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DESCRIPCION
Procedimientos de prondstico de cancer.
CAMPO DE LA INVENCION
[0001] La invencién se refiere a la deteccién de polipéptido y/o polinucleétido EphB2 para procedimientos de

pronéstico de cancer colorrectal, y a procedimientos para seleccionar tratamiento contra el cancer.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] El cancer sigue siendo una de las amenazas mas mortiferas para la salud humana. En los EE.UU., el
cancer afecta a casi 1,3 millones de nuevos pacientes cada afio, y es la segunda causa principal de muerte después
de enfermedad cardiaca, representando aproximadamente 1 de cada 4 muertes. También se predice que el cancer
puede superar a las enfermedades cardiovasculares como la causa nimero uno de muerte en el plazo de 5 afios.
Los tumores sélidos son responsables de la mayoria de aquellas muertes. Aunque ha habido avances significativos
en el tratamiento médico de ciertos canceres, la tasa de supervivencia global a 5 afios para todos los canceres sélo
ha mejorado aproximadamente el 10% en los uUltimos 20 afios. Los canceres, o tumores malignos, metastatizan y
crecen rapidamente de una forma incontrolada, haciendo extremadamente dificil la deteccion temprana y el
tratamiento. El cancer colorrectal es la tercera causa mas comun de mortalidad por cancer en los Estados Unidos.
Se estim6 que se diagnosticarian aproximadamente 129.000 nuevos casos de cancer colorrectal y se producirian
56.000 muertes debido al cancer colorrectal en los Estados Unidos en 1999 (Landis y col., Cancer J Clin. 49:8-31
(1999)).

[0003] El tratamiento contra el cancer, tal como quimioterapia, radiacién y/o cirugia, tiene riesgos asociados y
seria Util poder seleccionar 6ptimamente los pacientes mas probables a beneficiar. La prueba de prondstico es util,
por ejemplo, para identificar pacientes con males pronoésticos de forma que se identificara un enfoque de tratamiento
de mayor riesgo mas agresivo, y para identificar pacientes con buenos prondsticos para los cuales una terapia
arriesgada no proporcionaria suficiente beneficio para garantizar los riesgos. Hay una necesidad urgente de nuevos
factores prondsticos en el cancer.

[0004] Los receptores de Eph constituyen la mayor familia de tirosina cinasas receptoras en el genoma
humano e interactian con ligandos llamados efrinas (revisado en Kullander y col., Nat Rev Mol Cell Biol 2002;3:475-
86.). La familia se divide por identidad de secuencias en dos clases, EphA y EphB, con familias de ligando
transmembrana correspondientes, denominadas efrinas de tipo A y tipo B. El receptor de EphB2 (“EphB2” o
“EphB2R”) tiene una regién extracelular con un motivo rico en cisteina que se extiende sobre su mitad del extremo
amino, seguido de dos motivos de tipo Il de fibronectina. Hay un dominio intracelular que caracteriza una region de
cinasa conservada y un dominio transmembrana. La expresion de EphB2 se ha descrito en cancer. Véase, por
ejemplo, Cairns y col., W0O2003/000113; Mao y col., Cancer Res. 64, 781-788 (2004).

RESUMEN DE LA INVENCION

[0005] En un aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para el prondstico de cancer en un sujeto
humano diagnosticado con céancer colorrectal, como se define en las reivindicaciones, comprendiendo el
procedimiento: (a) comparar la expresion de EphB2 en una muestra de tejido o célula colorrectal del paciente con la
expresion de EphB2 en una muestra de control (valor de referencia de control); y (b) predecir el pronéstico de cancer
del paciente basandose en la comparacion en (a), en el que la expresién de EphB2 en la muestra de paciente con
respecto a una muestra de control es pronostica de cancer en el sujeto. El aumento de la expresion de EphB2 en la
muestra bioldgica del paciente con respecto a la muestra de control es prondstica de cancer en el sujeto.

[0006] Segun las reivindicaciones, el prondstico de cancer comprende proporcionar la estimacion o prediccion
de (prondstico de) la duracién de la supervivencia de un paciente diagnosticado con un cancer, o duracién de la
supervivencia sin reaparicion.

[0007] El aumento de la expresion de EphB2 en la muestra biol6gica del paciente con respecto a la muestra
de control es prondstica de duracion de la supervivencia prolongada o supervivencia sin reaparicion prolongada.

[0008] En otro aspecto, como se define en las reivindicaciones, la invencidon proporciona procedimientos para
la seleccion del tratamiento para cancer colorrectal para un paciente humano, comprendiendo los procedimientos (a)
comparar la expresion de EphB2 en una muestra de tejido o célula colorrectal del paciente con la expresion de
EphB2 en una muestra de control; (b) predecir el pronéstico de cancer del paciente basandose en la comparacion en
(), en el que la expresion de EphB2 en la muestra elevada del paciente con respecto a una muestra de control es
pronéstica de duracion elevada de la supervivencia o duracion elevada de la supervivencia sin reaparicion en el
sujeto y (c) posterior a las etapas (a) y (b), seleccionar el tratamiento contra el cancer para el paciente, en el que la
selecciéon del tratamiento se basa en el prondstico del paciente determinado en la etapa (b). En algunas
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realizaciones, el aumento de la expresion de EphB2 en la muestra biologica del paciente con respecto a la muestra
de control es pronéstico de cancer en el sujeto. En algunas realizaciones, la disminucién de la expresion de EphB2
en la muestra bioldgica del paciente con respecto a la muestra de control es prondstica de cancer en el sujeto.

[0009] También se desvela un procedimiento para la deteccién de polinucleétido o polipéptido EphB2 en una
muestra biol6égica de un paciente que tiene o del que se sospecha que tiene un trastorno de adenoma de colon,
comprendiendo el procedimiento comparar la expresion del polinucleétido o polipéptido EphB2 en la muestra
bioloégica con la expresién de EphB2 en una muestra de control. En algunas realizaciones, la muestra bioldgica
comprende células y/o tejido de adenoma de colon.

[0010] También se desvela un procedimiento para diagnosticar un trastorno de adenoma de colon,
comprendiendo el procedimiento detectar la expresién del polinucleétido o polipéptido EphB2 en la muestra biolégica

[0011] procedimiento: para tratar un paciente que tiene o del que se sospecha que tiene un trastorno de
adenoma de colon administrando una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-EphB2 (tal como un antagonista de
anticuerpo anti-EphB2) al paciente.

[0012] También se desvela un procedimiento: para tratar un paciente que tiene o del que se sospecha que
tiene un trastorno de adenoma de colon administrando una cantidad eficaz de un inmunoconjugado anti-EphB2 al
paciente.

[0013] También se desvela un procedimiento para tratar un paciente que tiene o del que se sospecha que
tiene un trastorno de adenoma de colon administrando una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-EphB2, o una
cantidad eficaz de un inmunoconjugado anti-EphB2 al paciente, adicionalmente en el que la expresion de EphB2 se
detecta en células y/o tejido de adenoma de colon del paciente humano antes, durante o después de la
administracion de un anticuerpo anti-EphB2 o un inmunoconjugado anti-EphB2. En algunas realizaciones, la
expresion en exceso de EphB2 se detecta antes, durante y/o después de la administracién de un anticuerpo anti-
EphB2 o un inmunoconjugado anti-EphB2. La expresion puede detectarse antes; durante; después; antes y durante;
antes y después; durante y después; o antes, durante y después de la administracion de un anticuerpo anti-EphB2 o
un inmunoconjugado anti-EphB2.

[0014] En algunas realizaciones, el trastorno de adenoma de colon puede seleccionarse del grupo que
consiste en poliposis adenomatosa familiar, sindrome de Peutz-Jegher, sindrome de poliposis juvenil, sindrome de
poliposis mixta hereditaria, enfermedad de Cowden y sindrome de Bannayan-Ruvalcaba-Riley.

[0015] En realizaciones que implican la seleccién del tratamiento contra el cancer o seleccion del tratamiento
contra el trastorno de adenoma de colon, el tratamiento contra el cancer o tratamiento contra el trastorno de
adenoma de colon puede comprender administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-EphB2, o una cantidad
eficaz de un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo anti-EphB2. En otras realizaciones mas, el tratamiento
comprende una cualquiera 0 mas de quimioterapia, radiacion y cirugia.

[0016] En algunas realizaciones que implican la administracion de anticuerpos, el anticuerpo anti-EphB2 esta
seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo madurado por afinidad, un
anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado y un fragmento de anticuerpo. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-EphB2 es el anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma 2H9.11.14 que tiene n° de la
Coleccion americana de cultivos de tejido tipo (ATCC) PTA-6606 (depositado el 24 de febrero de 2005). En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-EphB2 es un anticuerpo que comprende dominio(s) variable(s) de la cadena pesada
yl/o ligera del anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma 2H9.11.14 que tiene n° de la Coleccion
americana de cultivos de tejido tipo (ATCC) PTA-6606, en el que dicho anticuerpo se une especificamente a EphB2
humano. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-EphB2 comprende al menos una (al menos 2, al menos 3, al
menos 4, al menos 5 y/o 6) secuencia(s) hipervariable(s) (HVR(s)) que comprende(n) una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 y/o HVR-H3 del anticuerpo producido por la
linea celular de hibridoma 2H9.11.14 que tiene n° de la Coleccion americana de cultivos de tejido tipo (ATCC) PTA-
6606, en el que dicho anticuerpo se une especificamente a EphB2 humano. En algunas realizaciones, el anticuerpo
anti-EphB2 es un anticuerpo que se une al mismo epitope sobre EphB2 humano como el anticuerpo producido por la
linea celular de hibridoma 2H9.11.14 que tiene n° de la Coleccién americana de cultivos de tejido tipo (ATCC) PTA-
6606. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-EphB2 es un anticuerpo que compite con el anticuerpo producido
por la linea celular de hibridoma 2H9.11.14 que tiene n° de la Coleccién americana de cultivos de tejido tipo (ATCC)
PTA-6606 por unirse a EphB2 humano. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-EphB2 comprende: al menos
una, dos, tres, cuatro, cinco y/o seis secuencias de regiones hipervariables (HVR) seleccionada(s) del grupo que
consiste en: (a) HVR-L1 que comprende la secuencia KSSQSLLNSGNQENYLA (SEQ ID NO: 1); (b) HVR-L2 que
comprende la secuencia GASTRES (SEQ ID NO:2); (c) HVR-L3 que comprende la secuencia QNDHSYPFT (SEQ ID
NO:3); (d) HVYR-H1 que comprende la secuencia SYWMH (SEQ ID NO:4); (e) HVR-H2 que comprende la secuencia
FINPSTGYTDYNQKFKD (SEQ ID NO:5); y (f) HVR-H3 que comprende la secuencia RLKLLRYAMDY (SEQ ID
NO:6). En una realizacion, el anticuerpo anti-EphB2 comprende un dominio variable de la cadena ligera que tiene la
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secuencia:

DIVMTQSPSSLSVSAGEKVTMNCKSSQSLLNSGNQENYLAWYQQKPGQPPKLLIYGASTRESGVPDRF
TGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVYYCQNDHSYPFTFGAGTKVEIKR (SEQ ID NO:7). En una realizacion, el
anticuerpo anti-EphB2 comprende un dominio variable de la cadena pesada que tiene la secuencia:

QVQLQQSGAELAKPGASVKMSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGFINPSTGYTDYNQKFKD
KATLTVKSSNTAYMQLSRLTSEDSAVYYCTRRLKLLRYAMDYWGQGTTLTVSA (SEQ ID NO:8). En una realizacion,
el anticuerpo anti-EphB2 comprende un dominio variable de la cadena ligera que tiene la secuencia:
DIVMTQSPSSLSVSAGEKVTMNCKSSQSLLNSGNQENYLAWYQQKPGQPPKLLIYGASTRESGVPDRF
TGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVYYCQNDHSYPFTFGAGTKVEIKR (SEQ ID NO:7); y comprende un dominio
variable de la cadena pesada que tiene la secuencia:

QVQLQQSGAELAKPGASVKMSCKASGYTFTSYWMHW VKQRPGQGLEWIGFINPSTGY TDYNQKFKD
KATLTVKSSNTAYMQLSRLTSEDSAVYYCTRRLKLLRY AMDYWGQGTTLTVSA (SEQ ID NO:8).

[0017] En algunas realizaciones, el inmunoconjugado anti-EphB2 comprende ademds una toxina, un agente
para quimioterapia, un agente inhibidor del crecimiento o material radiactivo. En algunas realizaciones, el
inmunoconjugado comprende un maitansinoide. En algunas realizaciones, el inmunoconjugado comprende MMAE.

