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(57) Resumo: USOS DE UM ANTICORPO MONOCLONAL, UM
FRAGMENTO E/OU ANTICORPO GENETICAMENTE
ENGENHEIRADO OU HUMANIZADO, DE UMA SEQUENCIA DE
NUCLEOTIDEOS E DE UM VETOR, PRODUTO, E, METODO PARA
TRIAR COMPOSTOS Uso de um anticorpo monoclonal direcionado
contra o dominio extracelular de fator de crescimento de hepatécito é
descrito para a preparagdo de um medicamento para o tratamento de
tumores e/ou metastases e de uma ferramenta de diagnéstico para
detectar células neoplasicas bem como vetores compreendendo pelo
menos uma porgéo da sequéncia de nucleotideos codificadora do
anticorpo monoclonal anti-Met e/ou pelo menos um fragmento do
mesmo e pelo menos um inibidor de quinase.
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Campo da invencao

A presente invengdo refere-se ao uso de um anticorpo
monoclonal, fragmentos e/ou porgdes do mesmo, e ao uso de seqiiéncia de

nucleotideos codificadora de um anticorpo monoclonal, fragmentos e/ou

- porgdes do mesmo para a preparagdo de um medicamento para o tratamento

de tumores e metastases e dispositivos de diagnostico para detectar células
neoplasicas, quer in vivo, quer in vitro. Em particular, a presente invengao
refere-se ao uso de um anticorpo monoclonal anti-Met direcionado contra o
dominio extracelular receptor de fator de crescimento de hepatdcito.

Fundamentos da invencao

Exploragio cientifica de imunoterapia de cancer comegou nos
anos 1950s e a primeira aplicagdo baseou-se em anticorpos policlonais. Hoje,
ap6s mais do que cinco décadas, imunoterapia com anticorpos monoclonais
continua a oferecer uma alternativa promissora para tratamento de cancer
(1,2). Varios anticorpos selecionadores de receptores de tirosina quinase
(RTKs)' em cancer sio correntemente usados em pratica clinica (3). O
mecanismo de acdo destes anticorpos € diferente em ocorréncias diferentes, e
- a despeito dos exemplos de aplicagdo bem sucedida - muitas vezes, ¢
insatisfatoriamente entendido (4). Bevacizumab e Cetuximab selecionam
VEGF-VEGFR e EGF-EGFR, respectivamente, e atuam por prevengdo da
interacdo de ligante-recéptor, (5,6). Herceptina és um anticorpo monoclonal
especifico para HER2, um membro da familia EGFR. O mecanismo de agio
subjacente a eficacia de Herceptina nfo estd completamente claro mas tem
sido mostrado que promove degradagio de HER2, diminuindo assim os niveis

de receptor na superficie de células de tumor (7).



10

15

20

25

2

O oncogene MET, codificador de receptor de tirosina quinase
para Fator de Crescimento de Hepatécito (HGF), controla programas
genéticos levando ao crescimento celular, invasdo celular e protegdo celular
contra apoptose. Ativagdo desregulada de HGFR € critica ndo apenas para a
aquisicio de propriedades tumorigénicas mas também para a realizag¢do do
fenétipo invasivo (8). O papel de MET em tumores de humano emergiu de
varias abordagens experimentais e foi inequivocamente aprovado pela
descoberta de MET ativando mutacdes em formas herdadas de carcinomas.
(9,10). Além disso, ativagdo constitutiva de HGFR ¢ freqiiente também em
canceres esporadicos e estudos disto e outros laboratérios tém mostrado que o
oncogene MET é sobre-expressado em tumores de histotipos especificos ou ¢
ativado através de mecanismos autdcrinos. Além disso, o gene MET ¢
amplificado em metéastases hematogenosas de carcinomas colorretais (11).
Interferéncia com ativagio de Met esta portanto se tornando uma abordagem
desafiadora para impedir os processos tumorigénicos e metastasicos. Nos anos
passados, varias estratégias tém sido propostas para bloquear a sinalizag¢io de
HGFR, selecdo de qualquer um o HGFR ou seu ligante. Estas abordagens
incluem o uso de antagonistas de HGF, anticorpos neutralizadores de HGFs,
iscas de HGFR, inibidores de sitio de ligagdo de ATP de molécula pequena de
HGFR ou moléculas pequenas tais como geldanamicina, ribozimas e
polipeptideos de dominio SH2 (revisto em 12).

Sumario da invencao

A presente invengdo € relacionada ao uso de um anticorpo
monoclonal direcionado contra o dominio extracelular receptor de fator de
crescimento de hepatécito (HGFR) no tratamento de tumores e/ou metastases
em um individuo afetado por um tumor e em dispositivos de diagnostico para
detectar células neoplasicas, quer in vivo, quer in vitro.

O objetivo da presente invengdo ¢, portanto, 0 uso de i) um

anticorpo monoclonal anti-Met, ii) um fragmento contendo a regiéo de
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ligagdo de epitopo de um anticorpo monoclonal anti-Met e/ou iii) um
anticorpo geneticamente engenheirado contendo a regido de ligacdo de
epitopo ou as regides determinantes de complementaridade (CDRs) de um
anticorpo monoclonal anti-Met para a preparagdo de um medicamento para 0
tratamento de tumores e metastases em um individuo sofrendo de um tumor e
para dispositivos de diagndstico para detectar células neoplasicas, quer in
vivo, quer in vitro, no qual o anticorpo monoclonal anti-Met - chamado
AntiMET-R - & produzido pela linhagem de célula de hibridoma depositada
pelo Advanced Biotechnology Center (ABC), Interlab Cell Line Collection
(ICLC), S.S. Banca Cellule ¢ Colture in GMP, Largo Rosanna Benzi 10,
Genova, Italia com o nimero de acesso de ICLC PD 05006.

Outro objetivo da presente invengdo € o uso de um vetor
compreendendo pelo menos uma por¢do da seqiiéncia de nucleotideos
codificadora da regido de ligagdo de epitopo ou as CDRs do anticorpo
monoclonal anti-Met produzido pela linhagem de célula de hibridoma ICLC
PD 05006 para a preparagio de um medicamento para o tratamento de
tumores e metastases em um individuo afetado por um tumor.

Outro objetivo da presente invengdo é o uso de i) do anticorpo
monoclonal anti-Met, ii) um fragmento contendo a regido de ligagdo de
epitopo do anticorpo monoclonal anti-Met e/ou iii) um anticorpo
geneticamente engenheirado contendo a regido de ligagdo de epitopo ou as
CDRs do anticorpo monoclonal anti-Met e pelo menos um inibidor de quinase
como uma preparagio combinada para uso simultineo, separado ou
seqiiencial em terapia de tumor e/ou de metasteses.

Outro objetivo da presente invengdo ¢ um método para triar
compostos capazes de se ligarem em pelo menos uma porgdo do receptor de
dominio extracelular de fator de crescimento de hepatocito (HGFR) para a
identificacio de compostos farmacologicamente ativos na prevengdo e/ou

tratamento de tumor e/ou metastases.
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Outro objetivo da presente invengdo € o uso do anticorpo
AntiMET-R, fragmentos do mesmo e/ou anticorpos geneticamente
engenheirados contendo a regido de ligagdo de epitopo ou as CDRs do
anticorpo AntiMET-R como ferramenta de diagnostico para detectar células

neoplasicas, quer in vivo, quer in Vitro.

De acordo com a presente invengdo, estes propositos sdo
alcangados por meio das reivindicagdes que seguem, que sio parte integral do
ensinamento técnico aqui proporcionado com respeito a invengao.

Breve descricio dos desenhos

- Figura 1. AntiMET-R prejudica ativagdo de HGFR e
transdugdo de sinal. (A) Avaliagdo de ativagdo de HGFR. Células GTL16
foram expostas a AntiMET-R nos tempos indicados. HGFR foi
imunoprecipitado dos lisados celulares e Western blots foram sondados com
Abs indicados. Tratamento com AntiMET-R resultou em um decréscimo de
ativacdo de receptor mais pronunciado do que regulagem negativa de
receptor, como indicado por quantificagdo de densidade de banda. (B) Analise
de sinalizacdo de HGFR. Células foram pré-tratadas quer com VSV-G quer
com AntiMET-R e entdo estimuladas com HGF nos tempos indicados.
Fosforilagio Akt foi avaliada em lisados totais de célula. Como mostrado no
painel superior, AntiMET-R reduziu ambas a ativagdo Akt basal e HGF-
induzida. N

- Figura 2. AntiMET-R inibe o fenotipo transformado de
células de cincer in vitro. (A) Crescimento ancoragem-independente de
células GTL16. Células pré-tratadas foram semeadas em agar 0,5%. Células
foram entdo mantidas na presenga das quantidades indicadas de Abs
AntiMET-R ou VSV-G e apds 10 dias, colonias crescidas foram coradas.
Crescimento ancoragem-independente foi drasticamente inibido até mesmo
em doses baixas de AntiMET-R. (B) Ensaio de invasdo. MDA-MB-435 B4

foram pré-tratadas com os anticorpos indicados por 24 h antes da semeadura
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em uma camara Transwell revestida com matrigel. A cimara inferior foi cheia
com DMEM FBS 2% + HGF 100ng/mL. Apds 24 h, as células migradas
foram coradas e contadas. Capacidade invasiva em resposta ao HGF ¢
expressada como aumento de vezes comparado com as celulas ndo
estimuladas. Como mostrado, tratamento com AntiMET-R reduziu
significativamente a invasdo de célula.

- Figura 3. AntiMET-R inibe o fendtipo transformado de
células de cancer in vivo (A, B) Ensaio de tumorigénese. Camundongos nus
foram injetados subcutaneamente com 1,5x10° células GTL16. Apos
surgimento de tumor, camundongos exibindo tumores de mesmo tamanho
foram selecionados e entdo injetados in situ duas vezes por semana com 2
ng/g de quer VSV-G quer AntiMET-R. Volume de tumor foi medido em
instantes de tempo diferentes (A). Como mostrado, AntiMET-R prejudicou o
crescimento de tumor em camundongos nus enxertados com células de tumor
de humano. Camundongos foram mortos apds 8 semanas de tratamento e peso
de tumor foi calculado (B). Em camundongos tratados com AntiMET-R,
tumores foram significativamente menores do que em camundongos de
controle (p< 0,05) . (C) Avaliagdo de ativagdo de HGFR. Segdes de tumor de
camundongos tratados com VSV-G (painel A), ou AntiMET-R (painel B)
foram coradas com anti-fosfo-HGFR de humano. Anélise imuno-histoquimica
de tumores revelou que os niveis de HGFR ativado foram fortemente
decrescidos em camundongos tratados com AntiMET-R.

- Figura 4. Tratamento com AntiMET-R interfere com a
progressio de tumor in vivo. Camundongos nus foram inoculados
subcutaneamente com 2,5x10° células MDA-MB-435 B4. Crescimento de
tumor foi avaliado em camundongos nio tratados (A) e em camundongos
tratados com: 10 pg/g de VSV-G administrado IP (B), 1 pg/g de AntiMET-R
IP (C), 10 pg/g de AntiMET-R IP (D) e 2 pg/g de AntiMET-R IS (E). Como

mostrado no diagrama (K), AntiMET-R inibiu o crescimento de tumor em
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camundongos nus enxertados com células de tumor de humano. Coloragio
imuno-histoquimica para anti-fosfo-HGFR de humano foi realizada em se¢es
de tumor mostradas no painel esquerdo. Ativagdo forte de HGFR esteve
presente em ambos camundongos ndo tratados (F) e em camundongos
tratados com anticorpo de controle (G). Administragdo de AntiMET-R
resultou em inibicio de HGFR que igualou ao enfraquecimento de
crescimento de tumor. (L) Analise de metastases pulmonares. Metdstases
foram contadas por observagio microscOpica de segdes de pulméo apos
coloragio com hematoxilina/eosina. Uma redugdo dose-dependente de
ntiimero de metastases foi evidente em camundongos tratados com AntiMET-
R. (M-N) Avaliagio de vascularizagdo de tumor. Coloragdo de
imunofluorescéncia sobre se¢des histologicas de tumor foi realizada com um
anticorpo anti-CD31 de camundongo. Numero e area de vasos foram
avaliados por microscopia de fluorescéncia. Como mostrado, ambos o nimero
e o tamanho de vasos foram reduzidos em resposta ao tratamento com
AntiMET-R.

- Figura 5. AntiMET-R induz regulagem negativa de HGFR.
Células GTL16 (A) e MDA-MB-435 B4 (B) foram tratadas com AntiMET-R
nos tempos indicados. Quantidades iguais de lisados de célula total foram
processadas para Western blotting e sondadas com anti-HGFR (painéis
superiores) ou, como controle de carregamento, com anticorpos anti-Hsp70
(painéis inferiores). Como mostrado, AntiMET-R foi capaz de induzir
regulagem negativa de HGFR tanto em células sobre-expressando (GTL16)
quanto em células expressando niveis normais de HGFR (MDA-MB435 B4).
(C) Quantificagdo citofluorimétrica de HGFR sobre a superficie de célula.
Células MDA-MB-435 B4 foram incubadas em meio sozinho (barras pretas)
ou HGF (barras cinzas) ou AntiMET-R (barras brancas). Nos instantes de
tempo indicados, as células foram coradas com um Ab anti-extra HGFR

(D024). Como mostrado, AntiMET-R foi capaz de eficientemente reduzir a
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quantidade de HGFR de superficie com redugdo maxima apos 30 h de
tratamento.

- Figura 6. Regulagem negativa induzida por anticorpo e
dependente de ligante segue rotas diferentes. (A) Células HeLa (painel
superior) e GTL16 (painel inferior) foram pré-tratadas com lactacistina (lact)
ou concanamicina (conc) ou ambas por 2 horas, antes do tratamento com
HGF ou AntiMET-R. Regulagem negativa de HGFR foi avaliada sobre os
lisados de célula totais. Na presenga de inibidores de proteassomo, regulagem
negativa de HGFR ligante-induzida foi enfraquecida, enquanto que Ab-
induzida ndo o foi. Nesta condi¢do, um fragmento de 60Kd (seta), detectavel
apenas por um Ab direcionado contra a porgdo intracelular (anti-intra Met ),
foi acumulado nas células. Além disso, sondagem com anticorpos anti-
ubiquitina (B, painel superior) mostrou que este fragmento foi etiquetado com
grupos ubiquitina, como esperado para uma molécula comprometida pela
degradagédo proteassomal. |

- Figura 7. AntiMET-R induz a clivagem proteolitica de
HGFR e separagio de Dominio Extracelular (ECTODOMAIN). (A) Células
GTL16 foram metabolicamente marcadas com >°S Metionina e 333 Cisteina e
entdo tratadas quer com HGF quer com AntiMET-R por 4 h. Sobrenadantes
foram coletados e imunoprecipitados com um Ab anti-HGFR direcionado
contra o dominio extracelular. Geles foram corridos sob condi¢do ndo-
redutoras (painel superior) e redutoras (painel inferior). Na auséncia de
agentes cadeias a e p de HGFR migram como um complexo, enquanto que as
duas bandas correm separadamente na presenca de B-mercapto-etanol. Como
mostrado na figura, AntiMET-R mas ndo HGF foi capaz de induzir separagao
de ectodominio de HGFR. (B) AntiMET-R induz separagdo de ectodominio
também em células endoteliais. Células HUVEC foram expostas ao anticorpo
nos tempos indicados. Meios de cultura foram coletados e imunoprecipitados

com um anticorpo reconhecendo a porgdo extracelular de cadeia-f de HGFR.
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Western blots foram sondados com o mesmo anti-extra HGFR. (C, D)
Separagdo de HGFR ¢é dose- e tempo-dependente. Células foram estimuladas
com quantidade crescente de AntiMET-R (C) ou por tempos diferentes (D).
Meios de cultura foram tratados como em (B)

- Figura 8. Ativagdo de transducgdo de sinal ndo € requerida
para separagdo de HGFR. Células Cos-7 foram transfectadas com mutantes de
HGFR diferentes ¢ 48 horas mais tarde foram tratadas com AntiMET-R por 4
h. Quantidades iguais de lisados de célula e meios condicionados foram
processadas para Western blotting. Como mostrado, AntiMET-R foi capaz de
induzir regﬁiagem negativa e separagdo de ectodominio de todos os mutantes
de HGFR. HGFR KD = HGFR Quinase Morta, faltante de atividade de
quinase; HGFR Duplo = mutante de HGFR faltante de 2 tirosinas de
ancoragem 1349, 1356 e assim incapaz de recrutar transdutores de sinal;
HGFR-GFP = mutante de HGFR onde toda a porgdo intracelular foi
substituida pela seqiiéncia GFP.

