda la noche y el clon:3D4 anti-cMet de ratén de Zymed a una
dilucion de 1:500. Se utilizé IgG-HRP anti-conejo de burro (Amersham) a una dilucién de 1:5.000 o se utilizo IgG
anti-ratén de cabra AlexaFluor 680 (Molecular Probes) a una dilucién de 1:10.000. Las bandas de proteinas se
detectaron mediante un reactivo de quimioluminiscencia (Pierce) o mediante Odyssey® Infrared Imaging System
(LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska). Las imagenes escaneadas en el Odyssey® Infrared Imaging System se
escanearon utilizando el canal de 700 nm a una intensidad de 5,0. La intensidad de la sefal de las bandas
especificas de Met se midié utilizando el médulo de andlisis de geles 1D en el software ImageQuant TL. Se sustrajo
el fondo utilizando la herramienta “rolling ball”.

Andlisis digital de imagenes de los sedimentos celulares tefidos mediante IHC:

Se obtuvieron imagenes espectrales de los portaobjetos de los sedimentos celulares tefiidos con Met4 utilizando un
sistema de camaras Nuance CRI (www.cri-inc.com). Se recogieron 6-10 imagenes de cada portaobjetos. La emision
se midio entre 420 nm y 720 nm en incrementos de 20 nm. Los cubos de imagenes resultantes se convirtieron en
unidades de densidad O6ptica, y se separaron matematicamente en sus componentes DAB y hematoxilina
individuales utilizando espectros deducidos a partir de las muestras de control y se guardaron en una biblioteca de
espectros. La tincion de DAB se pseudo-coloreé de rojo para aumentar el contraste. La hematoxilina se
pseudo-colore6 de azul y las imagenes se convirtieron a un formato pseudo-fluorescente para la cuantificacion.

A continuacién se cuantificaron las imagenes separadas espectralmente con un software desarrollado por nuestro
laboratorio que identifica la densidad 6ptica DAB media asi como el nimero de pixeles por encima del fondo (como
se determina utilizando el algoritmo de autoumbralizacién de Ridler y Calvard44). El recuento de células se identificd
contando los nudcleos (segun se identifica mediante contratincion de hematoxilina) utilizando el algoritmo de
componentes conectados® en pixeles cuyas densidad o6ptica de hematoxilina estaba por encima del fondo. Se
determiné un recuento de los nucleos totales después de utilizar un filtro de umbral de paso alto automatico. El
umbral para la tincion de Met4 positiva se fijo utilizando un valor de filtro de umbral de intensidad de 171 unidades de
intensidad. Este parametro de umbral se definiéd utilizando las lineas celulares de control negativo (A2780,
OVCAR10 y TOV-112D) y restringiendo el nimero de pixeles positivos al 0,1%. Esto es similar a las estadisticas
PPA*. A continuacion se utilizaron estos recuentos para determinar el porcentaje de células Met4 positivas para
cada sedimento de muestra.

Analisis estadistico
Se calculé el coeficiente de correlacion de Pearson utilizando el software Microsoft Excel®.

Ejemplo 2: Desarrollo de un anticuerpo monoclonal anti-c-Met para la cuantificacién de c-Met en tejidos fijados en
formalina.

Las limitaciones de C-28, un anticuerpo policlonal de Santa Cruz, que se ha utilizado para medir la expresion de Met
en la mayoria de los estudios in vitro e inmunohistoquimicos, motivé el desarrollo, por parte de los inventores, de un
anticuerpo monoclonal (AcMo) para la medicion de la expresion de proteinas c-Met en los canceres de pacientes
para las aplicaciones clinicas, que incluye la obtencion de imagenes moleculares y la inmunohistoquimica en tejidos
fijados en formalina. Se disefié el inmundgeno para obtener anticuerpos c-Met que reaccionan con el dominio
extracelular del receptor Met, ya que esto proporciona la medicion mas directa para evaluar la abundancia de
expresion de c-Met en la superficie celular. Los AcMos resultantes superan la variabilidad entre lotes de C-28 y la
reactividad nuclear observada con anticuerpos que se unen al dominio citoplasmatico de Met.

Como criba final para identificar los anticuerpos monoclonales que se unen especificamente al receptor Met en los
tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina (FFPE), las secciones de los tejidos prostaticos de archivo se
tifieron con sobrenadantes de hibridoma (Tabla 1).