[0018] En realizaciones que implican la deteccién de la expresién de EphB2 puede detectarse la expresién del
polinucledtido EphB2 y/o la expresién del polipéptido EphB2. En realizaciones que implican la deteccion de la
expresion de EphB2 se detecta la expresion de ARNm de EphB2. En otras realizaciones, la expresion del polipéptido
EphB2 se detecta usando un agente anti-EphB2. En algunas realizaciones, la expresion del polipéptido EphB2 se
detecta usando un anticuerpo. Cualquier anticuerpo adecuado puede usarse para la deteccion, que incluye
anticuerpos monoclonales y/o policlonales, un anticuerpo humano, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo madurado
por afinidad, un anticuerpo humanizado y/o un fragmento de anticuerpo. En algunas realizaciones, la expresion del
polipéptido EphB2 se detecta usando inmunohistoquimica (IHC). En algunas realizaciones, la expresion de EphB2
se puntla en 2 o superior usando IHC. En algunas realizaciones se detecta una variante de EphB2 y/o fragmento.
En algunas realizaciones, el polipéptido de variante tiene al menos aproximadamente el 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o el 99% de identidad de secuencias
de aminoéacidos con un polipéptido de secuencia nativa, en algunas realizaciones, el polipéptido mostrado en las
Figuras 1, 3 y/o 5. En otras realizaciones, el polipéptido de variante esta codificado por una secuencia de
polinucleétidos que se hibrida bajo condiciones rigurosas con una secuencia de polinucleétidos EphB2, en algunas
realizaciones, las secuencias de polinucledtidos mostradas en las Figuras 2, 4 y/o 6. En algunas realizaciones, el
polinucleédtido de variante tiene al menos aproximadamente el 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o el 99% de identidad de secuencias de polinucledtidos con
un polinucledtido de secuencia nativa, en algunas realizaciones, el polinucle6tido mostrado en las Figuras 2, 4 y/o 6.
En otras realizaciones, el polinucleétido de variante comprende una secuencia de polinucleétidos que se hibrida bajo
condiciones rigurosas con una secuencia de polinucleétidos EphB2, en algunas realizaciones, las secuencias de
polinucledtidos mostradas en las Figuras 1, 3 y/o 5. En algunas realizaciones, las variantes de EphB2 son
bioldgicamente activas. Las actividades biolégicas de EphB2 son muy conocidas en la técnica e incluyen, pero no se
limitan a, una cualquiera 0 mas de las siguientes: (a) se unen a ligando(s) de EphB2 (tales como efrina-B1, efrina-
B2, efrina-B3 y/o efrina-A4); (b) se unen a ligando de EphB2 y activan la actividad biolégica de ligandos de EphB2 o
rutas en la direccion 3' mediadas por ligando de EphB2; (c) sefializan en respuesta a la unién a ligando de EphB2.

[0019] En algunas realizaciones que implican la deteccion de la expresion de EphB2, la presencia y/o
ausencia y/o nivel de expresién de EphB2 puede detectarse. La expresion de EphB2 puede aumentarse. Se
entiende que la ausencia de expresion de EphB2 incluye niveles insignificantes o de minimos. En algunas
realizaciones, la expresion de EphB2 en la muestra bioldgica de prueba es superior a la observada para una
muestra de control biolégica (o nivel de expresion de control). En algunas realizaciones, la expresion de EphB2 es al
menos aproximadamente 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 75 veces, 100 veces,
150 veces superior 0 superior en la muestra biolégica de prueba que en la muestra de control bioldgica. En algunas
realizaciones, la expresion del polipéptido EphB2 se determina en un ensayo de inmunohistoquimica (“IHC”) para
puntuar al menos 2 o superior para intensidad de tincion. En algunas realizaciones, la expresion del polipéptido
EphB2 se determina en un ensayo de IHC para puntuar al menos 1 o superior, 0 al menos 3 o superior para
intensidad de tincion. En algunas realizaciones, en la muestra biolégica de prueba es inferior a la observada para
una muestra de control biologica (o nivel de expresion de control). En algunas realizaciones, la expresion de EphB2
es al menos aproximadamente 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 75 veces, 100
veces, 150 veces inferior o inferior en la muestra bioldgica de prueba que en la muestra de control bioldgica.

[0020] En algunas realizaciones que implican deteccion, los procedimientos comprenden ademas la deteccién
de la expresion de uno o mas ligandos de EphB2.
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[0021] También se desvelan kits, composiciones y articulos de fabricaciéon que comprenden polinucledtido(s)
y/o polipéptido(s) EphB2 y/o inmunoconjugados anti-EphB2. En algunas realizaciones, los kits y articulos de
fabricaciéon comprenden ademas instrucciones para cualquier procedimiento desvelado en el presente documento.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
[0022]

FIGURA 1: representa la secuencia de aminoacidos predicha de la variante de transcrito de EphB2 1 (n° de acceso
de GenBank NM_017449) (SEQ ID NO:9).

FIGURAS 2A y 2B: representan la secuencia de ADNc de la variante de transcrito de EphB2 1 (n° de acceso de
GenBank NM_017449) (SEQ ID NO: 10).

FIGURA 3: representa la secuencia de aminoacidos predicha de la variante de transcrito de EphB2 2 (n° de acceso
de GenBank NM_004442) (SEQ ID NO: 11).

FIGURAS 4A y 4B: representan la secuencia de ADNc de la variante de transcrito de EphB2 2 (n° de acceso de
GenBank NM_004442) (SEQ ID NO: 12).

FIGURA 5: representa la secuencia de aminoacidos predicha de EphB2 desvelada en la Figura 101 del documento
WO003/000113 (SEQ ID NO: 13).

FIGURA 6: representa la secuencia de ADNc de EphB2 desvelada en la Figura 23 del documento WO03/000113
(SEQ ID NO:14).

FIGURA 7: representa la expresion de ARNm de EphB2 (indistintamente llamado “EphB2”) en tejidos completos que
representan desarrollo de tumor colorrectal (A), epitelio microdiseccionado de colon normal y canceres primarios (B)
(obtenidos de Gene Logic), y lineas celulares de tumor colorrectal (C). La expresion de EphB2 se representa como la
intensidad de sefial media (intervalos de confianza de +/- 95%) del conjunto de sondas 209588_at en la matriz de
sondas Affymetrix HG-U133 de GeneChip. Las lineas celulares se agrupan segin su puntuacion de intensidad de
inmunohistoquimica (IHC) de EphB2.

FIGURA 8: EphB2 se expresa en la base de criptas colonicas normales (A) y en todos los estados de tumorigénesis
colorrectal, que incluyen criptas adenomatosas (B izquierda superior, criptas normales adyacentes derecha inferior),
canceres primarios (C), metastasis de ganglios linfaticos (D), metastasis mesentéricas (E) y metastasis hepaticas
(F). La localizacion de EphB2 membranoso y citoplasmico se muestra por deposicion del cromégeno DAB (marron)
contra una contratinciéon con hematoxilina (azul).

FIGURA 9: muestra la expresion de EphB2 por inmunohistoquimica (IHC) e hibridacion in situ (HIS) en colon normal
y canceres colorrectales. Se muestran canceres primarios representativos con puntuaciones inmunohistoquimicas
de cero, uno y dos. La deposicion del cromégeno DAB (marrdn) membranoso y citoplasmico, que ilustra la expresion
de EphB2, se observa sobre células de colon normal y neoplasicas contra una contratincion con hematoxilina (azul).
Imagenes de campo brillante (tefiidas con hematoxilina y eosina) y de HIS de campo oscuro correspondientes
demuestran un patrén idéntico de expresioén de EphB2 limitada a epitelio, mostrada por la deposicion de granos de
plata en el campo de oscuridad. Barra = 100 pum.

FIGURA 10: representa la frecuencia de expresion de EphB2 en adenomas colorrectales (MMT, n = 148) y una serie
de canceres primarios (seccién completa, n = 28) y metéastasis (seccidon completa, n = 39).

FIGURA 11: representa representaciones de Kaplan-Meier que demuestran la supervivencia global (A) y la
supervivencia sin reaparicion (B) para subgrupos de pacientes con CCR con alta expresion de EphB2 (puntuacién 2)
0 baja expresion de EphB2 (puntuacion 0 6 1). Las razones de riesgo para la alta expresion de EphB2 fueron 0,45,
intervalos de confianza del 95% (IC) 0,18-0,95, para supervivencia global, y 0,60, IC 0,30-1,10, para la supervivencia
sin reaparicion. La linea discontinua en (A) y (B) representa la puntuacién de EphB2 0, 1; y la linea continua en (A) y
(B) representa la puntuacién de EphB2 2.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0023] En el presente documento se desvelan procedimientos para detectar un polipéptido(s) (por ejemplo,
EphB2) en una muestra biolégica de un sujeto, tal como un sujeto humano. Segun la invencién, los solicitantes
encontraron sorprendentemente que la expresion de EphB2 era predictiva de cancer prondstico. Por tanto, los
procedimientos desvelados pueden proporcionar medios convenientes, eficientes y posiblemente rentables para
obtener datos e informacion Gtil en la evaluacion de la futura evolucion del trastorno, que incluye seleccién de
terapias apropiadas para tratar pacientes.
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[0024] En otro aspecto, la invencién también proporciona procedimientos para la selecciéon del tratamiento
contra el cancer. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la administracion de una cantidad eficaz de un
agente anti-EphB2 (tal como un anticuerpo), o una cantidad eficaz de un inmunoconjugado que comprende un
anticuerpo anti-EphB2 conjugado con un agente citotdxico tal como un agente quimioterapéutico, un agente inhibidor
del crecimiento, una toxina (por ejemplo, una toxina activa de origen sintético, bacteriano, fangico, vegetal o animal,
o fragmentos de la misma), o un is6topo radiactivo (es decir, un radioconjugado).

[0025] También se desvelan procedimientos para detectar la expresién de EphB2 en paciente que tiene o del
que se sospecha que tiene un trastorno de adenoma de colon, procedimientos para diagnosticar un trastorno de
adenoma de colon y procedimientos para tratar trastornos de cancer de colon.

[0026] También se desvelan kits, composiciones y articulos de fabricacion.
TECNICAS GENERALES

[0027] Las técnicas y procedimientos descritos o citados en el presente documento son generalmente muy
entendidas y cominmente empleadas usando metodologia convencional por aquellos expertos en la materia tales
como, por ejemplo, las metodologias ampliamente utilizadas descritas en Sambrook y col., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual 32 edicion (2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel, y col. eds., (2003)); la serie METHODS IN
ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR 2: A PRACTICAL APPROACH (M. J. MacPherson, B. D. Hames y G.
R. Taylor eds. (1995)), Harlow and Lane, eds. (1988) ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, AND ANIMAL
CELL CULTURE (R. I. Freshney, ed. (1987)); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait, ed., 1984); Methods in Molecular
Biology, Humana Press; Cell Biology: A Laboratory Notebook (J. E. Cellis, ed., 1998) Academic Press; Animal Cell
Culture (R. I. Freshney), ed., 1987); Introduction to Cell and Tissue Culture (J. P. Mather y P. E. Roberts, 1998)
Plenum Press; Cell and Tissue Culture: Laboratory Procedures (A. Doyle, J. B. Griffiths, y D. G. Newell, eds., 1993-8)
J. Wiley and Sons; Handbook of Experimental Immunology (D. M. Weir y C. C. Blackwell, eds.); Gene Transfer
Vectors for Mammalian Cells (J. M. Miller y M. P. Calos, eds., 1987); PCR: The Polymerase Chain Reaction, (Mullis y
col., eds., 1994); Current Protocols in Immunology (J. E. Coligan y col., eds., 1991); Short Protocols in Molecular
Biology (Wiley and Sons, 1999); Immunobiology (C. A. Janeway y P. Travers, 1997); Antibodies (P. Finch, 1997);
Antibodies: a practical approach (D. Catty., ed., IRL Press, 1988-1989); Monoclonal antibodies: a practical approach
(P. Shepherd and C. Dean, eds., Oxford University Press, 2000); Using antibodies: a laboratory manual (E. Harlow
and D. Lane (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999); The Antibodies (M. Zanetti and J. D. Capra, eds.,
Harwood Academic Publishers, 1995); y Cancer: Principles and Practice of Oncology (V. T. DeVita y col., eds., J.B.
Lippincott Company, 1993).

DEFINICIONES

[0028] Como se usa en el presente documento, “EphB2” (indistintamente llamado “EphB2R”) se define como
todas las especies de mamifero del receptor de Eph B2 de secuencia nativa, incluyendo el receptor de Eph B2
humano. El término “secuencia nativa” a propésito de EphB2 o cualquier otro polipéptido se refiere a un polipéptido
gue tiene la misma secuencia de aminoacidos que un polipéptido correspondiente derivado de la naturaleza,
independientemente de su modo de preparacion. Tal polipéptido de la secuencia nativa puede aislarse de la
naturaleza o puede producirse por medios recombinantes y/o sintéticos o cualquier combinacion de los mismos. El
término “secuencia nativa” engloba especificamente formas truncadas o secretadas que se producen naturalmente
(por ejemplo, una secuencia del dominio extracelular), formas de variante que se producen naturalmente (por
ejemplo, formas alternativamente cortadas y empalmadas) y variantes alélicas que se producen naturalmente. Como
se usa en el presente documento, “EphB2” se refiere a la expresion de proteinas y/o polipéptidos. Generalmente, el
término se refiere a la expresion de tanto polipéptido como polinucleétido. Sin embargo, el contexto puede indicar
gue la referencia esta prevista para o bien polipéptido o bien polinucleétido.

[0029] El término “dominio extracelular de EphB2” o “ECD de EphB2” se refiere a una forma de EphB2 que
esta esencialmente libre de dominios transmembrana y citoplasmicos. Generalmente, el ECD tendra menos del 1%
de tales dominios transmembrana y citoplasmicos, y preferentemente tendra menos del 0,5% de tales dominios. Se
entenderd que cualquier dominio transmembrana identificado para los polipéptidos de la presente invencion se
identifica conforme a criterios rutinariamente empleados en la materia para identificar ese tipo de dominio hidréfobo.
Los limites exactos de un dominio transmembrana pueden variar, pero lo mas probablemente no mas de
aproximadamente 5 aminoacidos en cualquier extremo del dominio que se ha identificado inicialmente. En
realizaciones preferidas, el ECD consistird en una secuencia del dominio extracelular soluble del polipéptido que
esta libre de los dominios transmembrana y citoplasmicos o intracelulares (y no esta unido a la membrana).