- Figura 9. O ectodominio separado de HGFR comporta-se
como uma “isca” . Células pré-tratadas com AntiMET-R foram estimuladas
com HGF quer na auséncia quer na presenga de ectodominio de HGFR (Met
ecto) no meio de cultura. Como mostrado, ectodominio de HGFR separado
prejudicou a ativagdo Akt e comportou-se como uma “isca” .

- Figura 10. Células geneticamente modificadas por meio
transferéncia de gene mediada por vetor lentiviral expressam AntiMET-R. (A)
Desenho esquematico do vetor lentiviral bidirecional (forma integral) usado
para expressar AntiMET-R; LTR: HIV-1 Long Terminal Repeats [Repeticdes
Terminais Longas de HIV-1]; a regido U3 ¢é deletada na posigdo -18 da regido
R. SD: Splice donor [Doador de Unido]. SA: Splice Acceptor [Aceptor de
Unido]. PolyA SV40: sitio de poliadenilagdo do virus simiano 40. Cte:
elemento de transporte constitutivo derivado do virus Mason-Pfizer de

macaco. P;CMV: promotor minimo derivado de CitoMegaloVirus. hPGK:
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promotor de humano do gene Fosfoglicerato-Quinase. PRE: elementos
regulatorio de pos-transcrigdo do virus de hepatite de marmota. Etiqueta
FLAG: seqiiéncia codificadora de epitopo DYKDDDK 3 vezes repetido.
Etiqueta His: seqiiéncia codificadora de 7 residuos de Histidina. (B) Analise
por Western blot de sobrenadantes de cultura livre de soro (cada amostra de
75 pL) coletados de duas linhagens celulares representativas com vetor
lentiviral trazendo AntiMET-R cDNAs. Amostras foram submetidas a SDS-
PAGE sob condi¢do redutora e os filtros correspondentes foram sondados
com Ig anti-camundongo. (C) Tabela relatando a quantificacdo de AntiMET-
R em sobrenadantes de cultura derivados de um painel de linhagens de célula
transduzidas com vetor lentiviral trazendo AntiMET-R cDNAs.

- Figura 11: O AntiMET-R recombinante liga-se com
afinidade alta no dominio extracelular de Met . (A) Analise por Western blot
de lisados de célula contendo o Receptor Met imunoprecipitado com o
AntiMET-R derivado de fontes diferentes (hibridoma ou linhagem de célula
de carcinoma geneticamente modificada). A imunoprecipitagdo foi realizada
incubando Seph. Prot. G com sobrenadantes de cultura de célula de I:
Hibridoma produzindo MAb ndo relacionado; 2 Hibridoma produzindo
AntiMET-R MAb; 3: células MDA-MB 435 infectadas com vetor lentiviral
trazendo cDNAs para AntiMET-R MAb 4: células MDA-MB 435 ndo
infectadas. Amostras foram submetidas 4 SDS-PAGE sob condigdo redutora e
os filtros correspondentes foram sondados com um anticorpo anti-Met
direcionado contra a cauda c-Terminal do receptor. (B) Ensaio de ligagdo do
AntiMET-R e o AntiMET-R recombinante no dominio extracelular do
Receptor Met . Placa de 96 cavidades revestida com dominio extracelular
MET purificado fusionado no dominio Fc derivado de Ig de Humano (100
ng/cavidade) foi incubada com concentragdes crescentes de AntiMET-R
purificado ou AntiMET-R recombinante (de 0 a 5,5 nM). Curva de ligagéo fo1

revelada usando anticorpo ligado em Ig anti-camundongo - HRP. Para



10

15

20

25

10

controlar a especificidade de ligagdo realizamos o mesmo ensaio usando
cavidades revestidas com Fc-Ron (uma proteina quimera gerada de fusdo de
dominio Fc de Ig de Humano no dominio extracelular do receptor Ron, uma
proteina pertencente a familia de receptores Met).

- Figura 12: O AntiMET-R recombinante induz a clivagem
proteolitica de HGFR e separagio de Dominio Extracelular
(ECTODOMAIN). Células HCT-116, uma linhagem de célula derivada de

carcinoma colorretal, foram incubadas em condigdo livre de soro por 24 h

~ com a quantidade indicada de AntiMET-R (A) purificado ou AntiMET-R

recombinante (B). Lisados de célula totais (painéis superiores) e
sobrenadantes de cultura celular (painéis inferiores) foram submetidos a SDS-
PAGE seguida por Western Blot. A diminui¢do da forma madura de Met
(p145) nas células e o aumento correspondente de ectodominio Met (p80) nos
sobrenadantes de cultura foram monitorados sondando filtros com mAb DL-
21 anti-Met que reconhece um dominio localizado na porgdo extracelular de
cadeia § de Met.

- Figura 13: Transdugdo com vetor lentiviral codificador de
AntiMET-R inibe o fenétipo transformado de células de cancer in vitro e in
vivo. (A) Ensaio de crescimento independente de ancoragem. Células HCT-
116 transduzidas (AntiMET-R) ou ndo (WT) com vetor lentiviral codificador
de AntiMET-R foram semeadas em &agar 0,5% . As células foram entdo
mantidas em meio suplementado com FCS 2%+ HGF 80 ng /mL. Colonias
foram armazenadas apds 14 dias; no topo de uma cavidade representativa €
mostrado; no fundo o grafico representa o nimero de colonias (calculado de
triplicatas). (B) Ensaio de invasdo. Células HCT116 transduzidas (AntiMET-
R) ou ndo (WT) com vetor lentiviral codificador de AntiMET-R foram
plaqueadas em uma cimara Transwell revestida com matrigel. A cémara
inferior foi cheia com meio FBS 2% + HGF 80 ng/mL. Apds 24 h as células

fixadas na parte inferior dos filtros foram contadas. Figuras sdo campos
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representativos dos filtros. (C) Laténcia de tumor in vivo. Células HCT-116
transduzidas (AntiMET-R) ou ndo (WT) com vetor lentiviral codificador de
AntiMET-R foram injetadas sob-catis no flanco de camundongos nus
animicos (3x 10° células/camundongo, n = 6 para cada grupo). Massa de
tumor foi avaliada a cada 2 dias com um compasso de calibre. Camundongos
foram considerados positivos para presenga de tumor quando massa de tumor
ultrapassou 15 mm’. (D) Crescimento de tumor in vivo. Células HCT-116

transduzidas (AntiMET-R) ou ndo (WT) com vetor lentiviral codificador de

~ AntiMET-R foram injetadas sob-ctitis no flanco de camundongos nus

animicos (SX 10° células/camundongo, n = 6 por cada grupo). Cinética de
crescimento de tumor foi avaliada medindo a massa de tumor com um
compasso de calibre a cada 3 dias. No 65° dia todos os camundongos foram
mortos.

- Figura 14: Liberagdo intra-tumor direta de vetor lentiviral
codificador de AntiMET-R inibe crescimento de tumor. Células HCT-116 (4
x 10° células/camundongo) foram injetadas sob-citis no flanco de
camundongos nus animicos. Quando a massa de tumor foi ao redor de 10
mm’ particulas de vetor lentiviral (1 pg p24 /camundongo) foram
administradas intra-tumoralmente no dia 0 e no dia 3. Um grupo (CTRL)

recebeu particulas de vetor codificadoras de GFP, enquanto que o outro grupo

‘recebeu particulas de vetor codificadoras de AntiMET-R (AntiMEt-R).

Cinética de crescimento de tumor foi avaliada medindo massa de tumor com
um compasso de calibre a cada 3 dias.

- Figura 15: Mapa do plasmideo codificador de Anti-MET-R.

- Figura 16: Mapa do plasmideo codificador de Anti-MET-R
FLAG-His.

- Figura 17: Desenho esquematico dos dominios derivados da

porgao extracelular do HGFR (ectodominio Met ) .

- Figura 18: AntiMET-R especificamente reconhece um
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epitopo localizado na regido IPTs. Meios condicionados de células MDA-
MB-435 transduzidas com particulas de vetor lentiviral codificadoras de Isca
Met myc-etiquetada, SEMA PSI myc-etiquetado e PSI IPT1-4 myc-
etiquetado foram imunoprecipitados com o anticorpo antiMET-R e detectados
por Western blot usando um anticorpo biotinilado anti-myc (painel direito).
Quantidades iguais de meios condicionados foram carregadas como um
controle para expressio de proteina (painel esquerdo). CTRL: meio
condicionado de células MDA-MB-435 transduzidas com um vetor lentiviral
vazio. Isca Met : meio condicionado de células MDA-MB-435 transduzidas
com um vetor lentiviral expressando o dominio extracelular inteiro de HGFR.
PSI-IPT: meio condicionado de células MDA-MB-435 transduzidas com um
vetor lentiviral expressando dominios PSI, IPT-1, IPT-2, IPT-3, IPT-4 do
HGFR. SEMA-PSI: meio condicionado de células MDA-MB-435
transduzidas com um vetor lentiviral expressando dominios Sema e PSI do
HGFR. A direita ¢ mostrado peso molecular em KD.

- Figura 19: AntiMET-R reconhece um epitopo localizado na
regido IPT-4. Lisados de célula de células MDA-MB-435 transduzidas com
particulas de vetor lentiviral expressando regides individuais IPT-1, IPT-2,
IPT-3, IPT-4, todas elas etiquetadas com indicador, foram imunoprecipitados
com o anticorpo AntiMET-R e detectadas por Western blot usando um
anticorpo anti-indicador (painel esquerdo); como controle para expressao de
proteina, quantidades similares de lisados celulares foram imunoprecipitadas
com um anticorpo anti-indicador e detectadas por Western blot usando o
mesmo anticorpo anti-indicador (painel direito). CTRL: Lisado de célula de
células MDA-MB435 transduzidas com um vetor lentiviral vazio. IPT1:
Lisado de célula de células MDA-MB-435 transduzidas com um vetor
lentiviral expressando a regido IPT-1 de HGFR. IPT2: Lisado celular de
células MDA-MB-435 transduzidas com um vetor lentiviral expressando a

regido IPT2 de HGFR. IPT3: Lisado de célula de células MDA-MB-435



10

15

20

25

13

transduzidas com um vetor lentiviral expressando a regido IPT-3 de HGFR.
IPT4: Lisado de célula de MDA-MB-435 transduzidas com um vetor
lentiviral expressando a regido IPT-4 de HGFR. A direita peso molecular em
KD é mostrado.

- Figura 20: AntiMet-R especificamente cora o receptor HGF
em células intactas. Painel A: Perfil de GTL-16 analisado por citometria de
fluxo com o anticorpo antiMet-R. Linha fina: GTL-16 incubada com o is6tipo
anticorpo CTRL; Linha em negrito: GTL-16 incubadas com AntiMet-R. MFI:
Intensidade de fluorescéncia média. Painel C: Analise de imunofluorescéncia
de células GTL-16 marcadas com o anticorpo AntiMet-R reveladas por uma
Ig de cabra anti-camundongo conjugada com o fluorocromo Alexa Fluor 488.
Painel B: Células GTL-16 marcadas apenas com a Ig anti-camundongo /
Alexa Fluor 488. (Magnificagdo original, x 63)

- Figura 21: Seqiiéncia de acido nucleico (a) e de aminoacidos
(b) de cadeia pesada de AntiMET-R. As regides CDR estdo sublinhadas tanto
na seqiiéncia de nucleotideos quanto na seqiiéncia de aminoacidos.

- Figura 22: Seqiiéncia de 4cido nucleico (a) e de aminoacidos
(b) de cadeia leve de AntiMET-R. As regides CDR estdo sublinhadas tanto na
seqiiéncia de nucleotideos quanto na seqiiéncia de aminoacidos.

Descricdo detalhada da invengdo

O Receptor de Fator de Crescimento de Hepatocito, codificado

pelo proto-oncogene MET, é um receptor de tirosina quinase que, sob
ativacdo, gera um espectro complexo de respostas biolégicas conhecido como
“crescimento invasivo” (8). Isto implica indugio e coordenagdo de
proliferagdo, migragdo, diferenciagdo e sobrevivéncia celulares. Sob
condi¢des fisioldgicas, este programa de crescimento invasivo desempenha
um papel importante em organogénese, durante desenvolvimento de embrido
mas, quando desatrelado em céncer, contribui para progressdo e metastase de

tumor (13).
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O envolvimento de HGFR em tumores de humano esta agora
firmemente estabelecido, como muta¢des missense de linhagem germinativa
do gene MET sdo responsaveis por algumas formas hereditarias de cancer
(9,10) e ativagdo inapropriada de HGFR tem sido mostrada na maioria dos
tipos de tumores sélidos, muitas vezes correlacionados com progndstico
insatisfatorio (14). A alteragio mais freqiiente em canceres de humano € a
sobre-expressdo de receptor (15) que leva a dimerizagdo constitutiva e a
ativacdo do receptor, até mesmo na auséncia de ligante (16). Expresséo
aumentada de HGFR pode ser devido a (i) amplificagdo de gene, como em
tumores colorretais, onde MET confere as células neopldsicas uma vantagem
seletiva para metastase hepatica (11), (ii) transcri¢do intensificada, induzida
por outros oncogenes, tais como Ras, Ret e Ets (17,18), (iil) transcri¢do
ativada por hipoxia, neste caso, a quantidade maior de receptor hiper-
sensibiliza as células ao HGF e promove a invasdo de tumor (19).

Duas estratégias sdo correntemente usadas na pratica clinica
com o objetivo de interferir com os receptores de tirosina quinase (RTKs): (1)
tratamento com moléculas pequenas inibindo a atividade de tirosina quinase;
(ii) tratamento com anticorpos interferindo com ativagdo de receptor.

A presente invengdo ¢ direcionada ao uso na terapia de tumor
de um anticorpo anti-HGFR, e em particular um anticorpo monoclonal anti-
Met - chamado AntiMET-R - produzido pela linhagem de célula de hibridoma
depositada por ICLC com ntmero de acesso de PD 05006, que
surpreendentemente foi verificado ser capaz de induzir regulagem negativa de
receptor.