Tabla 1: Proceso de seleccion para el aislamiento del hibridoma Met4:

Hibridomas Criterios de seleccion | Criterios de | Clones de
positiva seleccion hibridoma positivos
negativa para la siguiente
criba
Fusién de esplenocitos Medio bazo Supervivencia en 960
medio HAT
ELISA frente a Met25-567H | 960 ELISA positivo frente a 34
Met25-567H
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Hibridomas Criterios de seleccion | Criterios de | Clones de
positiva seleccion hibridoma positivos
negativa para la siguiente
criba
ELISA frente a Met928 34 ELISA positivo frente a 14
Met25-567H y
Met928
ELISA frente a Met-IgG 14 ELISA positivo frente a 7
3 proteinas:
Met25-567H,
Met928 y Met-
IgG
Tincion de IF en células 7 Células MKN45 Células NIH3T3 | 5
MKN45/NIH3T3 fijadas en
formalina
IHC en seccion de préstata | 8 (tres de ellas Células epiteliales Células 3/8 Met4 dieron la
de la fusion basales secretoras tincion especifica
previa) Células endoteliales Matriz mas fuerte
Células plasmaticas extracelular
Células
estromales
intensas

En base al distinto patrén subcelular de la expresion del receptor Met en la préstata47’48, se seleccionaron los

anticuerpos monoclonales que reaccionan con las células epiteliales basales, las células epiteliales luminales
atroficas*® y las células endoteliales, y que delinean la membrana plasmatica basolateral de las células epiteliales
secretoras (Figura 1A y B). Se excluyeron los anticuerpos que se unian a las proteinas nucleares, a las proteinas
citoplasmaticas de las células secretoras, o difusamente a las proteinas del estroma prostatico. El anticuerpo que
proporcionaba la sefial mas intensa y especifica se denomind Met4. Met4 reacciona con el citoplasma de las células
epiteliales basales y la membrana plasmatica de las células epiteliales luminales (Figura 1A, inserto). Se validé Met4
adicionalmente mediante la tincién de co-cultivos de células MKN45 que reaccionan con Met y células NIH3T3 que
no reaccionan con Met, que se fijaron en formalina al 10%. La tincién por inmunofluorescencia se observa
especificamente a lo largo de la membrana de las células MKN45 y coincide con la inmunorreactividad a C-28
(Santa Cruz) (Figura 1C-F).

Ejemplo 3: Especificidad de Met4 para la reactividad con c-Met en células fijadas en formalina

Para confirmar la reactividad de Met4 con la proteina receptora Met, se sondé una transferencia de Western con
Met4. Recapitulando las condiciones de los tejidos fijados en formalina, las membranas de transferencia de Western
se trataron con formalina al 10% y se sometieron al mismo tipo de recuperacién de antigeno que se habia aplicado a
las secciones de tejido. Met4 no reacciond con la proteina receptora Met desnaturalizada en las células de cancer de
ovario IGROV1, que expresan una gran cantidad de c-Met. La fijacion en formalina o la ebullicion de la membrana en
tampodn de recuperacion de antigeno aumenté la union de Met4 a c-Met y puso de manifiesto una banda de c-Met de
140kDa (Figura 2). Met4 reaccion6 de manera no especifica con bandas de menor peso molecular, algunas de las
cuales también aparecian en la linea celular A2780 negativa para el receptor Met. Los resultados de la
inmunofluorescencia y de la transferencia de Western demuestran que Met4 se une a un epitopo especifico en Met
que es sensible a la desnaturalizacién y que se restablece mediante fijacion en formalina o recuperacion de
antigeno.