[0030] Como se usa en el presente documento, el término “ligando de EphB2” incluye todas las especies de

mamifero del ligando de EphB2 de secuencia nativa, que incluye todas las especies de mamifero de efrina-B1,
efrina-B2, efrina-B3 y efrina-A4 de secuencia nativa. Como se usa en el presente documento, “ligando de EphB2” se
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refiere a la expresion de proteina y/o polipéptido. Generalmente, el término se refiere a la expresion de tanto
polipéptido como polinucledtido. Sin embargo, el contexto puede indicar que la referencia esta prevista para o bien
polipéptido o bien polinucledtido.

[0031] “Prondstico de cancer” se refiere generalmente a una estimacion o prediccion de la probable evolucion
o desenlace del cancer. Como se usa en el presente documento, el pronéstico de cancer incluye la estimaciéon o
prediccion de una cualquiera o mas de las siguientes: duracién de la supervivencia de un paciente susceptible a o
diagnosticado con un cancer, duracién de la supervivencia sin reaparicion, duracion de la supervivencia libre de
progresion de un paciente susceptible a o diagnosticado con un cancer, tasa de respuesta en un grupo de pacientes
susceptible a o diagnosticado con un cancer, duracién de la respuesta en un paciente o un grupo de pacientes
susceptible a o diagnosticado con un cancer y/o probabilidad de metastasis en un paciente susceptible a o
diagnosticado con un cancer. Como se usa en el presente documento, “prondstico de cancer” significa proporcionar
una estimacion o prediccién de la probable evolucion o desenlace del cadncer. En algunas realizaciones, “prondstico
para cancer” comprende proporcionar la estimacion o prediccién de (pronéstico de) una cualquiera o mas de las
siguientes: duracion de la supervivencia de un paciente susceptible a o diagnosticado con un cancer, duracion de la
supervivencia sin reapariciéon, duracién de la supervivencia libre de progresion de un paciente susceptible a o
diagnosticado con un cancer, tasa de respuesta en un grupo de pacientes susceptible a o diagnosticado con un
cancer, duracion de la respuesta en un paciente o un grupo de pacientes susceptible a o diagnosticado con un
cancer y/o probabilidad de metastasis en un paciente susceptible a o diagnosticado con un cancer.

[0032] Por “sujeto” o “paciente” se indica cualquier sujeto individual para el que se desea terapia, que incluye
seres humanos, ganado vacuno, perros, cobayas, conejos, pollos, etc. También esta previsto incluir como sujeto
cualquier sujeto que participe en ensayos de investigacion clinica que no muestren ningin signo clinico de
enfermedad, o sujetos que participan en estudios epidemiolégicos, o sujetos usados como controles.

[0033] El término “mamifero” como se usa en el presente documento se refiere a cualquier animal clasificado
como un mamifero, que incluye seres humanos, vacas, caballos, perros y gatos.

[0034] Una “muestra bioldgica” (indistintamente llamada “muestra” o “muestra de tejido o célula”) engloba una
variedad de tipos de muestra obtenidos de un individuo y puede usarse en un ensayo de diagndstico o
monitorizacion. La definicion engloba sangre y otras muestras liquidas de origen biolégico, muestras sélidas de
tejido tal como un espécimen de biopsia o cultivos de tejido o células derivadas de los mismos, y la progenie de los
mismos. La definicion también incluye muestras que han sido manipuladas de cualquier modo después de su
obtencion tal como mediante tratamiento con reactivos, solubilizacion o enriquecimiento para ciertos componentes
tales como proteinas o polinucleétidos, o incorporacion en una matriz semisdlida o solida para fines de
seccionamiento. El término “muestra bioldgica” engloba una muestra clinica, y también incluye células en cultivo,
sobrenadantes de células, lisados celulares, suero, plasma, liquido biolégico y muestras de tejido. La fuente de la
muestra biolégica puede ser tejido sélido como de un érgano fresco, congelado y/o preservado o muestra de tejido o
biopsia o aspirado; sangre o cualquier constituyente de la sangre; fluidos corporales tales como liquido
cefalorraquideo, liquido amnidtico, liquido peritoneal o liquido intersticial; células de cualquier momento en la
gestacién o desarrollo del sujeto. En algunas realizaciones, la muestra bioldgica se obtiene de un tumor primario o
metastasico. La muestra biol6gica puede contener compuestos que no se entremezclan naturalmente con el tejido
en la naturaleza tales como conservantes, anticoagulantes, tampones, fijadores, nutrientes, antibiéticos o similares.

[0035] Para los fines en el presente documento, una “seccién” de una muestra de tejido indica una unica parte
0 trozo de una muestra de tejido, por ejemplo, una delgada rebanada de tejido o células cortadas de una muestra de
tejido. Se entiende que pueden tomarse multiples secciones de muestras de tejido y someterse a analisis segun la
presente invencion. En algunas realizaciones, la misma seccion de muestra de tejido se analiza a niveles tanto
morfolégicos como moleculares, o se analiza con respecto a tanto proteina como acido nucleico.

[0036] “Polinucledtido” o “acido nucleico,” como se usan indistintamente en el presente documento, se refieren
a polimeros de nucledtidos de cualquier longitud, e incluyen ADN y ARN. Los nucleétidos pueden ser
desoxirribonucledtidos, ribonucledétidos, nucleétidos o bases modificados, y/o sus analogos, o cualquier sustrato que
pueda incorporarse en un polimero por ADN o ARN polimerasa. Un polinucleétido puede comprender nucleétidos
modificados tales como nucle6tidos metilados y sus analogos. Si esta presente, la modificacion a la estructura del
nucleétido puede conferirse antes o después del ensamblaje del polimero. La secuencia de nucleétidos puede
interrumpirse por componentes de no nucleétido. Un polinucleétido puede modificarse adicionalmente después de la
polimerizacién, tal como por conjugacién con un componente de marcado. Otros tipos de modificaciones incluyen,
por ejemplo, “tapas”, sustitucion de uno o mas de los nucleétidos que se producen naturalmente con un analogo,
modificaciones entre nucledtidos tales como, por ejemplo, aquellos con enlaces sin carga (por ejemplo,
metilfosfonatos, fosfotriésteres, fosfoamidatos, cabamatos, etc.) y con enlaces cargados (por ejemplo, fosforotioatos,
fosforoditioatos, etc.), aquellos que contienen restos laterales tales como, por ejemplo, proteinas (por ejemplo,
nucleases, toxinas, anticuerpos, péptidos sefial, poli-L-lisina, etc.), aquellos con intercaladores (por ejemplo,
acridina, psoraleno, etc.), aquellos que contienen quelantes (por ejemplo, metales, metales radiactivos, boro,
metales oxidantes, etc.), aquellos que contienen alquilantes, aquellos con enlaces modificados (por ejemplo, acidos
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nucleicos alfa anoméricos, etc.), ademas de formas sin modificar del (de los) polinucleétido(s). Ademas, cualquiera
de los grupos hidroxilo generalmente presentes en los azlcares puede sustituirse, por ejemplo, con grupos
fosfonato, grupos fosfato, protegerse por grupos protectores convencionales o activarse para preparar enlaces
adicionales con nucle6tidos adicionales, o pueden conjugarse con soportes soélidos. Los OH del extremo 5'y 3'
pueden fosforilarse o sustituirse con aminas o restos de grupos de remate organicos de 1 a 20 atomos de carbono.
Otros hidroxilos también pueden derivatizarse a grupos protectores convencionales. Los polinucledtidos también
pueden contener formas andlogas de azlicares de ribosa o desoxirribosa que generalmente son conocidos en la
técnica que incluyen, por ejemplo, 2'O-metil-, 2'-O-alil-, 2'-fluoro- o 2'-azido-ribosa, analogos de azlcares
carbociclicos, azlcares alfa-anoméricos, azlcares epiméricos tales como arabinosa, xilosas o lixosas, azlcares de
piranosa, azlcares de furanosa, sedoheptulosas, analogos aciclicos y analogos de nucleésidos abasicos tales como
metilrribésido. Uno o mas enlaces fosfodiéster pueden reemplazarse por grupos de enlace alternativos. Estos grupos
de enlace alternativos incluyen, pero no se limitan a, realizaciones en las que el fosfato esta sustituido por P(O)S
(“tioato”), P(S)S (“ditioato”), (O)NR;z (“amidato”), P(O)R, P(O)OR', CO o CH; (“formacetal’) en las que cada R o R' es
independientemente H o alquilo sustituido o sin sustituir (1-20 C) que opcionalmente contiene un enlace éter (--O--),
arilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo o araldilo. No todos los enlaces en un polinucleétido necesitan ser
idénticos. La descripcion precedente se aplica a todos los polinucleétidos citados en el presente documento, que
incluyen ARN y ADN.

[0037] Por “gen” se indica cualquier secuencia de polinucleétidos o porcion de la misma con una funcion
funcional en codificar o transcribir una proteina o regular otra expresion génica. El gen puede consistir en todos los
acidos nucleicos responsables de codificar una proteina funcional o sé6lo una parte de los &cidos nucleicos
responsables de codificar o expresar una proteina. La secuencia de polinucledtidos puede contener una anomalia
genética dentro de exones, intrones, regiones de iniciacion o terminacién, secuencias promotoras, otras secuencias
reguladoras o regiones adyacentes Unicas al gen.

[0038] La palabra “marca” cuando se usa en el presente documento se refiere a un compuesto o composicion
gue esta conjugado o fusionado directamente o indirectamente con un reactivo tal como una sonda de &cido
nucleico o un anticuerpo y facilita la deteccion del reactivo con el que esta conjugado o fusionado. La marca puede
ser por si misma detectable (por ejemplo, marcas de radioisétopo o marcas fluorescentes) o, en el caso de una
marca enzimatica, pueden catalizar la alteracion quimica de un compuesto o composicion de sustrato que es
detectable.

[0039] El término “anticuerpo” en el presente documento se usa en el sentido mas amplio y especificamente
cubre anticuerpos monoclonales intactos, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo
anticuerpos biespecificos) formados a partir de al menos dos anticuerpos intactos, y fragmentos de anticuerpos.

[0040] El término “variable” se refiere al hecho de que ciertas porciones de los dominios variables se
diferencien ampliamente en secuencia entre anticuerpos y se usen en la unién y especificidad de cada anticuerpo
particular por su antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no esta uniformemente distribuida por todos los
dominios variables de anticuerpos. Se concentra en tres segmentos llamados regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) o regiones hipervariables tanto en los dominios variables de la cadena ligera como de la
cadena pesada. Las porciones méas altamente conservadas de los dominios variables se llaman la region estructural
(FR). Los dominios variables de las cadenas pesadas y ligeras nativas comprenden cada uno cuatro regiones FR,
que adoptan ampliamente una configuracién de hoja 3, conectados por tres CDR que forman bucles que conectan, y
en algunos casos forman parte de, la estructura de hoja B. Las CDR en cada cadena se mantienen juntas en
estrecha proximidad por las regiones FR y, con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacion del sitio de
unién a antigeno de anticuerpos (véase Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta
edicion, National Institute of Health, Bethesda, MD (1991)). Los dominios constantes no participan directamente en la
uniéon de un anticuerpo a un antigeno, pero presentan diversas funciones efectoras tales como participacion del
anticuerpo en la toxicidad celular dependiente de anticuerpo.

[0041] “Fragmentos de anticuerpos” comprenden sélo una parte de un anticuerpo intacto, que incluye
generalmente un sitio de unién a antigeno del anticuerpo intacto y, por tanto, que retiene la capacidad para unirse a
antigeno. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos englobados por la presente definicion incluyen: (i) el fragmento
Fab, que tiene los dominios VL, CL, VH y CH1; (ii) el fragmento Fab', que es un fragmento Fab que tiene uno 0 mas
residuos de cisteina en el extremo C del dominio CH1,; (iii) el fragmento Fd que tiene los dominios VH y CH1,; (iv) el
fragmento Fd' que tiene los dominios VH y CH1 y uno o mas residuos de cisteina en el extremo C del dominio CH1;
(v) el fragmento Fv que tiene los dominios VL y VH de un Unico brazo de un anticuerpo; (vi) el fragmento dAb (Ward
y col., Nature 341, 544-546 (1989)) que consiste en un dominio VH; (vii) regiones CDR aisladas; (viii) fragmentos
F(ab")2, un fragmento bivalente que incluye dos fragmentos Fab' ligados por un puente disulfuro en la regién bisagra;
(ix) moléculas de anticuerpos monocatenarios (por ejemplo, Fv monocatenario; scFv) (Bird y col., Science 242:423-
426 (1988); y Huston y col., PNAS (USA) 85:5879-5883 (1988)); (x) “diacuerpos” con dos sitios de unidn a antigeno,
que comprenden un dominio variable de la cadena pesada (VH) conectado con un dominio variable de la cadena
ligera (VL) en la misma cadena de polipéptidos (véanse, por ejemplo, los documentos EP 404,097; WO 93/11161; y
Hollinger y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)); (xi) “anticuerpos lineales” que comprenden un par
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de fragmentos Fd en tandem (VH-CH1-VH-CH1) que, junto con polipéptidos de la cadena ligera complementarios,
forman un par de regiones de unién a antigeno (Zapata y col. Protein Eng. 8(10):1057-1062 (1995); y patente de
EE.UU. n° 5.641.870).

[0042] El término “anticuerpo monoclonal” como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo
obtenido a partir de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos
individuales que comprenden la poblacion son idénticos, excepto por posibles mutaciones que se producen
naturalmente que pueden estar presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente
especificos, estando dirigidos contra un Unico antigeno. Ademas, a diferencia de las preparaciones de anticuerpos
policlonales que normalmente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopes),
cada anticuerpo monoclonal esta dirigido contra un Unico determinante sobre el antigeno. El modificador
“monoclonal” no debe interpretarse como que requiera la produccion del anticuerpo por cualquier procedimiento
particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que van a usarse segin la presente invencion pueden
prepararse mediante el procedimiento de hibridoma descrito por primera vez por Kohler y col., Nature 256:495
(1975), o pueden prepararse mediante procedimientos de ADN recombinante (véase, por ejemplo, la patente de
EE.UU. n°® 4.816.567). Los “anticuerpos monoclonales” también pueden aislarse de bibliotecas de anticuerpos de
fago usando las técnicas descritas en, por ejemplo, Clackson y col., Nature 352:624-628 (1991) o Marks y col., J.
Mol. Biol. 222:581-597 (1991).