Em uma modalidade, a presente invengdo envolve o uso de
anticorpo monoclonal AntiMET-R para a preparagdo de um medicamento
para o tratamento de tumores e metastases em um paciente sofrendo de um

tumor.

Em uma outra modalidade, a presente inveng@o refere-se ao
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uso do anticorpo AntiMET-R para a manufatura de dispositivos de
diagnéstico para a detecgdo de células neoplésicas quer in vivo quer in vitro.

AntiMET-R ¢é um anticorpo monoclonal (mAb) especifico para
dominio extracelular de HGFR (20). Este anticorpo monoclonal ndo ativa
todos os efeitos bioldgicos gerados pelo fator de crescimento de hepatdcito
(motilidade, proliferagdo, sobrevivéncia celular, invasdo, tubulogénese e
angiogénese) mas induz apenas motilidade. Além disso, ele supra-regula a
expressdo constitutiva de ativador de plasminogénio de tipo uroquinase mas
ndo é capaz de induzir e manter a expressdo de receptor de ativador de
plasminogénio de tipo uroquinase por periodos de tempo prolongados. Este
mAb ativa a fosforilagdo de receptor, que, sendo estritamente dependente de
bivaléncia de mAb, requer dimerizagdo de receptor.

A capacidade agonista desta anticorpo ndo € suficiente - per se
- para justificar sua atividade terapéutica. De fato, um anticorpo monoclonal
antiMET-R diferente (DO-24), que os inventores examinaram, ndo € capaz de
induzir uma regulagem negativa de receptor eficiente e nao promove
separacdo da porgdo extracelular do receptor.

AntiMET-R nio previne a interagdo de HGFR com HGF, mas
eficientemente promove a regulagem negativa de HGFR como mostrado em
Exemplo abaixo e discutido com referéncia a Figura 5. Esta interagéo leva a
inibi¢do de transdugdo de sinal mediada por HGFR e em particular da rota
Akt, conhecida em estar envolvida na resposta anti-apoptotica.

Como sera evidente dos resultados descritos abaixo, 0s
inventores demonstraram que tratamento in vitro com AntiMET-R resultou
em enfraquecimento da capacidade celular para crescer em uma maneira
independente de ancoragem (veja Exemplo 2 e Figura 2), uma propriedade
que requer o escape de apoptose devido a falta de ancoragem.

Além disso in vivo - como descrito em detalhe em Exemplo 3

- em animais tratados com AntiMET-R, os presentes inventores tém
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observado que os tumores exibem uma velocidade aumentada de apoptose,
sem mudangas importantes na velocidade de proliferagdo. Por outro lado, os
inventores ndo tém observado modificagdo de propriedades de crescimento
celular em resposta ao anticorpo, nem in vitro, nem in vivo, em concordincia
com a falta de efeito inibitério de AntiMET-R sobre a ativagdo da rota
MAPK. Esta dissocia¢do da capacidade de HGFR de ativar rotas diferente nao
é nova, ja tem sido mostrada para mutantes diferentes de HGFR (21) e em
resposta aos agonistas parciais de HGFR (22).

Intra-regulagdio de HGFR induzida por anticorpo envolve
separagio da porcio extracelular do receptor. Separagdo de ectodominio € um
processo no qual o dominio extracelular de proteinas de membrana €
proteoliticamente solto da superficie celular, permitindo assim que uma célula
mude rapidamente sua superficie em resposta aos estimulos ambientais e para
dar reguladores soltveis. Os presentes inventores mostram evidéncia desta
atividade de AntiMET-R em Exemplos 6 € 7.

No presente pedido os inventores produzem evidéncias - em
particular em Exemplo 3 - que anticorpo AntiMET-R € ativo in vivo onde ele
enfraquece o crescimento de tumor e a formagdo de metéstases espontaneas
de células de cancer enxertadas em camundongos nus. Os experimentos
sugerem que estes efeitos sio mediados pela a¢do do anticorpo sobre ambos
as células de cancer e o microambiente. De fato células endoteliais expressam
HGFR (24) e temos demonstrado que antiMet-R induz separagdo do HGFR
também neste tipo de células (dados n3o mostrados). Neo-vascularizagdo do
tumor primario ¢ um requerimento absoluto para ambos o crescimento € a
metéstase de tumor (23) e tem sido firmemente estabelecido que HGF ¢ um
fator angiogénico potente (24). Além disso sob ativagdo de HGFR, ocorre um
aumento na liberacio de VEGF e de outros fatores angiogénicos (48-49-40).
Assim, o efeito sobre a vascularizagdo de tumor também poderia ser indireto

porque inibigdo de fungdo de Met em células de tumor poderia anular a
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liberagdo de tais fatores do tumor. Os inventores da presente invengdo tem
observado uma reducdo significativa de neovascularizagdo de intratumor,
devido a uma diminui¢do do niimero de vasos germinando do microambiente
apOs tratamento com AntiMET-R.

Nao é importante que a atividade de AntiMET-R sobre células
hospedeiras influencie a funcionalidade de 6rgéos diferentes tais como bago,
medula éssea, figado, coragdo, 0sso € rim, que ndo mostraram alteragoes
patoldgicas evidentes (dados ndo mostrados) apos exposigdo de longa duragio
ao anticorpo. Assim, a despeito do reconhecimento de HGF-R em ambas
células normais e neoplasicas, o AntiMET-R exibe a capacidade para detectar
sobre-expressio de HGF-R e para induzir mudangas em viabilidade de célula.

Em conclusdo, os resultados aqui mostrados sugerem que
regulagem negativa de HGFR induzida por AntiMET-R ¢é um mecanismo
candidato para imunoterapia e o uso de AntiMET-R ou fragmentos do mesmo
em uma composi¢do farmacéutica pode proporcionar um outro modo no
tratamento de tumores e prevengdo de metastases em pacientes afetados por
tumor.

Adicionalmente, AntiMET-R pode ser usado como ferramenta
de diagnostico para detectar células neoplasicas quer in vivo quer in vitro, por
exemplo por marcagdo de AntiMET-R com marcadores adequados.

AntiMET-R conforme a presente invengdo pode ser produzido
por métodos convencionais em animais ou, preferivelmente, por técnicas de
engenharia genética.

O uso do anticorpo monoclonal AntiMET-R de acordo com a
presente invengdo é intencionado para também incluir o uso de anticorpos
humanizados e geneticamente engenheirados e de anticorpos marcados com
marcadores de diagndstico adequados. Anticorpos humanizados e
geneticamente engenheirados e métodos para a produgdo deles sdo

conhecidos na arte. Veja, para uma revisao (25).
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O uso de AntiMET-R também inclui o uso de fragmentos
contendo a regido de ligagdo de epitopo do mesmo, tais como peptideos
contendo a regido de ligagio de epitopo ou Regides Determinantes de
Complementaridade (CDRs), fragmentos Fv, scFv, Fab, Fab', F(ab"),.
Fragmentos convencionais sdo tipicamente produzidos por clivagem
proteolitica, mas podem ser produzidos por sintese quimica, tal como sintese
em fase s6lida ou liquida, bem como por técnicas de DNA recombinante.

AntiMET-R e seus fragmentos sdo preferivelmente usados em
composi¢des farmacéuticas na forma de proteina soluvel, cuja liberagdo pode
ser realizada usando métodos convencionais de liberagdo de droga.
Administragio de composigdes farmacéuticas compreendendo o anticorpo
AntiMET-R e/ou fragmentos do mesmo pode ser realizada por qualquer
método conhecido pela pessoa experiente. Por exemplo, a composi¢do pode
ser administrada em uma solugdo aquosa que € injetada ou infundida para
dentro do paciente. A determinagdo da dosagem apropriada depende do
nimero de varidveis especificas de caso, incluindo a idade e o peso do
paciente e envolve experimentagdo de rotina dentro da especialidade da
pessoa experiente.

Outra modalidade da presente invengdo envolve a produgdo de
composigdes farmacéuticas contendo o anticorpo monoclonal AntiMET-R
marcado com um marcador diagnéstico adequado para a detecg¢do in vivo ou
in vitro de células neoplasicas em um paciente sofrendo de um tumor.

A presente invengdo envolve a producdo de um vetor DNA
compreendendo um promotor sintético obtido juntando um promotor de
nicleo minimo (promotor minCMYV) a montante em uma orientagdo oposta a
do promotor eficiente do gene Fosfoglicerato Quinase de humano ¢ DNA
codificador de pelo menos uma porgdo da anticorpo monoclonal AntiMET-R.
As seqiiéncias de DNA compreendida no vetor codificam a cadeia leve e/ou

pesada de AntiMET-R; substitui¢Bes conservativas nas seqiiéncias de DNA



10

15

20

25

19

também estdo incluidas pela presente invengdo bem como seqiiéncias
modificadas pela adigdo de seqiiéncias de etiqueta em ambas a terminagéo 5°
ou 3’. As seqiiéncias de nucleotideos codificadoras das cadeias pesada e leve
de AntiMET-R sdo representadas em SEQ ID No.: 1 e SEQ ID No.:2,
respectivamente.

Além disso os inventores modificaram a cadeia pesada
adicionando uma seqiiéncia de etiqueta em 3' da cadeia pesada de AntiMET-R
(SEQ ID No.: 3). Esta seqiiéncia permite purificagdo de MAb usando uma
coluna de Niquel e é reconhecida especificamente por anticorpos anti-
indicador (SIGMA) .

Embora a produgdo de vetores de DNA da presente invengao
pode ser realizada por uma variedade de métodos conhecidos na arte,
produgio é exemplificada em Exemplo 10.

Em outra modalidade, a presente invengdo envolve o uso de
um vetor de DNA compreendendo DNA codificador de regido de ligagdo de
epitopo do anticorpo monoclonal AntiMET-R para a preparagdo de um
medicamento para o tratamento de tumor e metastases em um individuo. A
liberagdo dos vetores de DNA da presente invengdo pode ser realizada usando
métodos conhecidos de terapia de gene. Por exemplo fazer referéncia a (10).

Uma outra modalidade da presente invengdo envolve um
produto compreendendo o anticorpo AntiMET-R e/ou fragmentos do mesmo
e inibidores de quinase como uma preparagdo combinada para uso
simultdneo, separado ou seqiiencial em terapia de tumor. Exemplos de
inibidores de quinase que podem ser vantajosamente usados na presente
invencdo sdo analogo de estaurosporina K252A (Calbiochem-Novabiochem
Intl.; 36); PHA-665752 (3Z)-5-[(2,6-dicloro-benzil)-sulfonil]-3-[(3,5-dimetil-
4-{[(2R)-2-(pirrolidin-1-il-metil)-pirrolidin-1-il]-carbonil } -1H-pirrol-2-il)-
metileno]-1,3-di-hidro-2H-indol-2-ona  (34); SU11274 [(3Z)-N-(3-cloro-
fenil)-3-({3,5-dimetil-4-[(4-metil-piperazin-1-il)-carbonil |- 1H-pirrol-2-il} -
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metileno)-N-metil-2-oxo-indolina-5-sulfonamida] (37, 38, 35); SU11271
[(3Z)—5-(2,3-di-hidro-lH—indol-1-i1—su1fonil)—3-({3,5~dimetil-4—[(4-meti1-
piperazin-1-il)-carbonil]-1H-pirrol-2-il} -metileno)-1 ,3-di-hidro-2H-indol-2-
ona] (38); SU11606 [(3Z)-N-(3-cloro-fenil)-3-{ [3,5-dimetil-4-(3-morfolin-4-
il-propil)-1H-pirrol-2-il]-metileno}-N-metil-2-oxo-indolina-5 -sulfonamida]
(398).

Os inventores tém, de fato, observado que o mecanismo
inibitorio ativado por AntiMET-R néo requer atividade de HGFR tirosina
quinase. Esta caracteristica representa uma vantagem relevante em um
abordagem terapéutica. Em pratica clinica, de fato, € freqiiente combinéf
drogas diferentes com o objetivo de melhorar o efeito da molécula alvo. No
caso de HGFR, portanto é possivel combinar inibidores de quinase com 0
anticorpo, permitindo a agdo contemporanea sobre ambos os niveis ¢ ativagao
de HGFR. Isto provavelmente intensifica a eficacia terapéutica da terapia alvo
em tumores sobre-expressando Met, com o objetivo de interferir com o
crescimento de tumor e com a aquisi¢do de um fendtipo metastasico.

O anticorpo AntiMET-R e seus fragmentos parte do produto
de acordo com a presente invengdo sdo produzidos como especificado acima.
Os inibidores de quinase a serem usados nas preparagdo combinada de acordo
com a presente invengdo podem ser produzidos por sintese quimica
convencional ou técnicas de engenharia genética.

Em uma outra modalidade, a presente invengdo inclui um
método para triar compostos capazes de se ligarem em pelo menos uma
por¢io do receptor de dominio extracelular de fator de crescimento de
hepatécito, no qual estes compostos possuem uma atividade antagonista
versus o Receptor de Fator de Crescimento de Hepatocito e sao
farmacologicamente ativos na prevencdo e/ou no tratamento de tumor e/ou
metastases. Em particular, estes compostos sdo capazes de induzem

regulagem negativa de Receptor de Fator de Crescimento de Hepatocito ou



10

15

20

25

21

separacdo de pelo menos uma por¢do do dominio extracelular de Receptor de

Fator de Crescimento de Hepatdcito.

A presente invengdo agora serd descrita em relagdo a algumas
modalidades preferidas por meio de exemplos ndo limitantes.

Anticorpos, inibidores e outros reagentes.

AntiMET-R Monoclonal anti-HGFR foi originalmente descrito
por Prat (20). Outros anticorpos usados para Imunoprecipitagdo e analise de
western blot sdo: anticorpos D024 e DL21 anti-HGFR (reconhecedores de
dominio extracelular de HGFR descrito em 20); PY20 anti-fosfotirosina
(Transduction Laboratories), anti-ubiquitina (Babco), anti-Hsp70 (Stressgen),
anti-fosfo Akt (Ser473, Cell Signaling Technology), anti-Akt (Santa Cruz
Biotechnologies) anti-dominio intracelular de HGFR (C12, Santa Cruz
Biotechnologies). Coloragdes imuno-histoquimicas foram realizadas com:
anticorpo anti-fosfo-HGFR de humano (Cell Signaling) e anti-CD31 de
camundongo (Pharmingen). Para experimentos in vitro € in vivo anticorpo
anti-virus de estomatite vesicular (VSV-G, Sigma) foi usado como um
controle. Lactacistina e concanamicina foram adquiridos de Calbiochem.

Seqiiéncias de aminoacidos e nucleotideos antiMET-R.

A traducdo da seqiiéncia de nucleotideos de cadeia pesada de

AntiMET-R correspondendo 2 SEQ ID No.: 1 e figura 21a ¢ relatada em

figura 21b e SEQ ID No:6.

As seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos correspondentes
as regides CDR estdo sublinhadas em Figuras 21a e 21b; suas seqiiéncias de
aminoacidos sdo: CDR-H1: GYTFTSYW (SEQ ID NO.:8); CDR-H2:
INPSSGRT(SEQ ID NO.: 9) ; CDR-H3: ASRGY(SEQ ID NO.: 10) .