Para validar adicionalmente la especificidad de Met4 en las preparaciones de células fijadas en formalina, se
analizaron los paneles de lineas celulares. Las lineas celulares se seleccionaron en base a los niveles de expresion
de Met. El primer panel consistio en 14 lineas celulares de cancer de ovario. Estas lineas celulares expresan
cantidades variables de proteina c-Met. A2780, OVCAR10 y TOV-112D no expresan ARN de Met o la proteina
(Figura 3 y Figura 6) y las células IGROV1 y OVCARS5 expresan altamente Met. Para comparar las particularidades
de Met4 y Met C-28 en las preparaciones fijadas en formalina con los correspondientes resultados de la
transferencia de Western, se procesaron sedimentos celulares de cada linea celular exactamente de la misma
manera que los tejidos humanos. Se tifieron secciones paralelas de sedimentos celulares en portaobjetos con
anticuerpo Met4 o Met C-28. Aunque Met C-28 reacciond de manera indiscriminada con todas las lineas celulares,
Met4 tifid solamente las lineas que eran positivas para la expresion de Met en la transferencia de Western y en los
andlisis de PCR (Figura 3B). Para determinar si la reactividad de Met4 en los tejidos fijados en formalina era
proporcional al nivel de expresion de la proteina c-Met, se compararon las mediciones digitales de la intensidad de
tincion de las secciones tefiidas mediante IHC con la cantidad de c-Met detectado en una transferencia de Western.
Después de eliminar valores atipicos, se atribuyeron a aglutinamientos de Histogel en la preparacion del sedimento
celular, el coeficiente de correlacién de Pearson entre la IHC y la WB fue s = 0,602 (Figura 3C).
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Adicionalmente, la especificidad de Met4 se sometid a ensayo en una variedad de lineas celulares no ovaricas, la
mayoria de las cuales eran lineas celulares de glioblastoma (Figura 4) y los resultados confirmaron que Met4
reacciona con células humanas que expresaban c-Met, pero no con células de ratén positivas para c-Met o con
células humanas negativas para c-Met.

Ejemplo 4: Reproducibilidad de las mediciones inmunohistoquimicas de Met4

Dado que los resultados demuestran que el novedoso anticuerpo Met4 se une especificamente a c-Met en
preparaciones de células FFPE, se sometid a ensayo la reproducibilidad de la tincion en células TOV21D, que
expresan niveles intermedios de c-Met. La reproducibilidad del ensayo es un factor critico en el desarrollo de un
anticuerpo para un ensayo clinico. Se analizé la coherencia de las intensidades de la tincion con Met4 en
sedimentos celulares FFPE entre las tinciones repetidas en el mismo dia (variabilidad intraensayo) y los portaobjetos
tefidos en tres dias diferentes (variabilidad interensayo). Ademas, se compararon los resultados de la tincién de dos
lotes distintos de anticuerpo Met4. Los dos lotes de anticuerpo purificado que se prepararon por separado a partir de
medio de cultivo de hibridoma pusieron de manifiesto un coeficiente de correlacion de s = 0,75. Las variabilidades
intraensayo e interensayo consisten en componentes de variabilidad (de ensayo) técnica y biolégica, que no pueden
separase en este analisis. Se observaron diferencias morfoldgicas significativas entre las células TOV21D en los
sedimentos celulares en diferentes dias que influyeron en la intensidad de tincion con Met4. Por consiguiente, el
%CV fue 39% de la variabilidad intraensayo. La variabilidad del ensayo de Met4 realizado en tres dias distintos
(variabilidad interensayo) fue %CV = 21%. La variabilidad interensayo se calculé a partir de las variabilidades diarias
medias y menos que la variabilidad intraensayo.

Ejemplo 5: Expresion de Met en los cénceres de ovario y en los gliomas

Para evaluar la especificidad de Met4 en los tejidos FFPE de archivo, se analizaron secciones de tejidos de cancer
de ovario y un TMA de gliomas. Met4 poseia alta especificidad de tincion para las células cancerosas de ovario, las
células endoteliales, una poblacion de células en el estroma ovarico y las células plasmaticas. No se observo tincion
nuclear (Figura 5). Los subtipos histolégicos de los canceres de ovario incluian el seroso, endometrioide y de células
claras, pero no canceres mucinosos y todos los canceres estaban en el estadio FIGO IlI-IV. Los 29 canceres de
ovario mostraron reactividad a Met4 (Tabla 2).

Tabla 2: Reactividad de Met4 en canceres de ovario

Puntuacion | Frecuencia (pts) | Porcentaje Subtipo histoldgico
Seroso (%S) | Endometrioide (%EM) | de células claras (%CC)
0
1 9 30 3 (23%) 4 (36%) 2 (40%)
2 12 45 6 (46%) 5 (45%) 1 (25%)
3 7 25 4 (31%) 2 (18%) 1(25%)

Las secciones de cancer de ovario se tifien con Met4. La puntuacion global representa la intensidad de tincién media
de la seccién en una escala categérica de 0 a 3. (S - carcinoma papilar seroso, EM - carcinoma endometriode, CC -
carcinoma de células claras).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la intensidad de tincién con Met4 en los subtipos de
cancer de ovario. Los canceres de células claras, que se consideran el subtipo mas agresivo, no demostraron una
mayor reactividad que otros subtipos histolégicos.