[0043] Los anticuerpos monoclonales en el presente documento incluyen especificamente anticuerpos
“quiméricos” en los que una parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica a u homdloga a secuencias
correspondientes en los anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o subclase
de anticuerpo particular, mientras que el resto de la(s) cadena(s) es idéntico a u homélogo a secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de otras especies 0 que pertenecen a otra clase o subclase de
anticuerpos, ademas de fragmentos de tales anticuerpos, mientras que presenten la actividad biol6égica deseada
(patente de EE.UU. n°® 4.816.567; y Morrison y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)).

[0044] Formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos quiméricos
gue contienen secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En general, los anticuerpos humanizados
son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en los que los residuos de una region hipervariable del
receptor estan sustituidos por residuos de una region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante)
tal como raton, rata, conejo o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad y capacidad deseada. En
algunos casos, los residuos de la region estructural (FR) de la inmunoglobulina humana estan sustituidos por
residuos no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no
se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se hacen para refinar
adicionalmente el rendimiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente
todos de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en los que todos o sustancialmente todos los bucles
hipervariables se corresponden con aquellos de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas
de las FR son aquellas de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también
comprendera opcionalmente al menos una parte de una regién constante de la inmunoglobulina (Fc), normalmente
la de una inmunoglobulina humana. Para méas detalles véase Jones y col., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann y
col., Nature 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992).

[0045] El término “regién hipervariable”, “HVR” o “HV”, cuando se usan en el presente documento, se refiere a
las regiones de un dominio variable de anticuerpos que son hipervariables en secuencia y/o forman bucles
estructuralmente definidos. Generalmente, los anticuerpos comprenden seis regiones hipervariables; tres en VH (H1,
H2, H3) y tres en VL (L1, L2, L3). Estan en uso varias delineaciones de regiones hipervariables y estan englobadas
en el presente documento. Las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de Kabat se basan en la
variabilidad de secuencias y son las mas comunmente usadas (Kabat y col., Sequences of Proteins of Immulogical
Interest, 52 ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)). Chothia se refiere en su
lugar a la localizacion de los bucles estructurales (Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). Las regiones
hipervariables del AbM representan un compromiso entre las CDR de Kabat y los bucles estructurales de Chothia, y
son usadas por el software de modelado de anticuerpos Oxford Molecular's AbM. Las regiones hipervariables de
“contacto” se basan en un analisis de las estructuras cristalinas complejas disponibles.

[0046] Un “anticuerpo humano” es uno que posee una secuencia de aminoacidos que se corresponde con la
de un anticuerpo producido por un ser humano y/o se ha preparado usando cualquiera de las técnicas para preparar
anticuerpos humanos como se desvela en el presente documento. Esta definiciéon de un anticuerpo humano excluye
especificamente un anticuerpo humanizado que comprende residuos de unién a antigeno no humanos. Los
anticuerpos humanos pueden producirse usando diversas técnicas conocidas en la técnica. En una realizacion, el
anticuerpo humano estd seleccionado de una biblioteca de fagos, en el que esa biblioteca de fagos expresa
anticuerpos humanos (Vaughan y col. Nature Biotechnology 14:309-314 (1996): Sheets y col. PNAS (USA) 95:6157-
6162 (1998)); Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks y col., J. Mol. Biol., 222:581 (1991)). Los
anticuerpos humanos también pueden prepararse introduciendo loci de inmunoglobulina humana en animales
transgénicos, por ejemplo, ratones en los que los genes de inmunoglobulina endégena han sido parcialmente o
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completamente inactivados. Tras la exposicion se observa la producciéon de anticuerpos humanos, que se parece
mucho a la observada en seres humanos en todos los respectos, que incluye transposicién de genes, ensamblaje y
repertorio de anticuerpos. Este enfoque se describe, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. n° 5.545.807;
5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.661.016, y las siguientes publicaciones cientificas: Marks y col.,
Bio/Technology 10: 779-783 (1992); Lonberg y col., Nature 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature 368:812-13
(1994); Fishwild y col., Nature Biotechnology 14: 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14: 826 (1996);
Lonberg y Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13:65-93 (1995). Alternativamente, el anticuerpo humano puede prepararse
mediante inmortalizacién de linfocitos B humanos que producen un anticuerpo dirigido contra un antigeno diana
(tales linfocitos B pueden recuperarse de un individuo o pueden haberse inmunizado in vitro). Véase, por ejemplo,
Cole y col., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985); Boerner y col., J. Immunol., 147
(1):86-95 (1991); y patente de EE.UU. n°® 5.750.373.

[0047] Un anticuerpo “madurado por afinidad” es uno con una o mas alteraciones en una o mas CDR del
mismo que resultan de una mejora en la afinidad del anticuerpo por antigeno, en comparaciéon con un anticuerpo
parental que no posee aquella(s) alteracion (alteraciones). Los anticuerpos madurados por afinidad preferidos
tendran afinidades nanomolares o incluso picomolares por el antigeno diana. Los anticuerpos madurados por
afinidad se producen mediante procedimientos conocidos en la técnica. Marks y col. Bio/Technology 10:779-783
(1992) describe la maduracién por afinidad por barajado de dominios VH y VL. La mutagénesis al azar de CDR y/o
residuos de la region estructural se describe por: Barbas y col. Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813 (1994);
Schier y col. Gene 169:147-155 (1995); Yelton y col. J. Immunol. 155:1994-2004 (1995); Jackson y col., J. Immunol.
154(7):3310-9 (1995); y Hawkins y col., J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992).

[0048] Un anticuerpo “que se une” a antigeno de interés es uno que puede unirse a ese antigeno con
suficiente afinidad y/o avidez de forma que el anticuerpo sea Util como prondstico y/o deteccion (tal como
diagnostico) y/o agente terapéutico para el antigeno. En algunas realizaciones, el anticuerpo “que se une” a antigeno
de interés se une especificamente o preferencialmente al antigeno de interés. En algunas realizaciones, el
anticuerpo “que se une” a antigeno de interés se une exclusivamente al antigeno de interés.

[0049] Un anticuerpo “aislado” es uno que se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de
su entorno natural. Componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que interferirian con usos de
diagnostico o terapéuticos para el antagonista o anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos
proteinaceos o0 no proteinaceos. En realizaciones preferidas, el anticuerpo se purificara (1) a méas del 95% en peso
de anticuerpo como se ha determinado por el procedimiento de Lowry, y lo mas preferentemente a mas del 99% en
peso, (2) a un grado suficiente para obtener al menos 15 residuos del extremo N o secuencia de aminoacidos
interna por el uso de un secuenciador de taza giratoria, o (3) a homogeneidad por SDS-PAGE bajo condiciones
reductoras o no reductoras usando azul de Coomassie 0, preferentemente, tincion con plata. El anticuerpo aislado
incluye el anticuerpo in situ dentro de células recombinantes ya que al menos un componente del entorno natural del
anticuerpo no estara presente. Generalmente, sin embargo, el anticuerpo aislado se preparara por al menos una
etapa de purificacion.

[0050] Una “variante” de polipéptido significa un polipéptido que tiene al menos aproximadamente el 80% de
identidad de secuencias de aminoéacidos con el polipéptido de secuencia nativa. Tales variantes incluyen, por
ejemplo, polipéptidos en los que el uno o mas residuos de aminoacidos se afiaden, o delecionan, en el extremo N o
C del polipéptido. Generalmente, una variante tendra al menos aproximadamente el 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 el 99% de identidad de
aminoacidos con el polipéptido de secuencia nativa.

[0051] Una “variante” de polinucledétido significa un polinucleétido que tiene al menos aproximadamente el
80% de identidad de secuencias de polinucledtidos con el polinucledtido de secuencia nativa. Tales variantes
incluyen, por ejemplo, polinucleétidos en los que el uno o mas nucledtidos se afiaden, o delecionan, en el extremo 5'
0 3' del polinucleétido. Generalmente, una variante tendra al menos aproximadamente el 80% de identidad de
secuencias, mas preferentemente al menos aproximadamente el 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 el 99% de identidad de secuencias con el polinucleétido de
secuencia nativa.

[0052] Un “fragmento” de polipéptido (también llamado una “regidén”) es un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280,
290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 510,
520, 530, 540, 550, 560, 570, 580, 590, 600, 610, 620, 630, 640, 650, 660, 670, 680, 690, 700, 710, 720, 730, 740,
750, 760, 770, 780, 790, 800, 810, 820, 830, 840, 850, 860, 870, 880, 890, 900, 910, 920, 930, 940, 950 o mas
aminoacidos contiguos de una secuencia de polipéptidos.

[0053] Un “fragmento” de polinucleétido (también llamado una “regiéon”) es un polinucleétido que comprende
una secuencia de polinucleétidos que tiene al menos aproximadamente 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 250, 500,
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750, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 2000, 2100, 2200, 2300, 3400, 2500, 2600,
2700, 2800, 2900, 3000, 3100, 3200, 3300, 3400, 3500, 3600, 3700, 3800, 3900, 4000, 4100, 4200, 4300, 4400,
4500 o mas nucledtidos contiguos de una secuencia de polinucleétidos.

[0054] Los términos “cancer”, “canceroso” o “maligno” se refieren a o describen la condicion fisiologica en
mamiferos que se caracteriza normalmente por crecimiento celular no regulado. Ejemplos de cancer incluyen, pero
no se limitan a, carcinoma, blastoma y sarcoma. Mas ejemplos particulares de tales canceres incluyen cancer
colorrectal, cancer renal, cancer de pulmén de células pequefias, cancer de pulmén de células no pequefias,
melanoma y cancer de mama.

[0055] El término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad de un farmaco eficaz para tratar
una enfermedad o trastorno en un mamifero. En el caso de cancer, la cantidad terapéuticamente eficaz del farmaco
puede reducir el niumero de células cancerosas; reducir el tamafio del tumor; inhibir (es decir, ralentizar a cierto
grado y preferentemente parar) la infiltracion de células cancerosas en drganos periféricos; inhibir (es decir,
ralentizar a cierto grado y preferentemente parar) metastasis tumorales; inhibir, a cierto grado, crecimiento tumoral;
y/o aliviar a cierto grado uno o méas de los sintomas asociados al trastorno. Hasta el punto de que el farmaco pueda
prevenir el crecimiento y/o destruir células cancerosas existentes, puede ser citostatico y/o citotdxico. Para terapia
contra el cancer, la eficacia in vivo puede, por ejemplo, medirse evaluando la duraciéon de la supervivencia, tiempo
hasta la progresion de la enfermedad (TTP), las tasas de respuesta (RR), duracién de la respuesta y/o calidad de
vida. En el caso de adenoma de colon, la cantidad terapéuticamente eficaz del farmaco puede reducir, por ejemplo,
el niumero de células de adenoma; reducir el tamafio del adenoma; reducir el nUmero de adenomas; inhibir, a cierto
grado, el crecimiento de adenomas; y/o aliviar a cierto grado uno o mas de los sintomas asociados al trastorno.

[0056] Como se usa en el presente documento, “tratamiento” es un enfoque para obtener resultados clinicos
beneficiosos o deseados. Para los fines de la presente invencién, resultados clinicos beneficiosos o deseados
incluyen, pero no se limitan a, uno o méas de los siguientes: reducir el nimero de células cancerosas; reducir el
tamafio del tumor; inhibir (es decir, ralentizar a cierto grado y/o parar) la infiltracion de células cancerosas en
organos periféricos; inhibir (es decir, ralentizar a cierto grado y/o parar) metastasis tumorales; inhibir, a cierto grado,
crecimiento tumoral; y/o aliviar a cierto grado uno o mas de los sintomas asociados al trastorno, encoger el tamafio
del tumor, disminuir los sintomas resultantes de la enfermedad, aumentar la calidad de vida de aquellos que
padecen la enfermedad, disminuir la dosis de otras medicaciones requeridas para tratar la enfermedad, retrasar la
progresion de la enfermedad y/o prolongar la supervivencia de pacientes.

[0057] “Aislado,” cuando se usa para describir los diversos polipéptidos o proteinas desvelados en el presente
documento, significa polipéptido o proteina que se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de
su natural entorno. Los componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que normalmente
interferirian con usos de diagnéstico o terapéuticos para el polipéptido o proteina, y pueden incluir enzimas,
hormonas y otros solutos proteinaceos o no proteinaceos. En realizaciones preferidas, el polipéptido o proteina se
purificara (1) a un grado suficiente para obtener al menos 15 residuos del extremo N o secuencia de aminoacidos
interna usando un secuenciador de taza giratoria, 0 (2) a homogeneidad por SDS-PAGE bajo condiciones no
reductoras o reductoras usando azul de Coomassie o, preferentemente, tincién con plata, o (3) a homogeneidad en
técnicas espectroscopicas de masa o de mapeo de péptidos. El material aislado incluye polipéptido o proteina in situ
dentro de células recombinantes, ya que al menos un componente de su entorno natural no estard presente.
Generalmente, sin embargo, el polipéptido o proteina aislado se preparara por al menos una etapa de purificacion.
[0058] Los términos “polipéptido”, “oligopéptido”, “péptido” y “proteina” se usan indistintamente en el presente
documento para referirse a polimeros de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede ser lineal o
ramificado, puede comprender aminoacidos modificados, y puede interrumpirse por no aminoacidos. Los términos
también engloban un polimero de amino&cido que ha sido modificado naturalmente o por intervencion; por ejemplo,
formacion de enlaces disulfuro, glucosilacion, lipidacion, acetilacion, fosforilacion, o cualquier otra manipulacion o
modificacién tal como conjugacion con un componente de marcado. También estan incluidos dentro de la definicion,
por ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas analogos de un aminoacido (incluyendo, por ejemplo,
aminoacidos no naturales, etc.), ademas de otras modificaciones conocidas en la técnica.