A traducgdo da seqiiéncia de nucleotideos de cadeia leve de
AntiMET-R correspondendo 4 SEQ ID No.: 2 e figura 22a € relatada em
figura 22b e em SEQ ID NO.:7.

As seqiiéncias de nucleotideos e aminoéacidos correspondendo
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as regides CDR estdo sublinhadas em Figuras 22a e 22b; suas seqiiéncias de
aminoacidos sio: CDR-L1: QSVDYDGGSY (SEQ ID NO.:11); CDR-L2:
AAS (SEQ ID NO.:12); CDR-L3: QQSYEDPLT (SEQ ID NO.:13).

Transfeccio transiente de células 293T para producio de vetores lentivirais.

Aproximadamente 24 horas antes da transfec¢do 6,0 x 10°
células 293T foram semeadas em uma placa de 15 cm. 2 Horas antes da
transfecgio o meio de cultura foi mudado adicionando 22 mL de IMDM,
suplementado com FBS inativado por calor (10%), Penicilina (25U/mL),
Estreptomicina (25U/mL) e Glutamina (1%). A mistura de DNA plasmideo
para transfecgdo foi preparada pela adigdo de: plasmideo ENV (VSV-G), 9
pg; plasmideo PACKAGING pMDLg/pRRE 16,2 pg; plasmideo REV,
6,.25ug; plasmideo TRANSFER VECTOR #330 ou #331, 37,5ug. A solugédo
de plasmideo foi completada para um volume final de 1125 uL com 0,1X
TE/dH,0 (2:1). 125 pL de CaCl, 2,5M foram adicionados e deixados na RT
por 5'. Entdo, agitagdo na velocidade maxima, 1.250 pL de solugdo 2X HBS
foram adicionados e entdo imediatamente adicionados em gotas na cultura de
células. DNA plasmideo precipitado por CaPi foi incubado por 14-16 horas,
entio o meio foi substituido por um fresco adicionado de butirato de sodio 1
mM (18 mL por placa). Sobrenadante de cultura celular, contendo particulas
de vetor, foi coletado a 30-36 horas ap6s mudanga do meio. ApOs coleta, os
sobrenadantes foram centrifugados a 2.500 RPM por 10, filtrados através de
0,2 um e armazenados a -80°C.

Infeccio de células alvo por sobrenadante de célula contendo vetor lentiviral.

10° Células foram semeadas com meio de cultura fresco
suplementado com 10% de FBS, glutamina. Para infec¢do as linhagens de
célula foram incubadas, na presenca de polibreno 8 pg/mL, com sobrenadante
contendo particulas de vetor lentiviral como descrito acima na concentragao
final de particulas de vetor entre 10 e 150 ng /mL de equivalente HIV-1 Gag
p24 (medido pelo ensaio ELISA). Apos 18 horas o meio foi mudado e as
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células foram deixadas crescerem. Quando a cultura foi 80% confluente, as -
células foram incubadas com o meio sem soro e apos 72 h o sobrenadante
contendo AntiMET-R foi coletado.

Ensaio de regulagem negativa de HGFR.

Células foram mantidas em meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino.
Tratamentos com os anticorpos ¢ HGF foram realizados em meio livre de soro
com 80 pg/mL e 80 ng/mL, respectivamente. Onde indicado, as células foram
pré-incubadas por 2 h quer com lactacistina 10 uM quer com concanamicina
100 nM, antes da estimulacfo. Para a andlise de degrada¢do de HGFR, as
células foram lisadas em tampdo LB (SDS 2%, Tris-HC1 0,5 M pH=6,8) ¢ a
concentragdo de proteina em lisados de célula foi avaliada com o Kit de
Ensaio de Proteina BCA (Pierce). Entdo, quantidades iguais de proteinas
totais foram analisadas por SDS-PAGE e Western Blotting. Para
experimentos de imunossupressio, as células foram lisadas em tampao EB
(Tris-HC1 20 mM, pH 7,4, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM, glicerol 10%, Triton
X-100 1%) na presenca de inibidores e ortovanadato de Na 1 mM. Apos
imunoprecipitagio com os anticorpos apropriados, foram realizadas lavagens
de estringéncia alta. As proteinas imunoprecipitadas foram processadas para
Western Blotting de acordo com métodos padréo. Detecgdo final foi realizada
usando o sistema de detecgdo ECL (Amersham).

Marcacio metabdlica e andlise de separagdo de HGFR.

Células foram privadas de soro por 16 horas, pulso-marcadas
com [*°S] metionina e [*°S] cisteina (100 pCi/mL, Amersham Corp.) por 30
min. em meio DMEM livre de metionina e de cisteina e entdo tratadas com
AntiMET-R ou VSV-G ou HGF por 4 horas. Meios condicionados foram
coletados e submetidos a imunoprecipitagio com anticorpo extracelular anti-
HGFR. Proteinas imunoprecipitadas foram separadas por SDS-PAGE e

autorradiografia foi realizada como previamente descrito em (26).
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Ensaios bioldgicos in vitro.

Para avaliagdo de crescimento independente de ancoragem,
GTL16 foram pré-tratadas com AntiMET-R ou VSV-G em meio usado por 48
horas. Entdo 1.500 células foram semeadas em DMEM 2% FBS mais agar
macio 0,5% (SeaPlaque agarose, BMA) em cada cavidade e mantidas na
presenca das quantidades indicadas de anticorpos e HGF por 10 dias.
Coldnias crescidas foram finalmente visualizadas por coloragdo de tetrazolio
(47). O ensaio de invasdo foi realizado em cimaras Transwell (Corning). Os
filtros de policarbonato (tamanho de poro de 8 pm) foram revestidos com 15
pg/cm’ de membrana basal de Matrigel (Collaborative Research). Tratamento
com anticorpo foi realizado pré-incubando as células por 24 horas antes de
semeadura com AntiMET-R ou VSV-G 20 nM. Entéo 5x10* células foram
semeadas sobre o lado superior dos filtros e incubadas em DMEM + 2% FBS
com 100 ng/mL de HGF adicionados nas cavidades de fundo das cdmaras.
Ap6s 48 horas, células sobre o lado superior dos filtros foram mecanicamente
removidas. Células migradas para o lado inferior foram fixadas, coradas e
contadas. O indice de migracdo foi obtido pela divisdo do nmimero de células
migradas sob estimulagdo de HGF por aquelas migradas sem estimulagdo.
Marcacio in vitro de HGFR com AntiMet-R.

Para analise de citometria de fluxo, 105 células GTL-16 foram

soltas com PBS-EDTA 0,025%, lavadas com PBS e incubadas com 50 pg/mL
de anticorpo antiMet-R ou a mesma quantidade de Ig de camundongo de
controle isétipo por 15' na RT. Apés 2 lavagens com PBS, as células foram
incubadas com 15 pg/mL de Ig de cabra anti-camundongo conjugada com
FITC (Jackson Immunoresearch Laboratories) por 15' na RT. Células foram
entio lavadas, ressuspensas em PBS-5%BSA e analisadas por citometria de
fluxo (Becton Dickinson, Mountain View, CA). Células GTL-16 foram
fixadas em metanol : acetona (3:1) por 5' sobre gelo entdo bloqueadas com

soro de cabra 2% em PBS por 30' na RT. AntiMet-R purificado foi
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adicionado em uma concentrac¢do de 2,5 pg/mL em soro de cabra 2% em PBS
e incubadas 1 h na RT, entdo apds 3 semanas com PBS, anticorpo anti-HGFR
ligado foi revelado com 4 pg/mL de Ig .anti-mouse conjugada com Alexa
Fluor 488 (Molecular Probes). Analise das amostras foi realizada com
microscépio de fluorescéncia (DM-IRB, Leica Microsystems).

Experimentos in vivo.

Os experimentos in vivo foram realizados pela inoculagdo
subcutanea com 1x10° GTL16 ou com 2,5x10° MDA-MB-435B4 para dentro
do flanco posterior de camundongos fémeas nu/nu imunodeficientes de seis
semanas de idade em Swiss CD1 background (Charles River Laboratories).
Com surgimento de tumor, os camundongos possuindo massas de tamanho
comparavel foram selecionados e inoculados com LP. ou LS. (I.S. apenas, no
caso de camundongos injetados com GTL16) duas vezes por semana com as
quantidades indicadas de AntiMET-R e anti-VSV-G. Apos 8 semanas de
tratamento, camundongos foram mortos e o peso de tumor foi calculado. Em
camundongos injetados com MDA-MB 43584 os pulmdes foram analisados
para a presencga de metastase espontdnea. Coloragdo imuno-histoquimica de
tumores primarios para avaliagdo de HGFR fosforilado foi realizada sobre
secdes de tumor embebidas em parafina de 5 pm usando um anticorpo anti-
fosfoHGFR (Cell Signaling, 1:100). O nimero de metastases foi estabelecido
por meio de observagdo microscopica dos pulmdes apos coloragdo com
hematoxilina/eosina realizada de acordo com o protocolo de Masson-
Trichrome (Sigma) para investigagdo patologica de rotina. Avaliagdo de
vascularizacdo de tumor foi realizada por imuno-histoquimica em amostras
embebidas em composto Tissue-Tek OCT (Sakura Finetek) e imediatamente
congeladas a -80°C. Para as coloragdes imuno-histoquimicas foi usado um
anticorpo monoclonal de rato anti-CD31 de camundongo (Pharmingen).

Evaliacio de apoptose.

Avaliago morfoldgica de apoptose foi avaliada de acordo com
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os critérios de Kerr. Por causa do nimero grande de células necroticas
individuais e apoptose induzida por isquemia proxima dos focos necroticos,
apenas tecido pelo menos 1 HPF (High Power Field [Campo de Poténcia
Alta] = 0,63 mm) longe das areas de necrose foi considerado confiavel para
contagem apoptética. Casos com necrose tumoral massiva ndo foram
avaliados. Todos os casos foram agrupados em uma das duas categorias: mais
ou menos do que 10 figuras apoptéticas /10 HPF.

Inibicdo de proteases

Antes da estimulagdo com anticorpo as células foram tratadas
por 2 horas com os seguintes inibidores: amilorida 4 mM (Sigma) para inibir
Uroquinase; 1,10-fenantrolina 5 mM (Sigma) para inibir ADAM e proteases
dependentes de Zn; aprotinina 20 pg/mL e leupeptina 100 pg/mL para inibir
serina e cisteina proteases, pepstatina A 10 pg/mlL para inibir proteases acidas
(Calbiochem). PKC foi inibida pelo tratamento das células com TPA 1pM por
24 horas.

Métodos de triagem

A invencio proporciona ensaios para triagem de compostos de
teste que modulam a expressdo / fungdo / atividade bioldgica de HGFR ou
induzem separagdo de dominio extracelular de HGFR na presenga ou auséncia
de HGF ou de outros agonistas de receptor.

Um cbmposto de teste se liga em HGFR preferivelmente
interagindo com a porgdo extracelular de receptor. Mais preferivelmente, um
composto de teste diminui a atividade bioldgica mediada via HGFR por pelo
menos cerca de 10, preferivelmente cerca de 50, mais preferivelmente cerca
de 75, 90, ou 100% relativo a auséncia do composto de teste.

Um outro composto de teste preferivelmente regula expressao
de HGFR. Mais preferivelmente, um composto de teste infra-regula proteina
ou transcrito de HGFR em pelo menos cerca de 10, preferivelmente cerca de

50, mais preferivelmente cerca de 75, 90, ou 100% relativo a auséncia do
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composto de teste.

Compostos de teste

Os compostos de teste podem ser agentes farmacoldgicos,

peptideos ou proteinas ji conhecidos na arte ou podem ser compostos
previamente desconhecidos em possuirem qualquer atividade farmacéutica.
Os compostos de teste podem ser naturalmente ocorrentes ou planejados em
laboratério. Podem ser isolados de microorganismos, animais, ou plantas,
podem ser produzidos por técnicas recombinantes ou sintetizados por
métodos quimicos conhecidos na arte. Se desejado, os compostos de teste
podem ser obtidos usando qualquer um dos numerosos métodos de biblioteca
combinatoria conhecidos na arte, incluindo mas ndo limitados a, bibliotecas
bioldgicas, bibliotecas de fase de solugdo ou de fase solida paralela
espacialmente localizdveis, métodos de biblioteca sintética requerendo
deconvolugdo, o método de biblioteca “um-globulo um-composto”, e métodos
de biblioteca sintética usando selegdio por cromatografia de afinidade. A
abordagem de biblioteca bioldgica é limitado as bibliotecas de polipeptideo,
enquanto que as outras quatro abordagens sdo aplicaveis as bibliotecas de
compostos de polipeptideos, de oligdbmeros de ndo-peptideo, ou de moléculas
pequenas.

Ensaios de ligacao

Para os ensaios de ligagdo, o composto do teste &
preferivelmente uma molécula que se liga na porgao extracelular de HGFR,
onde a citada molécula imita a atividade de AntiMet-R de tal modo que a
atividade biolégica normal de HGFR ¢ evitada. Exemplos de tais moleculas
incluem, mas ndio sio limitados a, moléculas pequenas, peptideos ou
moléculas semelhantes a peptideo.

Em ensaios de ligagdo, qualquer composto de teste ou porgao
extracelular de HGFR pode compreender uma marcagio detectével, tal como

uma marcagdo de radioisétopo, fluorescente, quimioluminescente, ou
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enzimatica (e.g. iodo radiomarcado, fosforo radiomarcado, fluoréforos ou
proteinas fluorescentes, luciferase, peroxidase de rabano ou fosfatase
alcalina). Detecgio de um composto de teste que ¢ ligado no dominio
extracelular de HGFR pode ser entdo realizada, por exemplo, por contagem
direta de radioemissdo, por contagem de cintilagdo, ou por determinagdo de
conversdo de um substrato apropriado em um produto detectavel, onde HGFR
ou uma porgdo de seu dominio extracelular ¢ ligada em um suporte ou
expressada por uma célula ou pode ser recuperado de acordo com métodos
bem conhecidos por um perito no campo.

Ensaios funcionas

Os compostos de teste podem ser testados para a capacidade

de detectar um efeito biologico de HGFR. Tais efeitos biologicos podem ser
determinados usando os ensaios funcionais descritos no presente pedido. Sdo
referidos como o ensaio de crescimento independente de ancoragem € O
ensaio de invasdo (ambos descritos em detalhe nos exemplos 2 e 11) e a
avaliagdo do fendtipo transformado in vivo (descrito em detalhe nos exemplos
3, 11, 12). Assim, ensaios funcionais podem ser realizados in vitro, usando
qualquer linhagem celular expressando HFGR ou in vivo usando qualquer
modelo animal no qual é possivel estudar o desenvolvimento de um tumor
experimental ou naturalmente ocorrente expressando o HGFR. Um composto
de teste que diminui uma atividade biolégica de HFGR em pelo menos cerca
de 10, preferivelmente de acordo com 50, mais preferivelmente cerca de 75,
90, ou 100% ¢é identificado como um agente farmacolégico potencial para
diminuir a atividade bioldgica de HGFR.

EXEMPLOS

Exemplo 1. O anticorpo anti-Met AntiMET-R prejudica a transduc@o de sinal

de HGFR.