Para evaluar la especificidad de Met4 y la expresion de c-Met en tumores cerebrales, se tifid una matriz de tejido de
gliomas. La micromatriz de tejido presentd 18 gliomas en nucleos triplicados. Ademas, hubo tres casos de tejidos
cerebrales normales (Tabla 3, Figura 5B).

Tabla 3: Reactividad a Met4 de los gliomas (54 nucleos)

Puntuacion | Frecuencia (Nucleos) | Porcentaje (Nucleos) | Frecuencia (Pacientes) | Porcentaje (Pacientes)
0 21 34 5 37

1 22 35 7 36

2 13 21 3 16

3 6 10 3 11
Total 62 100 18 100

Se tifid6 una micromatriz de tejido de 18 gliomas en nucleos triplicados con el anticuerpo Met4. Se evalud la
reactividad a Met4 multiplicando la intensidad de tincion relativa y el porcentaje de células positivas. La puntuacion
global se expresa en una escala categorica de 0 a 3.

Las neuronas Yy los astrocitos reactivos se tifieron fuertemente con Met4, mientras que los oligodendrocitos no
mostraron tincion con Met. Sorprendentemente, las células endoteliales variaron en la positividad a Met, incluyendo
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las células endoteliales de la vasculatura tumoral. Cinco de los 18 los gliomas fueron negativos para Met y 3/18 se
tiferon fuertemente. Los tres eran gliomas de alto grado. En conjunto, el 70% de los gliomas expresé c-Met y los
niveles de expresion de c-Met aumentaban con el grado del tumor.

Ejemplo 6: Materiales y métodos de mapeo del epitopo de Met4:

Se prepar6é Met4 en PBS a una concentracion de 2,0 mg/ml. Se obtuvieron las bibliotecas de péptidos expresados
en fagos Ph.D.-12 y Ph.D.-7 del kit de biblioteca de péptidos expresados en fagos de New England Biolabs. El
cebador de secuenciacion The-96 glll, asi como la cepa huésped E. coli ER2738 también se obtuvieron de este kit.
Todas las otras soluciones se prepararon utilizando SIGMA Chemicals.

La Figura 8 muestra los métodos utilizados para mapear el epitopo de Met4. En primer lugar, una biblioteca de
fagos, cada una expresando una secuencia de péptidos diferente, se expone a una placa recubierta con el
anticuerpo Met4. La Figura 7 muestra la bioseleccion con la biblioteca de péptidos expresados en fagos. La
expresion en fagos permite la existencia de una union entre secuencias aleatorias de péptidos y el ADN que codifica
estas secuencias. La bioseleccion es una técnica de selecciéon en la que los péptidos expresados en fagos se
exponen a una superficie recubierta con una molécula diana (enzima, anticuerpo, etc.)

La bioseleccion se realizé utilizando la Biblioteca de Expresion en Fagos M13 de acuerdo con el kit de biblioteca de
péptidos de expresion en fagos de New England Biolabs. Diversas etapas incluyen recubrir una placa de Petri de
60x15 mm con 100 pg/ml de anticuerpo Met4 y exponer la placa a aproximadamente 1x10 11 ufp de la biblioteca de
péptidos M13. El fago no unido se lavd con TBST, y el fago unido especificamente se eluyo con glicina HCI al 10% y
BSA. Como se describe adicionalmente en mayor detalle mas adelante, se amplifica el fago eluido; el proceso se
repite para un total de 3 a 4 rondas; y, por ultimo, se aislaron y secuenciaron los clones individuales positivos para el
anticuerpo Met4.

Para la amplificacion y la precipitacion de fagos, se utilizé una diluciéon 1:100 de cultivo ER2738 para la infeccion y la
amplificacion. El fago se precipitdé con polietilenglicol al 20%, NaCl 2,5 M. Los fagos especificos para el anticuerpo
Met4 se tomaron a través de varios ciclos de uniéon/amplificacion: la Tabla 4 muestra el nimero de fagos en ufp para
la entrada inicial de la Biblioteca Ph.D.-12, asi como la salida después de cada ronda de seleccion frente a Met4.