[0059] El “porcentaje (%) de identidad de secuencias de aminoacidos” con respecto a las secuencias
identificadas en el presente documento se define como el porcentaje de residuos de aminoacidos en una secuencia
candidata que son idénticos a los residuos de amino&cidos en la secuencia de referencia, después de alinear las
secuencias e introducir huecos, si fuera necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencias, y
no considerando ninguna sustitucién conservativa como parte de la identidad de secuencias. El alineamiento para
los fines de determinar el porcentaje de identidad de secuencias de aminoacidos puede lograrse de diversas formas
gue estan dentro de la habilidad en la materia pueden determinar parametros apropiados para medir el alineamiento
gue incluye asignar algoritmos necesarios para lograr el maximo alineamiento con respecto a las secuencias de
longitud completa que se comparan. Para los fines en el presente documento, los valores de porcentaje de identidad
de aminoécidos pueden obtenerse usando el programa informatico de comparacién de secuencias ALIGN-2, que fue
escrito por Genentech, Inc. y cuyo cddigo fuente ha sido presentado con documentacion de usuario en la Oficina de
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derechos de autor estadounidense, Washington, DC, 20559, registrado bajo el n° de registro de derechos de autor
estadounidense TXU510087. El programa ALIGN-2 esta publicamente disponible de Genentech, Inc., South San
Francisco, CA. Todos los parametros de comparacién de secuencias estan fijados por el programa ALIGN-2 y no
varian.

[0060] “Porcentaje (%) de identidad de secuencias de acidos nucleicos” se define como el porcentaje de
nucleétidos en una secuencia candidata que son idénticos a los nucleétidos en la secuencia de acidos nucleicos de
referencia de interés, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si fuera necesario, para lograr el
maximo porcentaje de identidad de secuencias. El alineamiento para los fines de determinar el porcentaje de
identidad de secuencias de acidos nucleicos puede lograrse de diversas formas que estan dentro de la habilidad en
la materia, por ejemplo, usando software informatico publicamente disponible tal como el software BLAST, BLAST-2,
ALIGN o Megalign (DNASTAR). Para los fines en el presente documento, los valores de % de identidad de
secuencias de acidos nucleicos se generan usando el programa informético de comparacion de secuencias ALIGN-
2. Todos los parametros de comparacion de secuencias estan fijados por el programa ALIGN-2 y no varian.

[0061] La “rigurosidad” de reacciones de hibridacion es facilmente determinable por un experto en la materia,
y generalmente es un célculo empirico dependiente de la longitud de sonda, temperatura de lavado y concentracion
de sales. En general, sondas mas largas requieren mayores temperaturas para la hibridacién apropiada, mientras
gue sondas mas cortas necesitan menores temperaturas. La hibridacion depende generalmente de la capacidad del
ADN desnaturalizado para volver a hibridarse cuando las cadenas complementarias estan presentes en un entorno
por debajo de su temperatura de fusion. Cuanto mayor sea el grado de identidad deseada entre la sonda y la
secuencia hibridable, mayor sera la temperatura relativa que puede usarse. Como resultado, de esto resulta que
temperaturas relativas superiores tenderian a hacer las condiciones de reaccion mas rigurosas, mientras que
temperaturas menores menos rigurosas. Para detalles adicionales y explicacion de la rigurosidad de reacciones de
hibridacion véase Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (2003).

[0062] “Condiciones de alta rigurosidad”, como se define en el presente documento, se identifican por aquellas
que: (1) emplean baja fuerza idnica y alta temperatura para el lavado; cloruro sédico 0,015 M / citrato de sodio
0,0015 M/ dodecilsulfato de sodio 0,1% a 50°C; (2) emplean durante la hibridacion un agente desnaturalizante; 50%
(v/v) de formamida con 0,1% de albimina de suero bovino/0,1% de Ficoll/0,1% de polivinilpirrolidona/tampén fosfato
de sodio 50 mM a pH 6,5 con cloruro sédico 750 mM, citrato de sodio 75 mM a 42°C; o (3) emplean 50% de
formamida, 5 x SSC (NaCl 0,75 M, citrato de sodio 0,075 M), fosfato de sodio 50 mM (pH 6,8), 0,1% de pirofosfato
de sodio, 5 x disoluciéon de Denhardt, ADN de esperma de salmén sonicado (50 pg/ml), 0,1% de SDS y 10% de
sulfato de dextrano a 42°C, con lavados a 42°C en 0,2 x SSC (cloruro sodico/citrato de sodio) y 50% de formamida a
55°C, seguido de un lavado de alta rigurosidad que consiste en 0,1 x SSC que contiene EDTA a 55°C.

[0063] “Condiciones moderadamente rigurosas” pueden identificarse como se describe por Sambrook y col.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Nueva York: Cold Spring Harbor Press, 1989, e incluyen incubacion
durante la noche a 37°C en una disolucién que comprende: 20% de formamida, 5 x SSC (NaCl 150 mM, citrato de
trisodio 15 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), 5 x disoluciéon de Denhardt, 10% de sulfato de dextrano y 20
mg/ml de ADN de esperma de salmoén cortado desnaturalizado, seguido de lavado de los filtros en 1 x SSC a
aproximadamente 37-50°C. El experto reconocerd cOmo ajustar la temperatura, fuerza ionica, etc., segun sea
necesario para acomodar factores tales como longitud de sonda y similares.

[0064] La “deteccion” incluye cualquier medio de deteccién, que incluye deteccion directa e indirecta. Por
ejemplo, productos “detectablemente menores” pueden observarse directamente o indirectamente, y el término
indica cualquier reduccion (incluyendo sin productos). Similarmente, producto “detectablemente mas” significa
cualquier aumento, si se observa directamente o indirectamente.

“Que comprende” significa que incluye.

[0065] Como se usa en el presente documento, las formas en singular “un”, “una”, “el” y “la” incluyen
referentes plurales, a menos que el contexto dicte claramente de otro modo. Por tanto, por ejemplo, referencia a
“una alteracién genética” incluye una pluralidad de tales alteraciones y referencia a “una sonda” incluye referencia a
una 0 mas sondas.

[0066] El término “agente citotdxico” como se usa en el presente documento se refiere a una sustancia que
inhibe o previene la funcién de células y/o produce la destruccion de células. El término esta previsto que incluya
is6topos radiactivos (por ejemplo, At?*, 1131 1'% ¥ Re'® Re'®® sm'*® Bi**2, P* e is6topos radiactivos de Lu),
agentes quimioterapéuticos, por ejemplo, metrotrexato, adriamicina, alcaloides de la vinca (vincristina, vinblastina,
etopdsido), doxorubicina, mefalan, mitomicina C, clorambucilo, daunorubicina u otros agentes intercalantes, enzimas
y fragmentos de los mismos tales como enzimas nucleoliticas, antibiéticos y toxinas tales como toxinas de moléculas
pequefias o0 toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fangico, vegetal o animal, que incluyen
fragmentos y/o variantes de las mismas, y los diversos agentes antitumorales o contra el cancer desvelados mas
adelante. Otros agentes citotoxicos se describen mas adelante. Un agente tumoricida produce la destruccion de
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células tumorales.

[0067] Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico util en el tratamiento de cancer. Ejemplos de
agentes quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y la ciclofosfamida CYTOXAN®;
alquilsulfonatos tales como busulfano, improsulfano y piposulfano; aziridinas tales como benzodopa, carbocuona,
meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas que incluyen altretamina, trietlenmelamina,
trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y trimetilolmelamina; acetogeninas (especialmente bulatacina y
bulatacinona); delta-9-tetrahidrocannabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-lapachona; lapacol; colcicinas; acido
betulinico; una camptotecina (incluyendo el andlogo sintético topotecan (HYCAMTIN®), CPT-11 (irinotecan,
CAMPTOSAR®), acetilcamptotecina, escopolectina y 9-aminocamptotecina); briostatina; calmentestatina; CC-1065
(incluyendo sus analogos sintéticos de adozelesina, carzelesina y bizelesina); podofilotoxina; acido podofilinico;
tenipdsido; criptoficinas (particularmente criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los
andlogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas
de nitrogeno tales como clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina,
clorhidrato de 6xido de mecloretamina, melfalan, novembicina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de
uracilo; nitrosoureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina y ranimustina;
antibidticos tales como los antibiéticos de enediina (por ejemplo, caliqueamicina, especialmente caliqueamicina
gamma 11 y caliqueamicina omega 11 (véase, por ejemplo, Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994));
dinemicina, que incluye dinemicina A; una esperamicina; ademas de cromoforo de neocarzinostatina y la
cromoproteina relacionada cromdéforos antibidticos de enediina), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina,
azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina,
daunorubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorubicina ADRIAMYCIN® (incluyendo morfolino-
doxorubicina, cianomorfolino-doxorubicina, 2-pirrolino-doxorubicina y desoxidoxorubicina), epirubicina, esorubicina,
idarubicina, marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C, acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas,
peplomicina, porfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina,
ubenimex, zinostatina, zorubicina; antimetabolitos tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); andlogos de &cido
félico tales como denopterina, metrotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina tales como fludarabina, 6-
mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina,
carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos tales como calusterona,
propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; antiadrenérgicos tales como
aminoglutetimida, mitotano, trilostano; recuperador de &cido folico tal como acido frolinico; aceglatona; glucésido de
aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina;
demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato de eliptinio; etoglicido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano;
lonidainina; maitansinoides tales como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol;
nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarubicina; losoxantrona; 2-etilhidrazida; procarbazina; complejo de polisacérido
PSK® (JHS Natural Products, Eugene, OR); razoxano; rizoxina; sizofirano; espirogermanio; acido tenuazoénico;
triazicuona; 2,2',2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina A y anguidina);
uretano; vindesina (ELDISINE®, FILDESIN®); dacarbazina; mannomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano;
gacitosina; arabindsido (“Ara-C”); tiotepa; taxoides, por ejemplo, paclitaxel TAXOL® (Bristol-Myers Squibb Oncology,
Princeton, N.J.), formulacion de nanoparticulas manipuladas con albimina de paclitaxel sin Cremophor
ABRAXANE " (American Pharmaceutical Partners, Schaumberg, Illinois) y docetaxel TAXOTERE® (Rhéne-Poulenc
Rorer, Antony, Francia); cloranbucilo; gemcitabina (GEMZAR®); 6-tioguanina; mercaptopurina; metrotrexato;
andlogos de platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina (VELBAN®); platino; etoposido (VP-16);
ifosfamida; mitoxantrona; vincristina (ONCOVIN®); oxaliplatino; leucovovina; vinorelbina (NAVELBINE®);
novantrona; edatrexato; daunomicina; aminopterina; ibandronato; inhibidor de topoisomerasa RFS 2000;
difluorometilornitina (DMFO); retinoides tales como acido retinoico; capecitabina (XELODA®); sales, acidos o
derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores; ademas de combinaciones de dos o mas
de los anteriores tales como CHOP, una abreviatura para una terapia combinada de ciclofosfamida, doxorubicin%l,
vincristina y prednisolona, y FOLFOX, una abreviatura para una pauta de tratamiento con oxaliplatino (ELOXATIN )
combinado con 5-FU y leucovovina.