AntiMET-R ¢ um anticorpo monoclonal direcionado contra o

dominio extracelular de receptor HGF onde ele reconhece um epitopo distinto
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daquele ligado pelo ligante. Este mAb comporta-se como um agonista parcial,
porque nio ativa todos os efeitos biologicos gerados pelo fator de crescimento
de hepatécito (motilidade, proliferagdo, sobrevivéncia de célula, invasio,
tubulogénese e angiogénese) mas induz apenas motilidade. Além disso, ele
supra-regula a express3o constitutiva de ativador de plasminogénio de tipo
uroquinase mas ndo é capaz de induzir e manter a expressdo de receptor de
ativador de plasminogénio de tipo uroquinase por periodos de tempo
prolongados. Este mAb ativa a fosforilagio de receptor, que, sendo
estritamente dependente da bivaléncia de mAb, requer dimerizagdo de
receptor.

Para solucionar a questdo de se o anticorpos AntiMET-R pode
representar uma ferramenta para interferir com a ativagdo de receptor HGF
constitutivo em tumores sobre- expressando, 0s inventores primeiro
analisaram sua atividade bioquimica e biologica em células de tumor
cronicamente expostas ao anticorpo. Como um modelo, os inventores usaram
células GTL16, derivadas de um carcinoma gastrico de humano, onde HGFR
é sobre-expressado e portanto oligomerizado e constitutivamente ativado (27).
Figura 1A mostra, uma redugdio significativa na expressdo de HGFR e
fosforilagdo de tirosina.

O efeito do anticorpo sobre transdugdo de sinal de HGFR foi
entdo avaliado. Visto que é sabido que HGFR promove um programa anti-
apoptotico forte pela estimulagdo de ativagdo Akt, os inventores avaliaram o
nivel de fosforilagio de Akt sob tratamento com AntiMET-R. Como mostrado
em Figura 1B, fosforilagdo de Akt foi inibida em ambas condigBes basais e
células estimuladas por HGF.

Outra rota importante ativada por HGFR € a rota MAPK,
conhecida em estar envolvida na estimulagdo de crescimento celular. Os
inventores checaram o nivel de ativagdo de MAPKs em células tratadas com o

anticorpo, mas nio observaram inibicdo significativa desta rota (dados ndo
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mostrados).
Exemplo 2. AntiMET-R inibe o fenétipo transformado de células de cancer in

VItro.

O efeito do anticorpo sobre o crescimento celular e sobre o
fenotipo transformado foi avaliado pela medigdo da capacidade das células de
crescerem em maneira dependente e independente de ancoragem e de
invadirem as matrizes extracelulares. Como mostrado em Figura 2A, ndo foi
observada diferenca na capacidade das células de crescerem em condigdes de
dependéncia de ancoragem sob tratamento com anticorpo.

Crescimento depehdente de ancoragem ¢ estritamente
dependente dé capacidade das células para suplantarem apoptose devido a
falta de ancoragem, a denominada “anoikis”; esta propriedade € normalmente
analisada pela avaliagio da capacidade das células para crescerem em agar
mole (28). Visto que muitos relatorios tém mostrado que ativagdo de HGFR €
capaz de conferir as células esta propriedade, os inventores semearam células
GTL16 em 4gar 0,5% e mantiveram a cultura na presenga ou auséncia de
quantidades diferentes de AntiMET-R ou de um anticorpo isotipo-combinado
irrelavante (VSV-G), como um controle. Como mostrado em Figura 2B,
células tratadas e ndo tratadas com foram capazes de formarem numerosas
colbnias. De modo oposto, AntiMET-R dramaticamente inibiu o crescimento
ancoragem-independente de células de cincer em uma maneira dependente de
dose. E interessante notar que as células GTL16 foram capazes de formarem
colénias em ensaio de agar mole até mesmo em condigdo basal, devido a
ativacio de HGFR constitutiva, ¢ que o anticorpo reduziu o fendtipo
transformado destas células em ambas na presenca e na auséncia de HGF.

Para avaliar a capacidade do anticorpo para interferir com a
invasividade celular, os inventores estudaram MDA-MB-435 B4, uma
linhagem celular de carcinoma mamario que, em resposta a0 HGF, € capaz de

invadir membranas basais reconstituidas (29). Como mostrado em Figura 2C,
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tratamento in vitro destas células com AntiMET-R resultou em uma redu¢io
dose-dependente de propriedades invasivas em resposta ao HGF.

Exemplo 3. AntiMET-R inibe o fenétipo transformado in vivo

Para avaliar a atividade de AntiMET-R sobre crescimento de
tumor in vivo, os inventores inocularam subcutaneamente células GTL16 no
flanco posterior de camundongos fémeas nu/nu imunodeficientes. Os animais
foram tratados duas vezes por semana com AntiMET-R ou VSV-G,
administrado in situ (2 pg/g). A terapia iniciou 1 semana ap0s o transplante,
com surgimento de tumores no sitio de inje¢do: apenas animais possuindo
tumores de tamanho comparavel foram tratados por 4 semanas. Volume de
tumor foi monitorado durante todo o tratamento e um crescimento diminuido
foi observado em camundongos tratados com AntiMET-R (Figura 3A). Apos
o tratamento, os camundongos foram autopsiados € os tumores foram
excisados e pesados. Como mostrado em Figura 3B, em camundongos
tratados com AntiMET-R, tumores foram significativamente menores do que
em controles (p < 0,05). Nestes tumores o nivel de ativagdo de HGFR,
mostrado por coloragio com anticorpos especificos contra a forma fosforilada
do receptor, foi diminuido (Figura 3C) enquanto que a presenca de células
apoptoticas foi significativamente aumentada (Figura 3D). Além disso os
presentes inventores avaliaram nas seg¢des de tumor apos coloragao com
hematoxilina/eosina figuras mitéticas e apoptdticas. Embora apoptose fosse
significativamente aumentada em tecidos de tumor obtidos de camundongos
tratados com o AntiMET-R, o nimero de mitoses foi quase ndo modificado
(dados ndo mostrados) .

Os inventores realizaram o mesmo topo de experimentos
também em células MDA-MB-435 B4, um sistema modelo para metastase
espontinea in vivo (29). Animais foram tratados duas vezes por semana com
doses diferentes de AntiMET-R ou o anticorpo de controle, administrados

quer sistemicamente (1 pg/g ou 10 pg/g intraperitonealmente) quer no tumor
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(2 pg/g in situ). A terapia iniciou no dia do transplante e foi realizada por oito
semanas (0 tempo para o potencial metastitico ser expressado). Ap0s
tratamento, os camundongos foram autopsiados e analise de tumores
primérios € pulmdes (o sitio privilegiado de metdsteses para estas células) foi
realizada. Orgdos diferentes (bago, medula 6ssea, figado, coragdo, 0sso € rim)
também foram examinados para rejeitar efeitos toxicos potenciais. Analise
macroscopica mostrou que o tratamento com AntiMET-R resultou em
inibicdo de crescimento da massa de tumor primério (Figura 4A-E e K).
Coloragdo imuno-histoquimica com anticorpos reconhecendo a forma
tirosina-fosforilada de HGFR mostrou, também neste caso, uma redugdo
marcante de ativagio de receptor (Figura 4F-J). Além disso, analise
microscopica das segdes de pulmdo revelou que ambas a injegdo de tumor
intra e a administracdo sistémica de AntiMET-R preveniram a o surgimento
de metastases distantes no pulméo e nos 6rgdos inspecionados (Figura 4L).

Visto que muitos trabalhos tém mostrado que HGF € um fator
angiogénico potente e que sinalizagdo de HGFR contribui para angiogénese
de tumor, os inventores analisaram a vascularizagdo de tumor sob tratamento
com AntiMET-R. Nestes tumores os inventores verificaram uma redugdo
significativa do nlimero de vasos (que foram menos e maiores em tamanho) e
de suas ramifica¢des (Figura 4 M,N). Os inventores assim concluem que o
efeito anti-tumor e anti-metastatico observado do tratamento foi devido a agao
combinada do anticorpo sobre o tumor e sobre os vasos germinando do
microambiente.

Exemplo 4. AntiMET-R induz regulagem negativa de HGFR

Para estudar o mecanismo através do qual AntiMET-R € capaz
de interferir com ativacdo de HGFR, os inventores trataram células sobre-
expressando HGFR quer com AntiMET-R quer com VSV-G; este caso
parece-se com o que ¢ freqiientemente observado em muitos tumores

naturalmente ocorridos. Como mostrado em Figura 5A, os inventores
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observaram que a quantidade total de HGFR diminuiu, em uma maneira
dependente de tempo, sob tratamento com AntiMET-R mas ndo com VSV-G.
Isto sugere que o anticorpo anti-Met especificamente induziu regulagem
negativa de receptor. E interessante sublinhar que nestas células, sobre-
expressando HGFR, HGF, o ligante, foi incapaz de induzir regulagem
negativa de receptor (Figura 6, painel inferior).

" Os inventores entdo verificaram se o anticorpo AntiMET-R
poderia disparar regulagem negativa de receptor também em células
expressando niveis normais de HGFR. Como mostrado em figura 5B, painel
esquerdo, também nestas células, AntiMET-R eficientemente infra-regulou
HGFR.

Reducdo anticorpo-induzida de HGFR exposto na membrana
celular também foi avaliada por andlise FACS. A andlise citofluorimétrica
mostrou que o tratamento com anticorpo reduziu a quantidade de HGFR
expressado na superficie celular com eficiéncia maior do que a do proprio
HGF (Figura 5B, painel direito). Uma redugfo similar, no mesmo ensaio,
também foi observado em células GTL16 (ndo mostrado) .

Exemplo 5. Mecanismo molecular de regulagem negativa de HGFR induzida

por AntiMET-R

Regulagem negativa independente de anticorpo € dependente

de ligante pode seguir rotas diferentes. Regulagem negativa de RTKs
dependente de ligante € um processo de miultiplas etapas incluindo
internalizagdo, ubiquitinilagio, classificagdo endossomal e finalmente
degradagio lisossomal ou proteassomal (30).

Para avaliar qual rota de degradagdo estd envolvida em intra-
regulagio de HGFR induzida por anticorpo,os inventores bloquearam a
atividade quer de lisossomo quer de proteassomo com os inibidores
especificos concanamicina e lactacistina, respectivamente, antes da

estimulagdo com anticorpo. Surpreendentemente, embora inibi¢do da rota
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proteassomal severamente prejudicou a degradagdo de HGFR induzida por
ligante, ndo afetou regulagem negativa de receptor devido ao tratamento com
AntiMET-R (Figura 6A, painel superior), assim indicando que o anticorpo € 0
ligante promovem regulagem negativa de HGFR atraves de mecanismos
moleculares diferentes. Além disso, quando a atividade do proteassomo foi
enfraquecida, um fragmento de 60 Kd, dificilmente detectdvel em condigdo
basal, foi pesadamente acumulado em células sob tratamento com anticorpo
(Figura 6A, painel inferior). Este fragmento foi detectavel sobre Western blots
apenas com um anticorpo anti-HGFR intracelular e consistiu no dominio
citoplasmico do receptor. Além disso, como esperado para moléculas postas
sob degradagdo proteassomal, o fragmento de 60 Kd foi etiquetado com
grupos ubiquitina (Figura 6B).

Como o dominio extracelular (Ectodomain) do receptor nao
foi detectivel em lisados de célula sob tratamento com AntiMET-R, os
inventores verificaram se ele foi liberado para fora das células sob clivagem,
um fendmeno conhecido como “separagdo” (31). Para testar esta hipétese os
inventores olharam para a presenga do ectodominio HGFR em meio de
cultura de célula. Células foram metabolicamente marcadas com *’S-Cisteina
e >°S-Metionina radioativas e entdo tratadas com HGF ou AntiMET-R por 4
horas. Meios foram coletados e submetidos & imunoprecipitagdo com um
anticorpo anti-HGFR reconhecendo o dominio extracelular. Como mostrado
em Figura 7A, do meio de cultura de células metabolicamente marcadas, 0s
inventores imunoprecipitaram uma banda correndo sob condigdes ndo-
redutoras com um MW aparente de 130 Kd (correspondendo ao complexo das
cadeias-ap extracelulares); quando o gel foi corrido sob condi¢des redutoras,
o complexo foi resolvido nas duas bandas de 80Kd (cadeia-B) e 45Kd (cadeia-
o). Embora estimulagio de HGF nfo intensificou este processo, separagéo de
receptor foi dramaticamente aumentada sob ligagdo de anticorpo. De acordo

com dados prévios (15), uma quantidade pequena de ectodominio de HGFR, ¢



10

15

- 20

25

35

conhecidamente constitutivamente liberada no ambiente extracelular. E
interessante sublinhar que separagdo de ectodominio induzida por anticorpo
também foi observada em células expressando niveis normais de HGFR, tais
como células endoteliais (Fig. 7B).

Pelo tratamento das células com quantidade crescente de
anticorpo por 4 horas os inventores observaram que separagdo de HGFR
mediada por anticorpo foi dependente de dose (Figura 7C). Para analisar a
cinética de separagio de HGFR induzida por anticorpo, os inventores
estimularam as células com a mesma quantidade de AntiMET-R ou VSV-G
por tempos diferentes. Niveis crescentes do ectodominio foram detectados no
meio de células tratadas com AntiMET-R - mas nio com VSV-G, mostrando
que a separagao induzida por anticorpo foi especifica e dependente de tempo
(Figura 7D) .

Exemplo 6. Separacio de HGFR induzida por anticorpo ocorre na superficie

da célula

Para testar se endocitose € requerida para separagdo de HGFR
os inventores utilizaram uma linhagem celular estavelmente transfectadas
com uma forma mutante de Dynamin (Dyn K44A), que conhecidamente
prejudica a endocitose dependente de clatrina e cuja expressdo esta sob o
controle de um sistema regulado por tetraciclina. Células foram mantidas por
48 horas quer na presenga (Ctr) quer na auséncia (K44A Dyn) de tetraciclina
com o objetivo de enfraquecer a endocitose como uma conseqiiéncia da
expressdo de mutante Dynamin. Como mostrado em Figura 7D, separag¢do
induzida por anticorpo ndo foi enfraquecida em células nas quais foi inibida
endocitose dependente de clatrina.

As proteases mais comumente envolvidas na separagdo de
proteinas de membrana pertencem as a-secretases da familia ADAM. Em uma
tentativa para identificar a enzima responsavel pela separagdo de HGFR, o

agente quelante de Zn, 1,10-fenantrolina, um inibidor d¢ ADAMS e das
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proteases dependentes de Zn, foi adicionado nas células antes do tratamento
com anticorpo. Nesta condigo, a separagio de receptor néo foi afetada (dados
ndo mostrados), mostrando que a clivagem proteolitica de ectodominio de
HGFR nio é mediada por o-secretase mas por uma protease independente de
Zn.

Visto que ¢ sabido que HGFR transcricionalmente regula
genes envolvidos em coagulagdo de mancha, os inventores também checaram
se uma protease do sistema de coagulagdo poderia ser responsavel pela
separacdo de ectodominio. Contudo, o papel dos fatores pro-coagulantes neste
processo foi rejeitado porque sua inibigdo com aprotinina nao alterou a
separagio de ectodominio de HGFR induzida por anticorpo (dados ndo
mostrados). Usando um painel de outros inibidores (amilorida, pepstatina A,
leupeptina) os inventores também excluiram o envolvimento de outras
hidrolases conhecidas, tais como Uroquinase, proteases 4cidas, serina e
cisteina proteases (dados ndo mostrados). Além disso, os inventores tambeém
provaram que separagdo do ectodominio ¢ independente da ativagdo de PKCa,
porque inibi¢do desta enzima com dose alta (1 uM) e tratamento prolongado
(24 horas) com o forbol éster TPA, néo diminuiu a separag¢do de ectodominio
(dados ndo mostrados).