Tabla 4
Entrada de fago Fago eluido de la 12 ronda | Fago eluido de la 22 ronda | Fago eluido de la 32 ronda
de seleccion de seleccion de seleccion
1x1011 ufp 1,5 x 104 ufp 6,0 x 104 ufp 1,1 x 108 ufp
% de recuperacion 0,000015% 0,00006% 1,1%
Factor de | 1,00 4X 73333X
enriquecimiento

La titulaciéon y la amplificacion de los aislados finales del fago se realizaron para asegurar que cada clon del fago
correspondia a una unica secuencia de ADN.

El ELISA de las colonias M13 se realizé de acuerdo con los siguientes métodos: se expuso el anticuerpo Met4 a
clones individuales de expresion de péptidos M13. Se utilizd como anticuerpo secundario una diluciéon 1:5.000 de
anticuerpo anti- M13 conjugado con HRP en tampén de leche al 1%. El sustrato de perdxido utilizado se obtuvo del
kit de sustrato Pierce TMB. Se ley6 la placa a 450 nm utilizando el programa KC4 PC. La Figura 9 es un grafico de
barras que muestra los valores OD450nm del ELISA de los clones de fagos especificos para Met4 recuperados de la
biblioteca 12 de expresion en fagos en comparacion con el tipo silvestre M13.

Se aisl6 ADNmc de M13, como sigue: se seleccionaron los 8 clones del fago M13 con la lectura de absorbencia mas
alta del ELISA y se aislaron sus moléculas de ADNmc utilizando el protocolo QlAprep Spin M13 del manual QlAprep
M13 de QIAGEN.

Los epitopos se caracterizaron mediante secuenciacion de ADN de los clones de fagos ultra-especificos. La
secuenciacion de ADN se realizé como sigue: se combinaron 2,0 ul de ADN aislado de cada clon M13 con 1,0 pl del
cebador de secuenciacion 28 glll en tubos para PCR. Las muestras se sometieron a PCR y se realiz6 la
secuenciacion. Los péptidos M13 especificos para Met4 (de la biblioteca de péptidos 12 de expresion en fagos) se
compararon con la secuencia del dominio de union a HGF/SF extracelular de Met humano utilizando el programa
Sim. Las similitudes entre las secuencias de aminoacidos estan en negrita en la Tabla 5.

Tabla 5:
DWDPSYRHRPPS
SPCVDWGPHRAC
TPPNSVDILPSR
AHGPFDHLPELH
AWSDWSPSSRQT
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SMWDFEPSSRPR
TIRPDWSPALRA N
Proteina Met “**SYIDVLPEFRDSYP**

El epitopo de Met4:

El analisis de la secuencia de ADN se maped a un epitopo DVLPEFR en la proteina Met humana en los residuos de
aminoacidos 236-242 (de la SEC ID N° 1, véase la Tabla 5) o, mas concretamente, a un epitopo DVLP en la proteina
Met humano en los residuos de aminoacidos 236-239 (de la SEC ID N° 1, véase la Tabla 5).

Ejemplo 7: el anticuerpo anti-Met de conejo RA4E se une al epitopo de Met4:

Un péptido SYIDVLPEFRDSYP a partir de los residuos de aminoacidos 233-246 de Met humana (péptido 1) y otro
péptido NFLLDSHPVSPEVI a partir de los aminoacidos 478-491 de Met (péptido 2) fueron sintetizados por
Genemed Synthesis, Inc. Se conjugo el péptido 1 con la proteina KLH. Los polisueros de conejo fueron generados
por Pacific Immunology Corp frente a SYIDVLPEFRDSYPKLH. Se purificé el anticuerpo policlonal (denominado
"RA4E") a través de una columna de afinidad conjugada con el péptido 1.

El anticuerpo anti-Met RA4E compite con Met4:

El anticuerpo anti-Met de conejo RA4E se caracterizé6 mediante ELISA de competicion. En el ELISA competitivo, se
recubrieron placas de 96 pocillos con la proteina Met25-567 a 1 ug/ml. Se mezclaron Met4 y RA4E con el péptido 1y
el péptido 2 en dilucién en serie y se incubaron las mezclas en la placa recubierta con Met durante 1,5 horas a
temperatura ambiente. Después del lavado, se afadié a la placa conjugado AP anti-raton o anti-conejo a una
dilucién de 1:2.000. Después del desarrollo, se midieron los valores de densidad 6ptica mediante un lector de ELISA
a 405 nm. El péptido 1 bloqueaba la unién de Met4 y RA4E a la proteina Met de una forma dependiente de la dosis
(Figura 10A-C), mientras que el péptido 2 no tuvo ningun efecto sobre la unién.