[0068] En esta definicibn también se incluyen agentes antihormonales que actGan para regular, reducir,
bloquear o inhibir los efectos de hormonas que pueden promover el crecimiento de cancer, y estan frecuentemente
en forma de tratamiento sistémico, o de cuerpo completo. Pueden ser las propias hormonas. Ejemplos incluyen
antiestrogenos y moduladores de receptores de estrégenos selectivos (SERM) que incluyen, por ejemplo,
tamoxifeno (incluyendo el tamoxifeno NOLVADEX®), raloxifeno EVISTA®, droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno,
trioxifeno, keoxifeno, LY117018, onapristona y toremifeno FARESTON®; antiprogesteronas; reguladores por
disminucion de receptores de estrogenos (ERD); agentes que funcionan para suprimir o cerrar los ovarios, por
ejemplo, agonistas de la hormona liberadora de hormona leutinizante (LHRH) tales como acetato de leuprolida
LUPRON® y ELIGARD®, acetato de goserelina, acetato de buserelina y tripterelina; otros antiandrégenos tales
como flutamida, nilutamida y bicalutamida; e inhibidores de aromatasa que inhiben la enzima aromatasa, que regula
la produccion de estrégenos en las glandulas suprarrenales tales como, por ejemplo, 4(5)-imidazoles,
aminoglutetimida, acetato de megestrol MEGASE®, exemestano AROMASIN®, formestano, fadrozol, vorozol
RIVISOR®, letrozol FEMARA® y anastrozol ARIMIDEX®. Ademas, tal definicibn de agentes quimioterapéuticos
incluye bisfosfonatos tales como clodronato (por ejemplo, BONEFOS® o OSTAC®), etidronato DIDROCAL®, NE-
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58095, acido zoledrénico/zoledronato ZOMETA®, alendronato FOSAMAX®, pamidronato AREDIA®, tiludronato
SKELID® o risedronato ACTONEL®; ademas de troxacitabina (un analogo de citosina de nucledsido de 1,3-
dioxolano); oligonucleoétidos antisentido, particularmente aquellos que inhiben la expresién de genes en las rutas de
sefializacién implicadas en la proliferacion celular anémala tales como, por ejemplo, PKC-alfa, Raf, H-Ras y receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R); vacunas tales como la vacuna THERATOPE® y vacunas de terapia
génica, por ejemplo, la vacuna ALLOVECTIN®, la vacuna LEUVECTIN® y la vacuna VAXID®; inhibidor de la
topoisomerasa 1 LURTOTECAN®; rmRH ABARELIX®; ditosilato de lapatinib (un inhibidor de moléculas pequefias
de tirosina cinasa dual ErbB-2 y EGFR también conocido como GW572016); y sales, acidos o derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

[0069] Un “agente inhibidor del crecimiento” cuando se usa en el presente documento se refiere a un
compuesto o composicién que inhibe el crecimiento de una célula (tal como una célula que expresa EphB2) bien in
vitro o bien in vivo. Por tanto, el agente inhibidor del crecimiento puede ser uno que reduce significativamente el
porcentaje de células (tal como una célula que expresa EphB2) en la fase S. Ejemplos de agentes inhibidores del
crecimiento incluyen agentes que bloguean la progresion del ciclo celular (en un sitio distinto de la fase S), tal como
agentes que inducen la detencién de G1 y la detencion de la fase M. Bloqueantes de la fase M clasicos incluyen las
vincas (vincristina y vinblastina), taxanos e inhibidores de la topoisomerasa |l tales como doxorubicina, epirubicina,
daunorubicina, etopdsido y bleomicina. Aquellos agentes que detienen G1 también se extienden a la detencion de la
fase S, por ejemplo, agentes alquilantes de ADN tales como tamoxifeno, prednisona, dacarbazina, mecloretamina,
cisplatino, metotrexato, 5-fluorouracilo y ara-C. Puede encontrarse mas informacion en The Molecular Basis of
Cancer, Mendelsohn and Israel, eds., Capitulo 1, titulado “Cell cycle regulation, oncogens, and antineoplastic drugs”
de Murakami y col. (WB Saunders: Filadelfia, 1995), especialmente la pag. 13. Los taxanos (paclitaxel y docetaxel)
son farmacos anticancerigenos derivados ambos del tejo. Docetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer),
derivado del tejo europeo, es un analogo semisintético de paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb). Paclitaxel y
docetaxel promueven el ensamblaje de microtibulos de dimeros de tubulina y estabilizan microtibulos previniendo
la despolimerizacion, que produce la inhibicion de la mitosis en células.

[0070] “Doxorubicina” es un antibiético de antraciclina. El nombre quimico completo de la doxorubicina es (8S-
cis)-10-[(3-amino-2,3,6-tridesoxi-a-L-lixo-hexapiranosil)oxi]-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-8-(hidroxiacetil)-1-
metoxi-5,12-naftacenodiona.

PROCEDIMIENTOS DE LA INVENCION
Procedimientos que comprenden deteccion de EphB2

[0071] En un aspecto, la invencién proporciona procedimientos que comprenden la deteccién de polipéptido(s)
y/o polinucleétido(s) EphB2 en una muestra de tejido o célula colorrectal de un paciente que tiene cancer colorrectal,
en el que la deteccion es predictiva o indicativa de prondstico de cancer en el paciente. Los solicitantes encontraron
sorprendentemente que la expresion de EphB2 es predictiva de prondéstico de cancer. Por tanto, los procedimientos
desvelados pueden proporcionar medios convenientes, eficientes y posiblemente rentables para obtener datos e
informacién Gtil en la evaluacion de la futura evolucion del trastorno, que incluye seleccion de terapias apropiadas
para tratar pacientes.

[0072] Por consiguiente, en un aspecto, la invencién proporciona procedimientos para la evaluacion del
pronéstico de un paciente que tiene cancer colorrectal, comprendiendo los procedimientos: (a) comparar la
expresion de EphB2 en una muestra bioldgica derivada de cancer del paciente con la expresion de EphB2 en una
muestra de control (o valor de referencia de control); y (b) predecir el pronéstico de cancer del paciente basandose
en la comparacion en (a), en el que la expresion de EphB2 es prondstica de cancer colorrectal en el paciente. En
algunas realizaciones, el aumento de la expresion de EphB2 en la muestra de paciente con respecto a la muestra de
control (o valor de referencia de control) es prondstica de cancer en el sujeto. En algunas realizaciones, la
disminucion de la expresion de EphB2 en la muestra de paciente con respecto a la muestra de control (o valor de
referencia de control) es prondéstica de cancer en el sujeto.

[0073] En otro aspecto, la invencién proporciona procedimientos para la evaluacion del prondstico de un
paciente que tiene cancer colorrectal, comprendiendo los procedimientos: (a) obtener una muestra de tejido o célula
colorrectal del paciente; y (b) detectar la expresion de EphB2 en la muestra, en el que la expresion de EphB2 es
pronéstica de cancer colorrectal en el paciente. En algunas realizaciones, el aumento de la expresién de EphB2 en
la muestra biologica del paciente con respecto a una muestra de control (o un valor de referencia de control) es
pronostico de cancer en el sujeto. En algunas realizaciones, la disminucion de la expresion de EphB2 en la muestra
de paciente con respecto a la muestra de control (o valor de referencia de control) es pronéstica de cancer en el
sujeto.

[0074] El cancer es cancer colorrectal. En otras realizaciones, el cancer es cancer de colon posiblemente

curable por cirugia. En otras realizaciones, el cancer es cancer de colon inoperable. En algunas realizaciones, el
cancer es cancer de colon metastasico.
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[0075] Generalmente, como se usa en el presente documento, el pronéstico de cancer engloba la estimacién
o prediccién de una cualquiera o mas de las siguientes: duracién de la supervivencia de un paciente susceptible a o
diagnosticado con un céancer, duracién de la supervivencia sin reaparicion, duracion de la supervivencia libre de
progresion de un paciente susceptible a o diagnosticado con un cancer, tasa de respuesta en un grupo de pacientes
susceptible a o diagnosticado con un cancer, duracién de la respuesta en un paciente o un grupo de pacientes
susceptible a o diagnosticado con un céncer y/o probabilidad de metastasis en un paciente susceptible a o
diagnosticado con un cancer. La duracién de la supervivencia se define como el tiempo desde la primera
administracion del tratamiento hasta la muerte. La duracion de la supervivencia también puede medirse por la razén
de riesgo estratificada (HR) del grupo de tratamiento frente al grupo de control, que representa el riesgo de muerte
para un paciente durante el tratamiento. La duracion de la supervivencia sin reaparicion se define como el tiempo
desde el tratamiento hasta la reaparicion del cancer. El tiempo hasta la progresion de la enfermedad se define como
el tiempo desde la administracion del tratamiento hasta la progresion de la enfermedad. La tasa de respuesta se
define como el porcentaje de pacientes tratados que respondieron al tratamiento. La duracion de la respuesta se
define como el tiempo desde la respuesta inicial a tratamiento hasta la progresion de la enfermedad. En algunas
realizaciones, la duracién de la supervivencia y la duracion de la supervivencia libre de progresién se predicen. En
algunas realizaciones, el prondstico define el desenlace en ausencia de terapia adyuvante.

[0076] En alguna realizacion, el prondstico para cancer comprende proporcionar la estimacion o prediccion de
una cualquiera o mas de las siguientes: duracion de la supervivencia de un paciente susceptible a o diagnosticado
con un cancer, duracion de la supervivencia sin reaparicion, duracion de la supervivencia libre de progresion de un
paciente susceptible a o diagnosticado con un cancer, tasa de respuesta en un grupo de pacientes susceptible a o
diagnosticado con un céancer, duracién de la respuesta en un paciente o un grupo de pacientes susceptible a o
diagnosticado con un cancer y/o probabilidad de metastasis en un paciente susceptible a o diagnosticado con un
cancer. En algunas realizaciones, la duracién de la supervivencia se pronostica o se predice que aumenta. En
alguna realizacion, la duracion de la supervivencia se pronostica o se predice que disminuye. En algunas
realizaciones, la duracién de la supervivencia sin reaparicion se pronostica o se predice que aumenta. En alguna
realizacioén, la duracién de la supervivencia sin reaparicion se pronostica o se predice que disminuye. En algunas
realizaciones, la tasa de respuesta se pronostica o se predice que aumenta. En algunas realizaciones, la tasa de
respuesta se pronostica o se predice que disminuye. En algunas realizaciones, la duracion de la respuesta es
predicha o se predice que aumenta. En algunas realizaciones, la duracién de la respuesta es predicha o se predice
que disminuye. En algunas realizaciones, la probabilidad de metastasis se predice o se pronostica que aumenta. En
algunas realizaciones, la probabilidad de metastasis se predice o se pronostica que disminuye. En algunas
realizaciones, el aumento de la expresion de EphB2 en la muestra bioldgica del paciente con respecto a la muestra
de control es prondstica de duracion de la supervivencia prolongada. En algunas realizaciones, el aumento de la
expresion de EphB2 en la muestra biologica del paciente con respecto a la muestra de control es pronoéstica de
supervivencia sin reaparicion prolongada.

[0077] Se entiende que otros factores de prondstico y/o diagndstico pueden considerarse ademas de y/o en
combinacién (conjuncién) con la expresion de EphB2. Factores de prondstico y/o diagndstico a modo de ejemplo
incluyen edad y/o sexo del paciente, estadio de TNM (TNM Classification of Malignant Tumours, sexta ed.), grado de
tumor, presencia o ausencia de invasion linfatica, presencia o ausencia de invasion de vasos sanguineos y sitio.
Para cancer colorrectal, el sitio puede ser uno o mas del ciego, colon ascendente y transverso, colon descendente y
sigmoide, o recto. Véanse también Nicum y col., Acta Oncol 42:263-275 (2003); Kinzler, KW, y Vogelstein, B.
Colorectal Tumors, en Kinzeler KW, Vogelstein B, eds. The Genetic Basis of Human Cancer: McGraw-Hill 1999, pag.
565-87. La participacion maligna del margen de reseccion circunferencial quirdrgica es un factor de prondstico fuerte
para la supervivencia del paciente en cancer rectal. Véase idem; Birbeck y col. Annals Surg 235:449-457 (2002).
Factores adicionales que pueden considerarse generalmente se conocen en la técnica e incluyen evolucion previa
del tratamiento del paciente que incluye cirugia, tratamiento con radiacién, quimioterapia y tratamiento con otros
farmacos.

[0078] EphB2 es muy conocido en la técnica. Secuencias de polinucleétidos y aminoacidos de EphB2 a modo
de ejemplo se representan en las Figuras 1-6. Las secuencias de EphB2 a modo de ejemplo se desvelan
adicionalmente en, por ejemplo, Annu. Rev. Neurosci. 21:309-345 (1998), Int. Rev. Cytol. 196:177-244 (2000));
documentos W02003042661; W0200053216; W02004065576; W02004020583; W02003004529 (pagina 128-
132); y W0O200053216. Como se usa en el presente documento, EphB2 engloba formas truncadas o secretadas que
se producen naturalmente (por ejemplo, una secuencia del dominio extracelular), formas de variante que se
producen naturalmente (por ejemplo, formas alternativamente cortadas y empalmadas) y variantes alélicas que se
producen naturalmente de los polipéptidos de longitud completa.

[0079] Los procedimientos de la invencién también pueden detectar polipéptido(s) y/o polinucleétidos de
variante EphB2. En algunas realizaciones, el polipéptido de variante tiene al menos aproximadamente el 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o el 99% de
identidad de secuencias de aminoacidos con un polipéptido de secuencia nativa, en algunas realizaciones, el
polipéptido mostrado en las Figuras 1, 3 y/o 5. En otras realizaciones, el polipéptido de variante esta codificada por
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una secuencia de polinucleétidos que se hibrida bajo condiciones rigurosas con una secuencia de polinucleétidos de
EphB2, en algunas realizaciones, las secuencias de polinucleétidos mostradas en las Figuras 2, 4 y/o 6. En algunas
realizaciones, la polinucleétido de variante tiene al menos aproximadamente el 80%, 81%, 82%, 83%, 84%), 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o el 99% identidad de secuencias de
polinucleétidos con un polinucleétido de secuencia nativa, en algunas realizaciones, el polinucleétido mostrado en
las Figuras 2, 4 y/lo 6. En otras realizaciones, la polinucleétido de variante comprende una secuencia de
polinucleétidos que se hibrida bajo condiciones rigurosas con una secuencia de polinucleétidos de EphB2, en
algunas realizaciones, las secuencias de polinucle6tidos mostradas en las Figuras 1, 3 y/o 5. En algunas
realizaciones, las variantes de EphB2 son biolégicamente activas. Las actividades biolégicas de EphB2 son muy
conocidas en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, una cualquiera o0 mas de las siguientes: (a) se unen a
ligando(s) de EphB2 (tales como efrina-B1, efrina-B2, efrina-B3 y/o efrina-A4); (b) se unen a ligando de EphB2 y
activan la actividad bioldgica de ligandos de EphB2 o rutas en la direccion 3' mediadas por ligando de EphB2; (c)
sefializan en respuesta a la union a ligando de EphB2. Los procedimientos de la invencion también pueden detectar
fragmentos de EphB2.