Este conjunto de experimentos, todos realizados com os
controles positivos apropriados, indica que a enzima responsavel pela
separagdo de ectodominio de HGFR estd fora da lista das proteases
obviamente envolvidas em separagdo de receptor.

Exemplo 7. Ativacio de HGFR nfo é requerida para separagao induzida por

anticorpo.
Como os inventores previamente relataram, um complexo

trimérico contendo Endofilina, CIN85 e Cbl medeia regulagem negativa de
HGFR dependente de ligante (32). Este complexo € recrutado para o receptor

sob ativagio de HGFR e promove endocitose, ubiquitinilagdo e degradagéo de
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receptor. Com o objetivo de verificar se ativagdo de receptor e transdugdo de

sinal sdo requeridos para separagdo e infra-modulagdo induzidas por

anticorpo, os inventores estimularam a capacidade de AntiMET-R para infra-

regular varios mutantes de HGFR. Os inventores expressaram em células
COS-7 quer HGFR de tipo selvagem quer qualquer um dos seguintes
mutantes: i) MET KD, codificador de um receptor “morto” destituido de
atividade de tirosina quinase, devido a uma substituicio de Lys-Ala na
cavidade de ligagio de ATP, ii) MET “duplo”, codificador de um HGFR
faltante de tirosinas Y1349, Y1356 ancorando os transdutores de sinal, iii)
MET-GFP, um mutante negativo dominante onde a seqiiéncia codificadora de
dominio intracelular inteiro do receptor foi substituida por seqiiéncias GFP.
Quarenta e oito horas apds transfecgdo, células foram tratadas com AntiMET-
R por 3 horas. Extratos celulares e meios extracelulares foram analisados por
Western blot. Inesperadamente, AntiMET-R foi capaz de disparar regulagem
negativa e de induzir separagdo de HGFR em todos os mutantes (Figura 8).
Este experimento sugere que regulagem negativa de receptor de HGF
induzida por anticorpo ndo requer atividade de quinase, nem o recrutamento
de transdutores citoplasmicos, € que o dominio intracelular inteiro €
dispensavel para o processo. Isto adicionalmente confirma que o anticorpo e 0
ligante ativam mecanismos infra-regulatorios diferentes.

Exemplo 8. O ectodominio separado de HGFR comporta-se como uma “isca”

Visto que tem sido mostrado que um dominio extracelular
geneticamente engenheirado do HGFR pode efetivamente funcionar como
molécula “isca” negativa dominante (33), os inventores testaram a capacidade
do ectodominio separado na inibigdo de sinalizagio de HGFR. Células pré-
tratadas opor 72 h com AntiMET-R ou VSV-G foram estimuladas por tempos
diferentes com HGF quer na presenga (Figura 9, pistas 4-6) quer na auséncia
(pistas 7-9) de ectodominio de HGFR no meio de cultura. Como mostrado, na

presenca de ectodominio de HGFR, fosforilagdo de Akt ativada por HGF foi
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fortemente enfraquecida, confirmando assim a idéia de que o fragmento
separado, como a isca (33), atua como ambos um competidor pela ligagdo de
HGF como uma molécula negativa dominante interferindo com ativagdo de

HGFR.
Exemplo 9. O anticorpo agonista AntiMET-R DO-24 ndo induz separagio de

ectodominio.

A capacidade agonista deste anticorpo ndo ¢ suficiente - per se
- para justificar sua atividade terapéutica. De fato, um anticorpo monoclonal
antiMET-R' diferente (DO-24) que temos examinado ndo promove separagao
da porgdo extracelular do receptor mas é capaz de totalmente ativar o

receptor.

Exemplo 10. Producido de AntiMET-R por meio de transferéncia de gene via

vetor lentiviral.

Os inventores inseriram seqiiéncias de cadeias pesada e leve de
AntiMET-R em um vetor lentiviral bidirecional (51) (Fig. 10A, 15 e 16). Este
vetor lentiviral permite a expressdo coordenada de dois cDNAs separados
gragas 3 presenga de um promotor sintético (ACCTGGGTT, SEQ ID No.:4)
obtido juntando um promotor de nicleo minimo (promotor minCMV) a
montante e em orientagdo oposta ao promotor hPGK (51). Este promotor
sintético é capaz de conduzir a atividade de transcrigdo em ambas as direcdes.
Assim posicionamento de dois cDNAs codificadores de AntiMET-R, um a
montante em orientacdo de anti-senso (a cadeia leve) e 0 outro a jusante em
orientagdo de senso (a cadeia pesada), é possivel gerar coordenadamente dois
mRNAs independentes. Os inventores produziram particulas de vetor com
transfeccdo transiente de células 293T como descrito. Entdo, para
modificagio permanente do genoma de células alvo, os inventores infectaram
um a painel de linhagens de células derivadas de carcinoma com sobrenadante
contendo particulas de vetor. Apos infecgdo, as células foram privadas do

meio sem soro e incubadas por 72 horas para coletar os sobrenadantes de
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cultura de célula. A presenca de anticorpo AntiMET-R foi avaliada pela
analise de Western Blot (Fig. 10B) e a quantificagdo de AntiMET-R foi feita
por ELISA (Fig. 10C). Todas as linhagens de células transduzidas produziram
o anticorpo AntiMET-R que foi corretamente secretado no sobrenadante de
cultura. A produgio do anticorpo foi variavel, dentro da faixa de 0,2-6 pg/mL,
dependendo da linhagem de célula analisada. A especificidade de AntiMET-R
recombinante foi controlada pelo ensaio de imunoprecipitagdo (Fig. 11A),
enquanto que a afinidade de ligagdo foi avaliada pelo ensaio ELISA (Fig.
11B). AntiMET-R recombinante foi capaz de especificamente reconhecer o
receptor de Met com uma afinidade dentro da mesma faixa de uma obtida
pelo AntiMET-R convencionalmente produzido pelo hibridoma. Além disso,
o AntiMET-R recombinante, como o AntiMET-R produzido pelo hibridoma,
foi capaz de induzir a clivagem proteolitica de Met e separagdo do Dominio

ExtraCelular (Fig. 12).

Exemplo 11. Transducdo com vetor lentiviral codificador de AntiMET-R

inibe o fenotipo transformado de células de cincer in vitro e in vivo.

Os inventores transduziram células HCT-116 com vetor
lentiviral codificador de AntiMET-R (25 ng p24/mL). Células transduzidas
foram testadas, em comparagdo com células de tipo selvagem, para seu
fenétipo transformado, analisando propriedades de invasdo e crescimento
independente de ancoragem em tumorigénese in vitro e in vivo. Para
crescimento independente de ancoragem, os inventores semearam células
produtoras de antiMET-R e células de tipo selvagem como controle em agar
0,5% e as colonias obtidas apds 15 dias de cultura foram contadas. Células
transduzidas foram inibidas em sua capacidade de crescimento independente
de ancoragem visto que crescem para um numero reduzido de coldnias, s&o
menores em tamanho comparadas com as colonias geradas com células de
tipo selvagem (Fig. 13A). Para testar invasividade celular, os inventores

analisaram a capacidade das células para invadirem membrana basal
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reconstituida. Como mostrado em Fig. 13B células transduzidas mostraram
uma reducio de suas propriedades invasivas. Os inventores também testaram
a tumorigénese in vivo das células transduzidas com vetor lentiviral
codificador de AntiMET-R injetando-as sub-cutis dentro do flanco de
camundongos nus atimicos. Dados mostrados em Fig. 13 C e D indicaram que
as células transduzidas foram enfraquecidas em suas propriedades de
tumorigénese in vivo porque laténcia de tumor e crescimento de tumor foram
inibidas em comparagdo com células de tipo selvagem.

Exemplo 12 : Administracdo de intra-tumor direta de vetor lentiviral

codificador de AntiMET-R inibe crescimento de tumor.

Para se ter prova formal da eficacia de transferéncia de gene
AntiMET-R, os inventores administraram particulas de vetor lentiviral
trazendo cDNAs codificadores de anticorpo diretamente em tumores pré-
formados por injegdo sub-cutis de células HCT-116 no flanco de
camundongos nus. Tumores tratados como vetores codificadores de
AntiMET-R mostraram velocidade de crescimento mais lenta em comparac¢ao

com os tumores tratados com vetor de controle (Fig. 14).

Exemplo 13: Sitio de ligacio de AntiMET-R em ectodominio de Met.

Para mapear o epitopo reconhecido por AntiMET-R,
experimentos de imunoprecipitagdo foram realizados usando dominios
extracelulares diferentes do Receptor de Fator de Crescimento de Hepatocito
(também conhecido como ectodominio Met) (Fig. 17).

-Isca Met (amino4cidos 1-932): é uma proteina recombinante
soluvel correspondendo a regifio extracelular inteira de Met de humano
truncada antes do dominio de transmembrana (Michieli et al. 2004);

-SEMA PSI (amino4cidos 1-562): é uma forma truncada de
Isca Met contendo o dominio SEMA (aminoacidos 1-515) (Stamos et al,

2004; Gherardi et al. 2004) e a regido PSI (aminoacidos 516-562) (Kozlov et
al. 2004).
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-PSI IPT (aminoacidos 1-24; 516-932): ¢ uma forma truncada
de Isca Met contendo a seqiiéncia lider enddgena (aminoacidos 1-24)
fusionada na regiso PSI (aminoécidos 516-562) e os quatro dominios IPT
(aminoacidos 563-932) (Bork et al, 1999; Gherardi et al., 2004).

Uma etiqueta poli-histidina e etiqueta de epitopo-Myc foram
adicionadas na termina¢do-C de cada molécula.

Seqiiéncia de Isca Met foi derivada da seqiiéncia codificada
com o Numero de Acesso do Gene Bank de X54559 (Giordano et al., 1991);
esta seqiiéncia corresponde ao transcrito maior do gene Met de humano que
codifica uma proteina tirosina quinase que € corretamente processada e esta
localizada na membrana.

Outros relatorios referem-se a seqiiéncia Codiﬁcada com 0
Numero de Acesso do Gene Bank de J02958 (Park ey al., 1987); esta
numeracdo corresponde a um transcrito menor alternativamente editorado
contendo uma insercio de S54pb em posicdo do nucleotideo 2264 ao
nucleotideo 2318. Este transcrito codifica uma proteina tirosina quinase que
nfo é corretamente processada e ndo esta localizada na membrana (Rodriguez
et al., 1991). De acordo com esta seqiiéncia, a regido extracelular de Met
corresponde aos aminoacidos 1-950 e o terceiro dominio IPT (IPT3) contém
uma inserc¢do de 18 aminoacidos.

Tabela 1 sumariza as posi¢des dos dominios diferentes de Met

de acordo com as seqiiéncias X54559 e J02958.

Tabela 1.

Ectodominios MET Gene Bank Gene Bank
X54559 (aa-aa) J02958 (aa-aa)

Isca Met 1-932 1-950

SEMA PSI 1-562 1-562

PSI 1-24; 516-932 1-24; 516-950

IPT 1 563-656 563-656

IPT 2 657-741 657-741

IPT 3 742-838 742-856

IPT 4 839-932 857-950

Os cDNAs para as moléculas engenheiradas foram
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subclonados no vetor lentiviral pRRL.sin.PPT.CMV.Wpre (Follenzi et al.,
2000); particulas lentivirais recombinantes foram produzidas em grande
escala e usadas para transduzir linhagens de célula de tumor de humano
(Michieli et al., 2004).

Meios condicionados de células MDA-MB-435 transduzidas
com Isca Met myc-etiquetada, SEMA PSI e PSI IPT foram imunoprecipitadas
com o anticorpo AntiMET-R e detectadas por Western blot usando um
anticorpo biotinilado anti-myc (Fig. 18, painel direito). Quantidades iguais de
meios condicionados foram carregadas como um controle para a eXpresséo de
proteina (fig. 18, painel esquerdo), no qual o controle € um meio
condicionado de células MDA-MB-435 transduzidas com um vetor lentiviral
vazio. Como mostrado no painel direito de Figura 18, AntiMET-R € capaz de
imunoprecipitar Isca Met e PSI-IPT mas ndo SEMAPSI. Portanto, reconheceu
um epitopo na regido IPT.

Para mapear com mais detalhe o epitopo reconhecido pelo
anticorpo AntiMET-R experimentos de imunoprecipitagdo foram realizados
usando dominios IPT individuais (Bork et al., 1999). Cada IPT € uma forma
truncada de PSI-IPT contendo a seqiiéncia lider endégena (aminoacidos 1-24)
fusionada em IPT 1 (aminoacidos 563-656) ou IPT 2 (aminoacidos 657-741)
ou IPT 3 (aminoécidos 742-838) ou IPT 4 (amino4cidos 839-932).

Uma etiqueta de poli-histidina e etiqueta de Flag-epitopo
foram adicionadas na terminacdo-C de cada molécula. Os cDNAs para as
moléculas engenheiradas foram subclonados no mesmo vetor lentiviral como
previamente relatado e particulas lentivirais recombinantes foram usadas para

transduzir linhagens de célula de tumor.

Todas estas proteinas recombinantes sdo fatores soluveis, mas
IPT 2 ndo é secretado para o meio condicionado das células transduzidas. Por
este motivo os experimentos de imunoprecipitacio foram realizados em

lisados de célula.
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Lisados celulares de células MDA-MB-435 transduzidas com
IPTs individuais etiquetados com indicador foram imunoprecipitados com o
anticorpo AntiMET-R e detectados por Western blot usando um anticorpo
anti-indicador (Fig. 19, painel esquerdo); quantidades similares de Western
blot usando o mesmo anticorpo anti-indicador, como um controle para
expressio de proteina (Fig. 19, painel direito).

Como mostrado no painel esquerdo, AntiMET-R ¢é capaz de
imunoprecipitar IPT 4, mas nenhum dos outros trés dominios IPT. AntiMET-
R reconhece um epitopo contido no dominio IPT 4 da regido extracelular

MET.
Exemplo 14: AntiMET-R reconheceu o HGFR em células intactas por analise

FACS ou andlise de imunofluorescéncia.

Células GTL-16, uma linhagem de célula de carcinoma

gastrico de humano, foram incubadas com o anticorpo AntiMET-R. Perfil de
GTL-16 analisado por citometria de fluxo revelou que o antiMET-R foi capaz
de especificamente corar células expressando o HGFR. De fato a média da
intensidade de fluorescéncia em células marcadas com o anticorpo antiMet-R
foi aumentada com respeito as células ctrl (Fig. 20, painel A). Células GTL-
16 também foram incubadas, apds fixagdo, com o anticorpo antiMet-R para
realizar uma analise de imunofluorescéncia. A coloragdo revelou uma
marcagio especifica sobre as superficies celulares correspondendo ao receptor
Met (Fig. 20, painéis B,C).