Tincién por inmunofluorescencia de Met4 y RA4E en células MKN45 y NIH3T3:

Se caracteriz6 adicionalmente el anticuerpo anti-Met de conejo RA4E mediante tinciéon por inmunofluorescencia. Se
co-cultivaron células MKN45 y NIH3T3 en portaobjetos de 8 camaras durante toda la noche a 37°C. A continuacién
se lavaron las células con PBS y se fijaron con formalina al 10%. Las células fijadas se incubaron con Met4 y RA4E
(8 ug/ml cada uno) a 4°C durante toda la noche. Se utiliz6 C28 (20 ug/ml) como control positivo. Se afiadieron
conjugados FITC anti-conejo y rojo de rodamina anti-ratén a las células después del lavado y se incubaron los
portaobjetos a temperatura ambiente (TA) durante 1,5 horas. Los nucleos se tifieron con DAPI. Met4 y RA4B se
encontraron co-localizados en las células MKN45 que expresaban Met, pero no en las células NIH3T3 negativas
para Met (Figuras 11A-C). Dado que RA4E tefiian las células MKN45 positivas para Met fijadas en formalina al 10%
de manera similar a Met4, RA4E debe tener propiedades similares a Met4. Es decir, estos datos sugieren que RA4E,
al igual que Met4, podria utilizarse para el diagnoéstico clinico en secciones de tejido fijado en formalina e incluido en
parafina (FFPE) mediante tincion inmunohistoquimica.

La descripcion anterior se considera Unicamente la de la(s) forma(s) de realizacién preferente(s). A los expertos en
la materia y a los que realizan o utilizan la invencién se les ocurriran modificaciones de la invencién. Por lo tanto, se
entiende que la(s) forma(s) de realizacién que se muestra(n) en los dibujos y que se ha(n) descrito anteriormente
es/son meramente para fines ilustrativos.
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Ile Lys Asp Leu Gly Ser Glu Leu val Arg Tyr Asp Ala Arg val His
965 3?8 975

Thr Pro His Leu Asp Arg Leu val Ser Ala Arg Ser val Ser pPro Thr
980 985

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

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

val GIn Tyr Pro Leu Thr Asp Met Ser Pro Ile Leu Thr Ser Gly
1025 1030 1035

Asp Ser Asp Ile Ser Ser Pro Leu Leu GIn Asn Thr val His Ile
1040 1045 1050

Asp Leu Ser Ala Leu Asn Pro Glu Leu val GIn Ala val Gln His
1055 1060 10865

val val 1le Gly Pro Ser Ser Leu Ile val His pPhe Asn Glu val
1070 1075 1080

Ile Gly Arg Gly His pPhe Gly Cys val Tyr His Gly Thr Leu Leu
1085 1090 1095

Asp Asn  Asp Gly Lys Lys Ile His Cys Ala val Lys Ser Leu Asn
1160 1105 1110

Arg ITe Thr Asp Ile Gly Glu val Ser GlIn phe Leu Thr Glu Gly
1115 1120 1125

Ile I1e Met Lys Asp Phe Ser His Pro Asn val Leu Ser Leu Leu
1130 1135 1140

Gly Ile <Cys Leu Arg Ser Glu Gly Ser pro teu val val Leu Pro
1145 1150 1155
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REIVINDIACACIONES

1. Anticuerpo monoclonal anti-Met producido por la linea celular de hibridoma depositada en la American Type
Culture Collection bajo el numero de registro PTA-7680, o un fragmento de unién al antigeno de dicho anticuerpo.

2. Anticuerpo anti-Met, o un fragmento de unién al antigeno de dicho anticuerpo, que se une al mismo epitopo que el
epitopo al que se une el anticuerpo monoclonal producido por la linea celular de hibridoma depositada en la
American Type Culture Collection bajo el nimero de registro PTA-7680, en el que el epitopo estda dentro del
polipéptido DVLPEFR en los residuos de aminoacidos 236-242 de la proteina Met humana dentro de la secuencia
SEC ID N°: 1, o el epitopo esta dentro del polipéptido DVLP en los residuos de aminoacidos 236-239 de la SEC ID
Ne: 1.