[0080] La deteccién de la expresion puede ser cuantitativa o cualitativa. La presencia y/o ausencia y/o nivel
(cantidad) de expresion de EphB2 puede detectarse. Se entiende que la ausencia de expresién de EphB2 incluye
niveles insignificantes, o de minimos. La expresion del polinucledtido y/o polipéptido EphB2 en la muestra bioldgica
de prueba puede ser superior a la observada para una muestra de control bioldgica (o valor de referencia de control)
(llamado “expresion en exceso). En algunas realizaciones, la expresién de EphB2 es al menos aproximadamente 2
veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 75 veces, 100 veces, 150 veces superior o
superior en la muestra biolégica de prueba. En algunas realizaciones, la expresion del polipéptido EphB2 se
determina en un ensayo de inmunohistoquimica (“IHC”) para puntuar al menos 2 o superior para intensidad de
tincidn. En algunas realizaciones, la expresion del polipéptido EphB2 se determina en un ensayo IHC para puntuar al
menos 1 o superior 0 al menos 3 o superior para intensidad de tincién. La expresion de polinucledtido y/o polipéptido
EphB2 en la muestra biologica de prueba puede ser inferior a la observada para una muestra de control biol6gica
(llamada “expresién por defecto”). En algunas realizaciones, la expresion de EphB2 es al menos aproximadamente 2
veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 75 veces, 100 veces, 150 veces inferior o inferior
en la muestra bioldgica de prueba.

[0081] La expresion de EphB2 en la muestra biolégica de prueba (es decir, la muestra biolégica del paciente
que tiene cancer o del que se sospecha que tiene cancer) puede compararse con una muestra de control adecuada,
como es muy conocido en la técnica. Controles a modo de ejemplo incluyen muestras normales comparables (por
ejemplo, tejido no canceroso normal o células del mismo tipo que las presentes en la muestra bioldgica de prueba),
muestras normales de correspondencia del mismo paciente, muestras de control universales o un valor de referencia
normal (también Illamado un valor de referencia de control). Como se usa en el presente documento, el término
“control” o “muestra de control” engloba un valor de referencia normal. Los procedimientos para la comparacion de
niveles de expresion (tal como presencia o ausencia de o cantidad de expresidon) se conocen en la técnica, y
algunos se describen y ejemplifican en el presente documento.

[0082] Como se trata en el presente documento, EphB2 en una muestra bioldgica puede detectarse por varios
procedimientos que son muy conocidos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, analisis
inmunohistoquimicos y/o Western, ensayos de actividad enzimatica bioquimica, hibridacion in situ, anlisis Northern
y/o andlisis por PCR de ARNm y andlisis Southern genémicos (para examinar, por ejemplo, deleciéon o amplificacion
de genes), ademas de una cualquiera de la amplia variedad de ensayos que pueden realizarse por andlisis de
matrices de genes, proteinas y/o tejidos. Protocolos tipicos para evaluar el estado de polinucleotidos y polipéptidos
se encuentran, por ejemplo en Ausubel y col. eds., 2003, y algunos se describen y ejemplifican en el presente
documento.

Deteccion del polipéptido EphB2

[0083] En el presente documento se desvelan procedimientos para detectar (por ejemplo, presencia o
ausencia de o cantidad de) un polipéptido(s) (por ejemplo, EphB2) en una muestra biologica de un sujeto, tal como
un sujeto humano. Puede emplearse una variedad de procedimientos para detectar polipéptidos e incluyen, por
ejemplo, andlisis inmunohistoquimico, inmunoprecipitacién, analisis de transferencia Western, ensayos de union
molecular, ELISA, ELIFA, citometria de flujo activada por fluorescencia (FACS), espectroscopia de masas,
micromatriz de proteinas y similares.

[0084] En algunas realizaciones, EphB2 en una muestra biolégica se detecta (a) poniendo en contacto la
muestra con un agente de unién de EphB2 tal como un anticuerpo, un fragmento del mismo o una proteina (tal como
una proteina recombinante) que contiene una region de unién a EphB2; y (b) detectando el complejo agente de
unién de EphB2-polipéptido EphB2 en la muestra.

[0085] En la técnica se conocen anticuerpos anti-EphB2 (por ejemplo, numero de catadlogo AF467, R&D
Systems, Mineapolis, MN) y pueden generarse usando procedimientos muy conocidos en la técnica. Un anticuerpo
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anti-EphB2 debe presentar una cualquiera o mas de las siguientes caracteristicas (ensayos para los que son muy
conocidos en la técnica): (a) se unen a EphB2; (b) bloquean o disminuyen la activacion de EphB2; (c) bloquean o
disminuyen la activacién y/o union a ligando de EphB2 (tal como efrinas-B1, efrinas-B2, efrinas-B3 y/o efrinas-A4)).
Un ensayo para la activacion de EphB2 se describe en Mao y col. Cancer Res. 64: 781-788, 2004. Anticuerpos anti-
EphB2 a modo de ejemplo adicionales se describen en el presente documento.

[0086] El anticuerpo anti-EphB2 puede unirse, preferencialmente se une a o exclusivamente se une, a EphB2.
En algunas realizaciones, el anticuerpo se une a EphB2 y no reacciona significativamente de forma cruzada con
EphB 1R y/o EphB3R. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-EphB2 se une a EphB2 y no reacciona
significativamente de forma cruzada con EphB1R, EphB3R, EphB4R, EphB5R y/o EphB6R. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-EphB2 se une a un fragmento del polipéptido EphB2 que comprende al menos
aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120, 130, 140,
150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370,
380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 510, 520, 530, 540, 550, 560, 570, 580, 590, 600,
610, 620, 630, 640, 650, 660, 670, 680, 690, 700, 710, 720, 730, 740, 750, 760, 770, 780, 790, 800, 810, 820, 830,
840, 850, 860, 870, 880, 890, 900, 910, 920, 930, 940 o mas aminodcidos contiguos. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-EphB2 se une a un fragmento del polipéptido EphB2 que comprende al menos aproximadamente 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110,120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190,
200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420,
430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 510, 520, 530, 540, 550, 560, 570, 580, 590, 600, 610, 620, 630, 640, 650,
660, 670, 680, 690, 700, 710, 720, 730, 740, 750, 760, 770, 780, 790, 800, 810, 820, 830, 840, 850, 860, 870, 880,
890, 900, 910, 920, 930, 940 o mas aminoacidos contiguos mostrados en las Figuras 2, 4 6 6. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-EphB2 puede unirse a EphB2 humano, EphB2 murino, EphB2 de roedor y/o EphB2
de mono. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-EphB2 se une a EphB2 humano. En algunas realizaciones, el
anticuerpo se une a ECD de EphB2. ECD de EphB2 se conocen en la técnica. Se entiende que un agente anti-
EphB2 (tal como un anticuerpo anti-EphB2) puede reconocer uno o més polipéptidos EphB2 de secuencia nativa. Es
rutina en la materia seleccionar agentes (tales anticuerpos) que se unen a uno o mas de tales polipéptidos y
adicionalmente para determinar si un agente reconoce uno o mas de tales polipéptidos.

[0087] Proteinas anti-EphB2 que comprenden una region de union a EphB2 incluyen, por ejemplo,
inmunoadhesinas de efrina-B1, inmunoadhesina de efrina-B2, inmunoadhesina de efrina-B3 e inmunoadhesina de
efrinas-A4. Por comodidad, la deteccion usando anticuerpos anti-EphB2 se trata generalmente en el presente
documento. Se entiende que los agentes anti-EphB2 pueden usarse generalmente en lugar de (o ademas de) un
anticuerpo en los procedimientos descritos en el presente documento.

[0088] La expresion de proteinas en una muestra puede examinarse usando protocolos de
inmunohistoquimica y de tincién. Se ha mostrado que la tincién inmunohistoquimica de secciones de tejido es un
procedimiento fidedigno de evaluacion o deteccion de la presencia de proteinas en una muestra. Las técnicas de
inmunohistoquimica (“IHC”) utilizan un anticuerpo para sondar y visualizar antigenos celulares in situ, generalmente
por procedimientos cromogénicos o fluorescentes. Para la preparacion de muestras puede usarse una muestra de
tejido o célula de un mamifero (normalmente un paciente humano). Ejemplos de muestras incluyen, pero no se
limitan a, células cancerosas tales como células de cancer de colon, mama, préstata, ovario, pulmén, estémago,
pancreas, linfoma y leucemia. La muestra puede obtenerse mediante una variedad de procedimientos conocidos en
la técnica que incluyen, pero no se limitan a, escisién quirdrgica, aspiracion o biopsia. El tejido puede ser fresco o
congelado. En una realizacién, la muestra se fija e incorpora en parafina o similares. La muestra de tejido puede
fijarse (es decir, preservarse) por metodologia convencional (véase, por ejemplo, “Manual of Histological Staining
Method of the Armed Forces Institute of Pathology”, 32 edicion (1960) Lee G. Luna, HT (ASCP) Editor, The Blakston
Division McGraw-Hill Book Company, Nueva York; The Armed Forces Institute of Pathology Advanced Laboratory
Methods in Histology and Pathology (1994) Ulreka V. Mikel, Editor, Armed Forces Institute of Pathology, American
Registry of Pathology, Washington, D.C.). Un experto en la materia apreciarq que la eleccion de un fijador se
determina con el fin de que la muestra sea histolégicamente tefiida o analizada de otro modo. Un experto en la
materia también apreciara que la longitud de fijacion depende del tamafio de la muestra de tejido y el fijador usado.
A modo de ejemplo, formalina tamponada neutra, Bouin o paraformaldehido pueden usarse para fijar una muestra.
Generalmente, la muestra se fija primero y luego se deshidrata mediante una serie ascendente de alcoholes, se
infiltra y se incorpora en parafina u otros medios de seccionamiento de manera que la muestra de tejido pueda
seccionarse. Alternativamente, el tejido puede seccionarse y fijarse las secciones obtenidas. A modo de ejemplo, la
muestra de tejido puede incorporarse y procesarse en parafina por metodologia convencional (véase, por ejemplo,
“Manual of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology”, arriba). Ejemplos de parafina
que pueden usarse incluyen, pero no se limita a, Paraplast, Broloid y Tissuemay. Una vez se ha incorporado la
muestra de tejido, la muestra puede seccionarse por un microtomo o similares (véase, por ejemplo, “Manual of
Histological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology”, arriba). A modo de ejemplo para este
procedimiento, las secciones pueden oscilar de aproximadamente tres micrometros a aproximadamente cinco
micrometros de espesor. Una vez se han seccionado, las secciones pueden unirse a portaobjetos por varios
procedimientos convencionales. Ejemplos de adhesivos a portaobjetos incluyen, pero no se limitan a, silano,
gelatina, poli-L-lisina y similares. A modo de ejemplo, las secciones incorporadas en parafina pueden unirse a
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portaobjetos positivamente cargados y/o portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina. Si se ha usado parafina como
material de incorporacién, las secciones de tejido se desparafinan generalmente y se rehidratan en agua. Las
secciones de tejido pueden desparafinarse por varias metodologias estandar convencionales. Por ejemplo, pueden
usarse xilenos y una serie gradualmente descendente de alcoholes (véase, por ejemplo, “Manual of Histological
Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology”, arriba). Alternativamente pueden usarse agentes no
organicos desparafinantes comercialmente disponibles tales como Hemo-De7 (CMS, Houston, Texas).

[0089] Opcionalmente, posterior a la preparacién de muestras, una seccién de tejido puede analizarse usando
IHC. La IHC puede realizarse en combinacion con técnicas adicionales tales como tincion morfoldgica y/o hibridacién
por fluorescencia in situ. Estan disponibles dos procedimientos generales de IHC; ensayos directos e indirectos.
Segun el primer ensayo, la unién de anticuerpo al antigeno diana (por ejemplo, EphB2) se determina directamente.
Este ensayo directo usa un reactivo marcado tal como una marca fluorescente o un anticuerpo primario marcado con
enzima, que puede visualizarse sin mas interaccion con el anticuerpo. En un ensayo indirecto tipico, el anticuerpo
primario sin conjugar se une al antigeno y luego un anticuerpo secundario marcado se une al anticuerpo primario. Si
el anticuerpo secundario esta conjugado con una marca enzimatica, un sustrato cromogénico o fluorogénico se
afiade para proporcionar visualizacion del antigeno. La amplificacién de sefiales se produce debido a que varios
anticuerpos secundarios pueden reaccionar con diferentes epitopes sobre el anticuerpo primario.

[0090] El anticuerpo primario y/o secundario usado para inmunohistoquimica normalmente se marcara con un
resto detectable. Estan disponibles numerosas marcas que pueden agruparse generalmente en las siguientes
categorias:

(a) Radiois6topos tales como S, *C, 1, ®H y 1. El anticuerpo puede marcarse con el radioisétopo usando las
técnicas descritas en Current Protocols in Immunology, volimenes 1 y 2, Coligen y col., Ed. Wiley-Interscience,
Nueva York, Nueva York, Pubs. (1991), por ejemplo, y la radiactividad puede medirse usando recuento por
centelleo.

(b) Particulas de oro coloidal.

(c) Marcas fluorescentes que incluyen, pero no se limitan a, quelatos de tierras raras (quelatos de europio), Texas
Red, rodamina, fluoresceina, dansilo, lisamina, umbeliferona, ficoeriterina, ficocianina, o fluoréforos comercialmente
disponibles tales SPECTRUM ORANGE7 y SPECTRUM GREEN7 y/o derivados de uno cualquiera 0 mas de los
anteriores. Las marcas fluorescentes pueden conjugarse con el anticuerpo usando las técnicas desveladas en
Current Protocols in Immunology, arriba, por ejemplo. La fluorescencia puede cuantificarse usando un fluorimetro.