Naturalmente, embora o principio da invengdo permanega 0
mesmo, os detalhes de construgdo e as modalidades podem amplamente variar
com respeito ao que tem sido descrito e ilustrado puramente por meio de
exemplo, sem se desviarem do escopo da presente invengdo como definido

nas reivindicagOes anexadas.
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agcgaggatg
gctcagacac
cccatccagce
gacctcccag
caggtatatg
tgcatggtca
acagagctaa
tacagcaagc
gtggtccacg
aaatga
<210> 2
<211> 717

2006-

02-06

artificial

gctatatcat
agcagcctgg
ctggctacac
ttgagtggat
agaacaaggdt
acctgacatc
gcaccactct
ctgtgtgtgg
tccctgagcec
tcccagetgt
gcacctggcce
tggacaagaa
cagcacctaa
tactcatgat
acccagatgt
aaacccatag
accaggactg
cgcccatcga
tcttgcctcec
cagacttcat
actacaagaa
tgagagtgga
agggtctgca

PatentIn versdo 3.3

Cadeia pesada de AntiMET-R

cctectttttg
gactgaactg
cttcaccagt
tggagagatt
cacagtgact
tgaggactct
cacagtctcc
aaatacaact
agtgaccttg
cctgcagtct
cagccagtcc
aattgagccc
cctettgggt
ctccctgage
ccagatcagce
agaggattac
gatgagtggc
gagaaccatc
accagaagaa
gcctgaagac
cactgaacca
aaagaagaac

caatcaccac

gtagcaacag
gtgaagcctg
tactggatac
aatcctagca
gtagacaaat
gcggtctatt
tcagccaaaa
ggctcctcgg
acctggaact
gacctctaca
atcacctgca
agagggccca
ggaccatccg
cccatagtca
tggtttgtga
aacagtactc
aaggagttca
tcaaaaccca
gagatgacta
atttacgtgg
gtcctggact
tgggtggaaa

acgactaaga

ctacagatgg
gggcttcagt
actgggtgaa
gcggtcgtac
cttccaccac
actgtgcaag
caacagcccce
tgactctagg
ctggatccct
ccctcagcag
atgtggccca
caatcaagcc
tcttcatctt
catgtgtggt
acaacgtgga
tccgggtggt
aatgcaaggt
aagggtcagt
agaaacaggt
agtggaccaa
ctgatggttc
gaaatagcta

gcttcteccg

ccactcccag
gaagctgtcc
gcagaggcct
taactacaac
agcctacatg
taggggctac
atcggtctat
atgcctggtc
gtccagtggt
ctcagtgact
cccggcaagce
ctgtcctcca
ccctccaaag
ggtggatgtg
agtacacaca
cagtgccctce
caacaacaaa
aagagctcca
cactctgacc
caacgggaaa
ttacttcatg

ctcctgttca

gactccgggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1386



<212> DNA
<213>

<220>

artificial

<223> Cadeia leve de AntiMET-R

<400> 2

atggagacag
gacattgtgc
atctcctgca
caacagagac
gggatcccag
cctgtggagy
acgttcggtg
atcttcccac
aacaacttct
aatggcgtcc
agcaccctca
actcacaaga
<210> 3

<211> 1473
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 3

atgggatgga
gtccaactgc
tgcaaggcett
ggacaaggcc
gagaaattca
caactcagca
tggggccaag
ccactggccc
aagggttatt
gtgcacacct
gtaacctcga
agcaccaagg
tgcaaatgcc
atcaaggatg
agcgaggatg
gctcagacac
cccatccagce

gacctcccag

acacaatcct

tgacccaatc
aggccagcca
caggacagcc
ccaggtttag
aggaggatgt
ctgggaccaa
catccagtga
accccaaaga
tgaacagttg
cgttgaccaa

catctacttc

artificial

gctatatcat
agcagcctgg
ctggctacac
ttgagtggat
agaacaaggt
acctgacatc
gcaccactct
ctgtgtgtgg
tccctgagcece
tcccagetgt
gcacctggcc
tggacaagaa
cagcacctaa
tactcatgat
acccagatgt
aaacccatag
accaggactg

cgcccatcga

gctatgggtyg
tccagcttct
aagtgttgat
acccaaactc
tggcagtggce
tgcaacctat
gctggagctg
gcagttaaca
catcaatgtc
gactgatcag
ggacgagtat

acccattgte

cctetttttg
gactgaactg
cttcaccagt
tggagagatt
cacagtgact
tgaggactct
cacagtctcc
aaatacaact
agtgaccttg
cctgcagtct
cagccagtcc
aattgagccc
cctcttgggt
ctcectgagce
ccagatcagc
agaggattac
gatgagtggc

gagaaccatc

ctgctagctcet gg

ttggctgtgt
tatgatggtg
ctcatctctg
tctgggacag
tactgtcagce
aaacgggctg
tctggaggtg
aagtggaaga
gacagcaaag
gaacgacata

aagagcttca

gtagcaacag
gtgaagcctg
tactggatac
aatcctagca
gtagacaaat
gcggtctatt
tcagccaaaa
ggctcctegg
acctggaact
gacctctaca
atcacctgca
agagggccca
ggaccatccg
cccatagtca
tggtttgtga
aacagtactc
aaggagttca

tcaaaaccca

attccagg
ctctagggca
gtagttatat
ctgcatccaa
acttcaccct
aaagttatga
atgctgcacc
cctcagtcgt
ttgatggcag
acagcaccta
acagctatac

acaggaatga

ctacagatgg
gggcttcagt
actgggtgaa
gcggtcgtac
cttccaccac
actgtgcaag
caacagcccc
tgactctagg
ctggatccct
ccctcagcag
atgtggccca
caatcaagcc
tcttcatctt
catgtgtggt
acaacgtgga
tccgggtggt
aatgcaaggt
aagggtcagt

ctccactagt
gagggccacc
gagttggttc
tctagaatct
caatatccat
ggatccgctc
aactgtatcc
gtgcttcttg
tgaacgacaa
cagcatgagc
ctgtgaggcc
gtgttag

Cadeia pesada de Anti-MET-R com uma seqiéncia tag para 3'

ccactcccag
gaagctgtcc
gcagaggcct
taactacaac
agcctacatg
taggggctac
atcggtctat
atgcctggtc
gtccagtggt
ctcagtgact
cccggcaagce
ctgtccteca
ccctccaaag
ggtggatgtg
agtacacaca
cagtgccecctce
caacaacaaa

aagagctcca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
717

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080



caggtatatg
tgcatggtca
acagagctaa
tacagcaagc
gtggtccacg
aaagctagct
aagctgcagc
<210> 4
<211> 9
<212> DNA
<213> artif
<220>

tcttgccectcec
cagacttcat
actacaagaa
tgagagtgga
agggtctgca
ctgactacaa

atcaccacca

icial

accagaagaa
gcctgaagac
cactgaacca
aaagaagaac
caatcaccac
ggacgacgat

tcatcaccat

3

gagatgacta
atttacgtgg
gtcctggact
tgggtggaaa
acgactaaga
gacaagagcg

tga

<223> promoter sintético - a montante

<400> 4
acctgggtt
<210> 5
<211> 13
<212> DNA
<213> artif

<220>

icial

<223> promoter sintético - a jusante

<400> 5
attggttggt
<210> 6
<211> 461
<212> PRT
<213> artif
<220>

<223> Cadei
<400> 6

Met Gly Trp
1
Gly His Ser
Ala
35

Pro Gly

Thr Ser Tyr

50
Glu Trp Ile
65
Phe

Glu Lys

tgg

icial

a pesada

Ser Tyr
5
Gln Val
20
Ser Vval

Trp Ile

Gly Glu

70

Lys Asn

85

Ile

Gln Leu

Lys

His

Ile

Lys

de AntiMET-R

Ile Leu

Gln
Leu Ser
40

Trp Val
55

Pro

Asn

val Thr

Phe Leu Val

10

Gln Pro Gly

25

Cys Lys Ala

Lys Gln Arg

Ser Ser Gly

75
val

val Thr

90

agaaacaggt cactctgacc

agtggaccaa caacgggaaa

ctgatggttc ttacttcatg

gaaatagcta ctcctgttca

gcttctcecg gactccgggt

attacaaaga cgatgatgat

Ala Thr Ala Thr Asp
15

Thr Glu Leu Val Lys

30
Ser Gly Tyr Thr Phe
45

Pro Gly Gln Gly Leu

60

Arg Thr Asn Tyr Asn

80

Asp Lys Ser Ser Thr

95

13



Thr

Tyr

val

val

145

Lys

Leu

Tyx

Gln

Asp

225

Cys

Phe

val

Ile

Thr

305

Pro

val

Pro

Glu

Asp

385

Thrx

Serxr

Ala

Tyx

Ser

130

Cys

Gly

Ser

Thr

Ser

210

Lys

Lys

Pro

Thr

Ser

290

His

Ile

Asn

Lys

Glu

370

Phe

Glu

Tyr

Tyr

Cys

115

Ser

Gly

Tyr

Ser

Leu

195

Ile

Lys

Cys

Pro

Cys

275

Trp

Arg

Gln

Asn

Gly

355

Glu

Met

Leu

Phe

Met

100

Ala

Ala

Asn

Phe

Gly

180

Ser

Thr

Ile

Pro

Lys

260

val

Phe

Glu

His

Lys

340

Ser

Met

Pro

Asn

Met
420

Gln

Ser

Lys

Thr

Pro

165

val

Ser

Cys

Glu

Ala

245

Ile

val

val

Asp

Gln

325

Asp

Val

Thr

Glu

Tyxr

405
Tyr

Leu

Arg

Thr

Thr

150

Glu

His

Ser

Asn

Pro

230

Pro

Lys

val

Asn

Tyr

310

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

390

Lys

Ser

Ser

Gly

Thr

135

Gly

Pro

Thr

Val

val

215

Arg

Asn

Asp

Asp

Asn

295

Asn

Trp

Pro

Ala

Lys

375

Ile

Asn

Lys

Asn

Tyr

120

Ala

Ser

val

Phe

Thr

200

Ala

Gly

Leu

vVal

val

280

val

Ser

Met

Ala

Pro

360

Gln

Tyr

Thr

Leu

Leu

105

Trp

Pro

Ser

Thr

Pro

185

val

His

Pro

Leu

Leu

265

Ser

Glu

Thr

Ser

Pro

345

Gln

val

val

Glu

Arg
425

Thr

Gly

Ser

val

Leu

170

Ala

Thr

Pro

Thr

Gly

250

Met

Glu

val

Leu

Gly

330

Ile

val

Thr

Glu

Pro

410
val

Ser

Gln

val

Thr

155

Thr

val

Ser

Ala

Ile

235

Gly

Ile

Asp

His

Arg

315

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

395

val

Glu

Glu

Gly

Tyr

140

Leu

Trp

Leu

Ser

Ser

220

Lys

Pro

Ser

Asp

Thr

300

val

Glu

Arg

val

Thr

380

Thr

Leu

Lys

Asp

Thr

125

Pro

Gly

Asn

Gln

Thr

205

Ser

Pro

Ser

Leu

Pro

285

Ala

val

Phe

Thr

Leu

365

Cys

Asn

Asp

Lys

Ser

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

190

Trp

Thr

Cys

val

Ser

270

Asp

Gln

Ser

Lys

Ile

350

Pro

Met

Asn

Ser

Asn

430

Ala

Leu

Ala

Leu

Gly

175

Asp

Pro

Lys

Pro

Phe

255

Pro

val

Thr

Ala

Cys

335

Ser

Pro

val

Gly

Asp

415
Trp

Val

Thr

Pro

val

160

Ser

Leu

Ser

Val

Pro

240

Ile

Ile

Gln

Gln

Leu

320

Lys

Lys

Pro

Thr

Lys

400

Gly

Val



5

Glu Arg Asn Ser Tyr Ser Cys Ser Val Val His Glu Gly Leu His Asn
435 440 445
His His Thr Thr Lys Ser Phe Ser Arg Thr Pro Gly Lys
450 455 460
<210> 7
<211> 238
<212> PRT
<213> artificial
<220>
<223> Cadeia leve de AntiMET-R
<400> 7
Met Glu Thr Asp Thr Ile Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp vVal Pro
1 5 10 15
Gly Ser Thr Gly Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala
20 25 30
Val Ser Leu Gly Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser
35 40 45
Val Asp Tyr Asp Gly Gly Ser Tyr Met Ser Trp Phe Gln Gln Arg Pro
50 55 60
Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Ser Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser
65 70 75 80
Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
85 90 95
Leu Asn Ile His Pro Val Glu Glu Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys
100 105 110
Gln Gln Ser Tyr Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu
115 120 125
Glu Leu Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser Ile Phe Pro Pro
130 135 140
Ser Ser Glu Gln Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser Val Val Cys Phe Leu
145 150 155 160
Asn Asn Phe Tyr Pro Lys Asp Ile Asn Val Lys Trp Lys Ile Asp Gly
» 165 170 175
Ser Glu Arg Gln Asn Gly Val Leu Asn Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser
180 185 190
Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Met Ser Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp
195 200 205
Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr
210 215 220
Ser Thr Ser Pro Ile Val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cys
225 230 235
<210> 8



<211> 8

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Cadeia pesada de AntiMET-R - CDR-H1
<400> 8

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp

1 5

<210> 9

<211> 8

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Cadeia pesada de AntiMET-R - CDR-H2
<400> 9

Ile Asn Pro Ser Ser Gly Arg Thr

1 5

<210> 10

<211> 5

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Cadeia pesada de Anti-MET-R - CDR-H3
<400> 10

Ala Ser Arg Gly Tyr

1 5

<210> 11

<211> 10

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Cadeia leve de AntiMET-R - CDR-L1
<400> 11

Gln Ser Val Asp Tyr Asp Gly Gly Ser Tyr
1 5 10
<210> 12

<211> 3

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Cadeia leve de AntiMET-R - CDR-L2
<400> 12



Ala Ala Ser

1

<210> 13

<211> 9

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Cadeia leve de AntiMET-R - CDR-L3
<400> 13

Gln Gln Ser Tyr Glu Asp Pro Leu Thr
1 5
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REIVINDICACOES

1. Uso de um anticorpo monoclonal, um fragmento e/ou

anticorpo geneticamente engenheirado ou humanizado, i) citado anticorpo
monoclonal sendo anticorpo monoclonal anti-Met, ii) citado fragmento sendo
fragmento contendo a regido de ligagio de epitopo de um anticorpo
monoclonal anti-Met e/ou iii) citado anticorpo sendo anticorpo geneticamente
engenheirado ou humanizado contendo a regido de ligagdo de epitopo de um

anticorpo monoclonal anti-Met, caracterizado pelo fato de ser para a produgio

de um medicamento para o tratamento de tumor e/ou metdstases em um
paciente sofrendo de tumor, em que o citado anticorpo € produzido pela
linhagem de célula de hibridoma ICLC PD 05006.

2. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

‘fato de que os citado anticorpo, citado fragmento e/ou citado anticorpo

geneticamente engenheirado estdo na forma de proteina soluvel.

3. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que o citado anticorpo e/ou citado anticorpo geneticamente
engenheirado sdo produzidos por um método selecionado do grupo
consistindo de técnica recombinante de DNA, sintese em fase solida, sintese

em fase liquida.

4. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que o citado fragmento é selecionado do grupo consistindo de Fab,
F(ab"),, Fab', Fv, scFv, e um peptideo contendo a regido de ligagéo de epitopo.

5. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que o citado fragmento é produzido por um método selecionado do
grupo consistindo de clivagem proteolitica de citado anticorpo, técnica

recombinante de DNA, sintese em fase solida, sintese em fase liquida.

6. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que o citado medicamento é administrado por inje¢do ou por infuséo.

7. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
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fato de que o citado tumor é selecionado de tumor colorretal, e tumor
hepatico.

8. Uso de uma seqiiéncia de nucleotideos codificadora de 1) um
anticorpo monoclonal anti-Met, ii) um fragmento contendo a regido de
ligagdo de epitopo de um anticorpo monoclonal anti-Met, ou iii) um anticorpo
geneticamente modificado ou humanizado contendo a regido de ligagéo de

epitopo de um anticorpo monoclonal anti-Met, caracterizado pelo fato de ser

para a produgio de um medicamento para o tratamento de tumor e/ou
metastases em um paciente sofrendo de tumor, em que o citado anticorpo
monoclonal anti-Met é produzido pela linhagem de célula de hibridoma ICLC

PD 05006.

9. Uso de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado pelo

fato de que a seqiiéncia de nucleotideos compreende pelo menos:

i) SEQ ID NO.:1 e SEQ ID NO.:2,

i) uma seqiiéncia de nucleotideos correspondendo a SEQ ID
NO.:1 ¢ SEQ ID NO.:2, na qual uma ou mais substituicdes conservativas
estdo presentes, ou

iii) SEQ ID NO.:8 (CDR-H1), SEQ ID NO.:9 (CDR-H2), SEQ
ID NO.:10 (CDR-H3), SEQ ID NO.:11 (CDR-L1), SEQ ID NO.:12 (CDR-
L2) e SEQID NO.:13 (CDR-L3).

10. Uso de um vetor compreendendo pelo menos uma
seqiiéncia de nucleotideos codificadora de i) um anticorpo monoclonal anti-
Met, ii) um fragmento contendo pelo menos uma regido de ligagdo de epitopo
de um anticorpo monoclonal anti-Met, ou iii) um anticorpo geneticamente
modificado ou humanizado contendo a regido de ligagdo de epitopo de um
anticorpo monoclonal anti-Met, em que o anticorpo monoclonal anti-Met ¢
produzido pela linhagem de célula de hibridoma ICLC PD 05006,

caracterizado pelo fato de ser para a preparagdo de um medicamento para o

tratamento de tumor e/ou metastases em um individuo sofrendo de tumor.
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11. Uso de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado pelo

fato de que o citado vetor compreende uma seqiiéncia de nucleotideos

selecionada de:

i) SEQ ID NO.:1 e SEQ ID NO.:2,

ii) uma seqiiéncia de nucleotideos correspondendo a SEQ ID
NO.:1 e SEQ ID NO.:2, na qual uma ou mais substitui¢des conservativas
estdo presentes, ou

iii) SEQ ID NO.:8 (CDR-H1), SEQ ID NO.:9 (CDR-H2), SEQ
ID NO.:10 (CDR-H3), SEQ ID NO.:11 (CDR-L1), SEQ ID NO.:12 (CDR-
L2) e SEQ ID NO.:13 (CDR-L3).

12. Uso de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado pelo

fato de que o citado vetor estd na forma de uma particula.

13. Produto, caracterizado pelo fato de que contém 1) um

anticorpo monoclonal anti-Met, ii) um fragmento contendo a regido de
ligagdo de epitopo e/ou iii) um anticorpo geneticamente modificado ou
humanizado contendo a regido de ligagdo de epitopo de um anticorpo
monoclonal anti-Met e pelo menos um inibidor de quinase como uma
preparagdo combinada para uso simultineo, separado ou seqiiencial no
tratamento de tumores e/ou metastases, em que o citado o anticorpo
monoclonal anti-Met é produzido pela linhagem de célula de hibridoma ICLC

PD 05006.

14. Produto de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado

pelo fato de que os citado anticorpo e/ou citado pelo menos um fragmento do

mesmo estdo na forma de proteina soluvel.

15. Produto de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado

pelo fato de que o citado anticorpo e/ou citado anticorpo geneticamente
engenheirado s3o produzidos por um método selecionado do grupo
consistindo de: clivagem proteolitica de citado anticorpo, técnica

recombinante de DNA, sintese em fase sélida, sintese em fase liquida.
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16. Produto de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado

pelo fato de que citado fragmento ¢ selecionado do grupo consistindo de Fab,

F(ab'),, Fab', Fv, scFv, peptideo contendo pelo menos uma regido de ligagdo

de epitopo.

17. Produto de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado
pelo fato de que o citado fragmento € produzido por um método selecionado
do grupo consistindo de: clivagem proteolitica de citado anticorpo, técnica

recombinante de DNA, sintese em fase solida, sintese em fase liquida.

18. Produto de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado
pelo fato de que o citado pelo menos um inibidor de quinase € selecionado do
grupo consistindo de K252A analogo de estaurosporina; (32)-5-[(2,6-dicloro-
benzil)-sulfonil]-3-[(3,5-dimetil-4- {[(2R)-2-(pirrolidin-1 -il-metil)-pirrolidin-
1-il]-carbonil }-1H-pirrol-2-il)-metileno]-1,3-di-hidro-2H-indo]-2-ona; [(32)-
N-(3-cloro-fenil)-3-({3,5-dimetil-4-[ (4-metil-piperazin-1 -il)-carbonil]-1H-
pirrol-2-il} -metileno)-N-metil-2-oxoindolina-5 -sulfonamida];[(3Z)-5-(2,3-di-
hidro-1H-indol-1-il-sulfonil)-3-({3,5-dimetil-4-[(4-metil-piperazin-1-il)-
carbonil]-1H-pirrol-2-il}-metileno)- 1,3-di-hidro-2H-indol-2-ona]; [(3Z)-N-
(3-cloro-fenil)-3-{[3,5-dimetil-4—(3—morfolin-4—il-propil)—lH—pirrol—2-i1]-
metileno}-N-metil-2-oxo-indolina-5-sulfonamida].

19. Produto de acordo com a reivindica¢do 13, caracterizado

pelo fato de que o citado produto é administrado por inje¢éo ou por infusao.
20. Método para triar compostos capazes de se ligarem em

pelo menos uma por¢do do receptor de dominio extracelular de fator de

crescimento de hepatécito (HGFR), citados compostos possuindo uma

atividade antagonista versus o HGFR e sendo farmacologicamente ativos na

prevengio e/ou tratamento de tumor e/ou metastases, caracterizado pelo fato
de que o citado método compreende o uso de pelo menos uma porgao do
dominio extracelular de HGFR como alvo para os citados compostos.

21. Método de acordo com a reivindicac¢do 20, caracterizado
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pelo fato de que os citados compostos sdo capazes de induzirem regulagem

negativa de HGFR.

22. Método de acordo com a reivindicagdo 20, caracterizado

pelo fato de que os citados compostos sdo capazes de induzirem separa¢ao de

pelo menos uma porgdo do dominio extracelular de HGFR.

23. Método de acordo com a reivindicagdo 20, caracterizado
pelo fato de que os citados compostos sdo capazes de limitarem proliferacao
e/ou intensificam apoptose de células neoplasicas pela alteragdo de
sinaliza¢do de HGFR.

24. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
20 a 23, caracterizado pelo fato de que a pelo menos uma porgdo do dominio

extracelular de HGFR é selecionada de isca Met, SEMA PSI, PSI IPT, IPT,

IPT 1, IPT 2, IPT 3, IPT 4 ou uma combinagido dos mesmos.

25. Método de acordo com a reivindicagdo 24, caracterizado

pelo fato de que a pelo menos uma porgdo do dominio extracelular de HGFR
é selecionada de IPT 1, IPT 2, IPT 3, IPT 4 ou uma combina¢do dos mesmos.

26. Método de acordo com a reivindicagdo 24, caracterizado

pelo fato de que a pelo menos uma porgdo do dominio extracelular de HGFR

¢ IPT 4.

27. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagGes

20 a 26, caracterizado pelo fato de que compreende:

a) proporcionar uma célula hospedeira contendo um gene que
expressa pelo menos uma porg¢do do dominio extracelular de HGFR;

b) administrar um composto a citada célula;

c) determinar se o citado composto € capaz de induzir:

-regulagem negativa de HGFR,

-separagdo de pelo menos uma por¢do de dominio extracelular

de HGFR, ou

-alteracdo de sinalizagdo de HGFR e portanto limitagdo de
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proliferagdo de células neoplasicas.

28. Uso de um anticorpo monoclonal, um fragmento e/ou
anticorpo geneticamente engenheirado ou humanizado, i) citado anticorpo
monoclonal sendo anticorpo monoclonal anti-Met, ii) citado fragmento sendo
fragmento contendo a regido de ligagdo de epitopo de um anticorpo
monoclonal anti-Met e/ou iii) citado anticorpo sendo anticorpo geneticamente
modificado ou humanizado contendo a regido de ligagdo de epitopo de um

anticorpo monoclonal anti-Met, caracterizado pelo fato de ser para a

manufatura de uma preparagdo diagnostica para a deteccdo de células
neoplésicas, em que o citado anticorpo monoclonal anti-Met ¢ produzido pela
linhagem de célula de hibridoma ICLC PD 05006.

29. Uso de acordo com a reivindicagdo 28, caracterizado pelo

fato de que os citado anticorpo monoclonal anti-Met, citado fragmento ou
citado anticorpo geneticamente engenheirado ou humanizado estdo

conjugados em um marcador.

30. Uso de acordo com a reivindicagdo 29, caracterizado pelo

fato de que o citado marcador é selecionado de: um radioisétopo, uma
molécula fluorescente, um tracador quimiofluorescente ou um indicador

molecular.
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Fig. 15
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Fig. 16
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Fig. 17

IPT 1, aa 1-24; 563-656
IPT 2, aa 1-24; 657-741

IPT 3, aa 1-24; 742-838

SEMA PSI

aa 1-562
IPT 4, aa 1-24; 839-932
PSI IPT

aa 1-24 + 516-932

Isca Met
aa 1-932



14/17

Fig. 18
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Fig. 20
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atgggatgga gctatatcat cctctttttg gtagcaacag ctacagatgg ccactcccag 60
gtccaactgc agcagcctgg gactgaactg gtgaagcctg gggcttcagt gaagctgtcce 120
tgcaaggctt ctggctacac cttcaccagt tactggatac actgggtgaa gcagaggcct 180
ggacaaggcc ttgagtggat tggagagatt aatcctagca gcggtcgtac taactacaac 240
gagaaattca agaacaaggt cacagtgact gtagacaaat cttccaccac agcctacatg 300
caactcagca acctgacatc tgaggactct gcggtctatt actgtgcaag taggggctac 360
tggggccaag gcaccactct cacagtctcc tcagccaaaa caacagcccc atcggtctat 420
ccactggcece ctgtgtgtgg aaatacaact ggctcctcgg tgactctagg atgecctggtc 480
aagggttatt tccctgagcc agtgaccttg acctggaact ctggatccct gtccagtggt 540
gtgcacacct tcccagctgt cctgcagtct gacctctaca ccctcagcag ctcagtgact €00
gtaacctcga gcacctggcc cagccagtcc atcacctgca atgtggccca cccggcaagce €60
agcaccaagg tggacaagaa aattgagccc agagggccca caatcaagcc ctgtcctcca 720
tgcaaatgcc cagcacctaa cctcttgggt ggaccatccg tcttcatctt ccctccaaag 780
atcaaggatg tactcatgat ctccctgagce cccatagtca catgtgtggt ggtggatgtg 840
agcgaggatg acccagatgt ccagatcagc tggtttgtga acaacgtgga agtacacaca. 900
gctcagacac aaacccatag agaggattac aacagtactc tccgggtggt cagtgccctce %60
cccatccagce accaggactg gatgagtggc aaggagttca aatgcaaggt caacaacaaa 1020
gacctcccag cgcccatcga gagaaccatc tcaaaaccca aagggtcagt aagagctcca 1080
caggtatatg tcttgcctecc accagaagaa gagatgacta agagacaggt cactctgacc 1140
tgcatggtca cagacttcat gcctgaagac atttacgtgg agtggaccaa caacgggaaa 1200
acagagctaa actacaagaa cactgaacca gtcctggact ctgatggttc ttacttcatg 1260
tacagcaagc tgagagtgga aaagaagaac tgggtggaaa gaaatagcta ctcctgttca 1320
gtggtccacg agggtctgca caatcaccac acgactaaga gcttctcccg gactccgggt 1380
aaatga 1386

Fig.21b
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KTTAPSVYPLAPVCGNTTGSSVTLGCLVKGYFPEPVTLTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSS
VTVTSSTWPSQSITCNVAHPASSTKVDKKIEPRGPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDV
LMISLSPIVTCVVVDVSEDDPDVQISWEFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHQDWMSG
KEFKCKVNNKDLPAPIERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIYVEWT
NNGKTELNYKNTEPVLDSDGSYFMYSKLRVEKKNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK
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Fig. 22a

atggagacag acacaatcct gctatgggtg ctgctgctct gggttccagg ctccactggt 60
gacattgtgc tgacccaatc tccagcttct ttggctgtgt ctctagggca gagggccacc 120
atctcctgca aggccagcca aagtgttgat tatgatggtg gtagttatat gagttggttc 180
caacagagac caggacagcc acccaaactc ctcatctctg ctgcatccaa tctagaatct 240
gggatcccag ccaggtttag tggcagtggc tctgggacag acttcaccct caatatccat - 300
cctgtggagg aggaggatgt tgcaacctat tactgtcagc aaagttatga ggatccgctc 360
acgttcggtg ctgggaccaa gctggagctg aaacgggctg atgctgcacc aactgtatcc 420
atcttcccac catccagtga gcagttaaca tctggaggtg cctcagtcgt gtgcttcttg 480
aacaacttct accccaaaga catcaatgtc aagtggaaga ttgatggcag tgaacgacaa 540
aatggcgtcc tgaacagttg gactgatcag gacagcaaag acagcaccta cagcatgagc 600
agcaccctca cgttgaccaa ggacgagtat gaacgacata acagctatac ctgtgaggcc 660
actcacaaga catctacttc acccattgtc aagagcttca acaggaatga gtgttag 717

Fig. 22b

METDTILLWVLLLWVPGSTGDIVLTQSPASLAVSLGQRATISCKASQSVDYDGGSYMSWEQQRPGQ
PPKLLISAASNLESGIPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDVATYYCQQSYEDPLTFGAGTKLELKR
ADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYS
MSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC
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RESUMO
«JSOS DE UM ANTICORPO MONOCLONAL, UM FRAGMENTO E/OU
ANTICORPO GENETiCAl\/ﬁENTE ENGENHEIRADO ou

HUMANIZADO, DE UMA SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS E DE UM

VETOR, PRODUTO, E, METODO PARA TRIAR COMPOSTOS”
Uso de um anticorpo monoclonal direcionado contra ©

dominio extracelular de fator de crescimento de hepatdcito € descrito para a

preparagdo de um medicamento para 0 tratamento de tumores e/ou metastases

e de uma ferramenta de diagnostico para detectar células neoplasicas bem
como vetores compreendendo pelo menos uma porgio da seqiiéncia de

nucleotideos codificadora do anticorpo monoclonal anti-Met e/ou pelo menos

um fragmento do mesmo e pelo menos um inibidor de quinase.
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