3. Anticuerpo anti-Met que se une a un polipéptido que consiste en los aminoacidos identificados en la SEC ID N° 1
como 236-239, o un fragmento de unién al antigeno de dicho anticuerpo.

4. Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que es un anticuerpo monoclonal o un fragmento de
unién al antigeno del mismo, en el que dicho anticuerpo monoclonal o fragmento de union al antigeno del mismo se
liga a un resto detectable.

5. Composicién que comprende el anticuerpo monoclonal, o fragmento de unién al antigeno del mismo, segun
cualquiera de las reivindicaciones anteriores y opcionalmente un portador.

6. Kit, que comprende:

(a) un primer recipiente que comprende el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,

(b) un segundo recipiente que comprende un portador, y

(c) las instrucciones para utilizar el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo para detectar Met,
diagnosticar, pronosticar, o evaluar un agente inhibidor de Met; y, opcionalmente, uno o mas de

(d) un segundo anticuerpo monoclonal o fragmento de unién al antigeno del mismo; segundo anticuerpo
monoclonal o fragmento de unién al antigeno del mismo que se une al anticuerpo monoclonal o fragmento de
union al antigeno del mismo del primer recipiente, o

(e) un agente inhibidor de Met.

7. Método para detectar la presencia de Met en una muestra biolégica, muestra de la que se sospecha que expresa
Met, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una muestra de la que se sospecha que expresa Met obtenida de un paciente,
(b) proporcionar la composicién de la reivindicacion 5

(c) poner en contacto la muestra con la composicion de la reivindicacion 5, y

(d) detectar la presencia de Met en la muestra.

8. Método para diagnosticar o pronosticar una enfermedad relacionada con Met en un paciente que tiene o del que
se sospecha que tiene una enfermedad relacionada con Met, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar la composicion de la reivindicacion 5,

(b) poner en contacto un tejido o una muestra biolégica obtenida de dicho paciente con la composicién de la
reivindicacion 5,

(c) determinar el nivel de expresion de Met en el tejido o en la muestra, y

(d) comparar el nivel de expresiéon con un control adecuado.

9. Método de la reivindicacion 8 en el que la enfermedad relacionada con Met es el cancer, tal como el cancer de
ovario.

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 en el que el tejido o la muestra biolégica se ha fijado en
una solucién de formaldehido.

11. Método para determinar la eficacia de un agente inhibidor de Met, que comprende las etapas:

(a) proporcionar un primer tejido o muestra biolégica obtenida de un paciente que tiene un cancer
relacionado con Met antes del tratamiento con el agente inhibidor de Met;

(b) proporcionar la composicién de la reivindicacion 5;

(c) poner en contacto el primer tejido o muestra bioldgica y un tejido o muestra post-tratamiento, obtenida
después de tratar al paciente con un agente inhibidor de Met, con la composicién de la reivindicacion 5;

(d) determinar el nivel de expresién de Met en cada uno del primer tejido o muestra bioldgica y el tejido o
muestra post-tratamiento; y
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(e) comparar el nivel de expresion de Met del primer tejido o muestra biolégica con el nivel de expresion de
Met del tejido o muestra post-tratamiento para determinar la eficacia de dicho agente inhibidor de Met, en el
que opcionalmente cada uno del primer tejido 0 muestra bioldgica y el tejido o muestra post-tratamiento se
ha fijado en una solucién de formaldehido.

12. Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o la composicién de la reivindicacion 5 para su uso en
un método de diagnéstico llevado a cabo en el cuerpo humano o de un animal.

13. Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o la composicion de la reivindicacién 5 para su uso en
un método de diagnéstico de un trastorno relacionado con Met.

14. Linea celular de hibridoma depositada en la American Type Culture Collection bajo el nimero de registro
PTA-7680.
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REACTIVO A MET 4 EN CANCERES DE OVARIO
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RESULTADOS DE ELISA DE CLONES DE FAGOS ESPECIFICOS PARA MET4
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ELISA COMPETITIVO DE MET4 PEPTIDO 1
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ELISA COMPETITIVO DE MET4 PEPTIDO1
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