(d) Estan disponibles diversas marcas enzima-sustrato y la patente de EE.UU. n° 4.275.149 proporciona una revision
de algunas de estas. La enzima generalmente cataliza una alteracion quimica del sustrato cromogénico que puede
medirse usando diversas técnicas. Por ejemplo, la enzima puede catalizar un cambio de color en un sustrato, que
puede medirse espectrofotométricamente. Alternativamente, la enzima puede alterar la fluorescencia o
quimioluminiscencia del sustrato. Técnicas para cuantificar un cambio en la fluorescencia se han descrito
anteriormente. El sustrato quimioluminiscente se excita electronicamente por una reaccién quimica y luego puede
emitir luz que puede medirse (usando un quimioluminémetro, por ejemplo) o dona energia a un aceptor fluorescente.
Ejemplos de marcas enzimaticas incluyen luciferasas (por ejemplo, luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana;
patente de EE.UU. n° 4.737.456), luciferina, 2,3-dihidroftalazindionas, malato deshidrogenasa, ureasa, peroxidasa tal
como peroxidasa de rabano picante (HRPO), fosfatasa alcalina, B-galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, sacarido
oxidasas (por ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), oxidasas
heterociclicas (tal como uricasa y xantina oxidasa), lactoperoxidasa, microperoxidasa y similares. Técnicas para
conjugar enzimas con anticuerpos se describen en O'Sullivan y col., Methods for the Preparation of Enzyme-
Antibody Conjugates for use in Enzyme Immunoassay, en Methods in Enzym. (ed. J. Langone & H. Van Vunakis),
Academic press, Nueva York, 73:147-166 (1981).

[0091] Ejemplos de combinaciones enzima-sustrato incluyen, por ejemplo:

(i) Peroxidasa de rabano picante (HRPO) con hidrégeno peroxidasa como sustrato, en la que la hidrégeno
peroxidasa oxida un precursor de colorante (por ejemplo, ortofenilendiamina (OPD) o clorhidrato de 3,3'5,5'-
tetrametilbencidina (TMB));

(ii) fosfatasa alcalina (AP) con fosfato de para-nitrofenilo como sustrato cromogénico; y

(iii) B-D-galactosidasa (B-D-Gal) con un sustrato cromogénico (por ejemplo, p-nitrofenil-B-D-galactosidasa) o sustrato
fluorogénico (por ejemplo, 4-metilumbeliferil-B-D-galactosidasa).

[0092] Estan disponibles numerosas otras combinaciones de enzima-sustrato para aquellos expertos en la

materia. Para una revision general de éstas véanse las patentes de EE.UU. n° 4.275.149 y 4.318.980. Algunas
veces, la marca esta indirectamente conjugada con el anticuerpo. El experto conocera muy bien diversas técnicas
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para lograr esto. Por ejemplo, el anticuerpo puede conjugarse con biotina y cualquiera de las cuatro amplias
categorias de marcas mencionadas anteriormente puede conjugarse con avidina, o viceversa. La biotina se une
selectivamente a avidina y, por tanto, la marca puede conjugarse con el anticuerpo en este modo indirecto.
Alternativamente, para lograr la conjugacién indirecta de la marca con el anticuerpo, el anticuerpo se conjuga con un
hapteno pequefio y uno de los diferentes tipos de marcas mencionados anteriormente se conjuga con un anticuerpo
anti-hapteno. Por tanto, puede lograrse la conjugacion indirecta de la marca con el anticuerpo.

[0093] Aparte de los procedimientos de preparacion de muestras tratados anteriormente, puede desearse
tratamiento adicional de la seccion de tejido antes de, durante o tras la IHC, Por ejemplo, pueden llevarse a cabo
procedimientos de recuperacion de epitopes tales como calentamiento de la muestra de tejido en tampén citrato
(véase, por ejemplo, Leong y col. Appl. Immunohistochem. 4(3):201 (1996)).

[0094] Tras una etapa de blogueo opcional, la seccion de tejido se expone a anticuerpo primario durante un
periodo de tiempo suficiente y bajo condiciones adecuadas de forma que el anticuerpo primario se una al antigeno
de proteina diana en la muestra de tejido. Condiciones apropiadas para alcanzar esto pueden determinarse por
experimentacion rutinaria. El grado de union del anticuerpo a la muestra se determina usando una cualquiera de las
marcas detectables tratadas anteriormente. Preferentemente, la marca es una marca enzimatica (por ejemplo
HRPO) que cataliza una alteracion quimica del sustrato cromogénico tal como el cromégeno 3,3'-diaminobencidina.
Preferentemente, la marca enzimatica esta conjugada con anticuerpo que se une especificamente al anticuerpo
primario (por ejemplo, el anticuerpo primario es anticuerpo policlonal de conejo y el anticuerpo secundario es
anticuerpo de cabra anti-conejo).

[0095] Los especimenes asi preparados pueden montarse y cubrirse con cubreobjetos. Entonces, la
evaluacion de portaobjetos se determina, por ejemplo, usando un microscopio, y pueden emplearse criterios de

intensidad de tincién, usados rutinariamente en la materia. Los criterios de intensidad de tincién pueden evaluarse
del siguiente modo:
TABLA 1

Patron de tincién Puntuacién

No se observa tincion en células. 0

Se detecta tincion débil/escasamente perceptible en méas del 10% de las células. 1+

Se observa tincién de débil a moderada en méas del 10% de las células. 2+

Se observa tincién de moderada a fuerte en mas del 10% de las células. 3+
[0096] Se entiende que cuando las células y/o tejido de un tumor o adenoma de colon se examinan usando

IHC, la tincion se determina o evalla generalmente en célula y/o tejido de tumor (a diferencia de tejido de estroma o
de alrededor que puede estar presente en la muestra). Normalmente, una puntuacién del patrén de tincién de
aproximadamente 2+ o superior en un ensayo de IHC es prondstica. En algunas realizaciones, una puntuacion del
patrén de tincidon de aproximadamente 1+ o superior es prondstica. En otras realizaciones, una puntuacion del patrén
de tincion de aproximadamente 3 o superior es pronostica.

[0097] En algunas realizaciones, la muestra bioldgica puede ponerse en contacto con un agente anti-EphB2
(tal como un anticuerpo que se une a EphB2) en condiciones suficientes para que se forme un complejo agente anti-
EphB2--EphB2, y luego detectar dicho complejo. La deteccién puede llevarse a cabo de varias formas conocidas en
la técnica tales como por transferencia Western y procedimientos de ELISA para ensayar una amplia variedad de
tejidos y muestras, que incluyen plasma o suero. Esta disponible un amplio intervalo de técnicas de inmunoensayo
usando un formato de ensayo tal, véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n°® 4.016.043, 4.424.279 y 4.018.653.
Estos incluyen tanto ensayos de “sandwich” de un unico sitio como de dos sitios de los tipos no competitivos,
ademas de en los ensayos competitivos de union tradicional. Estos ensayos también incluyen la union directa de un
anticuerpo marcado con EphB2.

[0098] Los ensayos de sandwich estan entre los ensayos mas Utiles y cominmente usados. Existen varias
variaciones de la técnica de ensayos de sandwich, y todas pretenden estar englobadas por la presente invencion.
Brevemente, en un ensayo directo tipico, un anticuerpo sin marcar se inmoviliza sobre un sustrato sélido, y la
muestra a probarse se pone en contacto con la molécula unida. Después de un periodo de incubacion adecuado,
durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la formacion de un complejo anticuerpo-antigeno, un segundo
anticuerpo especifico para el antigeno, marcado con una molécula indicadora que puede producir una sefial
detectable, se afiade luego y se incuba, dejando tiempo suficiente para la formaciéon de otro complejo anticuerpo-
antigeno-anticuerpo marcado. Cualquier material sin reaccionar se lava, y la presencia del antigeno se determina
por observacion de una sefial producida por la molécula indicadora. Los resultados puede ser o bien cualitativos, por
simple observacién de la sefial visible, o bien pueden ser cuantificados comparando con una muestra de control que
contiene cantidades conocidas de biomarcador.

[0099] Variaciones en el ensayo directo incluyen un ensayo simultdneo en el que tanto muestra como
anticuerpo marcado se afiaden simultdneamente al anticuerpo unido. Estas técnicas son muy conocidas para
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aquellos expertos en la materia, que incluyen cualquier variacion menor como sera rapidamente evidente. En un
ensayo de sandwich directo tipico, un primer anticuerpo que tiene especificidad por el biomarcador se une o bien
covalentemente o bien pasivamente a una superficie sélida. La superficie sélida es normalmente vidrio o un
polimero, siendo los polimeros mas comunmente usados los polimeros celulosa, poliacrilamida, nailon, poliestireno,
poli(cloruro de vinilo) o polipropileno. Los soportes sélidos pueden estar en forma de tubos, perlas, discos de
microplacas o cualquier otra superficie adecuada para realizar un inmunoensayo. Los procedimientos de unién son
muy conocidos en la técnica y generalmente consisten en reticular, unir covalentemente o adsorber fisicamente, el
complejo polimero-anticuerpo se lava en la preparacion para la muestra de prueba. Entonces, una alicuota de la
muestra a probar se afiade al complejo de fase sélida y se incuba durante un periodo de tiempo suficiente (por
ejemplo, 2-40 minutos o durante la noche si es mas conveniente) y bajo condiciones adecuadas (por ejemplo, de
temperatura ambiente a 40°C tal como entre 25°C y 32°C, ambos incluidos) para permitir la unién de cualquier
subunidad presente en el anticuerpo. Tras el periodo de incubacién, la fase sélida de la subunidad de anticuerpo se
lava y se seca y se incuba con un segundo anticuerpo especifico para una parte del biomarcador. El segundo
anticuerpo se liga a una molécula indicadora que se usa para indicar la union del segundo anticuerpo al marcador
molecular.

[0100] Procedimientos alternativos implican inmovilizar los biomarcadores diana en la muestra y luego
exponer la diana inmovilizada al anticuerpo especifico que puede o puede no marcarse con una molécula
indicadora. Dependiendo de la cantidad de diana y la concentracién de la molécula sefial indicadora, una diana
unida puede ser detectable por marcado directo con el anticuerpo. Alternativamente, un segundo anticuerpo
marcado, especifico para el primer anticuerpo, se expone al complejo diana-primer anticuerpo para formar un
complejo terciario diana-primer anticuerpo-segundo anticuerpo. El complejo se detecta por la sefial emitida por la
molécula indicadora. Por “molécula indicadora”, como se usa en la presente memoria descriptiva, se indica una
molécula que, por su naturaleza quimica, proporciona una sefial analiticamente identificable que permite la
deteccién de anticuerpo unido a antigeno. Las moléculas indicadoras mas comunmente usadas en este tipo de
ensayo son moléculas que contienen o bien enzimas, fluoréforos o bien radionuclidos (es decir, radiois6topos) y
moléculas quimioluminiscentes.

[0101] En el caso de un enzimoinmunoensayo, una enzima se conjuga con el segundo anticuerpo,
generalmente por medio de glutaraldehido o peryodato. Como sera facilmente reconocido, sin embargo, existe una
amplia variedad de técnicas de conjugacién diferentes, que estan facilmente disponibles para el experto. Las
enzimas comUnmente usadas incluyen peroxidasa de rabano picante, glucosa oxidasa, -galactosidasa y fosfatasa
alcalina, entre otras. Los sustratos que van a usarse con las enzimas especificas se eligen generalmente para la
produccién, tras la hidrdlisis por la enzima correspondiente, de un cambio de color detectable. Ejemplos de enzimas
adecuadas incluyen fosfatasa alcalina y peroxidasa. También es posible emplear sustratos fluorogénicos que dan un
producto fluorescente en vez de los sustratos cromogénicos anotados anteriormente. En todos los casos, el
anticuerpo marcado con enzima se afiade al complejo primer anticuerpo-marcador molecular, se deja que se una y
luego se lava el reactivo en exceso. Luego se afiade una disolucién que contiene el sustrato apropiado al complejo
anticuerpo-antigeno-anticuerpo. El sustrato reaccionara con la enzima ligada al segundo anticuerpo, dando una
sefial visual cualitativa que puede cuantificarse adicionalmente, normalmente espectrofotométricamente, dando una
indicacion de la cantidad de biomarcador que estaba presente en la muestra. Alternativamente, compuestos
fluorescentes tales como fluoresceina y rodamina pueden acoplarse quimicamente a anticuerpos sin alterar su
capacidad de unién. Cuando se activan por iluminacién con luz de una longitud de onda particular, el anticuerpo
marcado con fluorocromo adsorbe la energia de la luz, induciendo un estado para la excitabilidad en la molécula,
seguido de emision de la luz a un color caracteristico visualmente detectable con un microscopio 6ptico. Como en
EIA, se deja que el anticuerpo marcado fluorescente se una al complejo primer anticuerpo-marcador molecular.
Después de lavar el reactivo sin unir, el complejo terciario restante se expone luego a luz de la longitud de onda
apropiada, la fluorescencia observada indica la presencia del marcador molecular de interés. La
inmunofluorescencia y las técnicas de EIA estan ambas muy bien establecidas en la materia. Sin embargo, también
pueden emplearse otras moléculas indicadoras tales como moléculas de radioisétopo, quimioluminiscentes o
bioluminiscentes.

[0102] En algunas realizaciones se detecta la expresion de ligandos de EphB2 tales como efrina-B1, efrina-
B2, efrina-B3 y/o efrina-A4 (sola o conjuntamente con la expresiéon de EphB2) como se describe adicionalmente en
el presente documento. En otras realizaciones mas, la expresion de APC, p53, DCC, DPC4, JV18-1/MADR2 y/o ras
(tal como c-Ki-ras o N-ras) se detecta conjuntamente con la expresion de EphB2.

[0103] La expresion de EphB2 en una muestra biolégica también puede detectarse usando ensayos
funcionales o basados en actividad. Los procedimientos para ensayar la funcion de EphB2 se conocen en la técnica
e incluyen el ensayo descrito en Mao y col. Cancer Res. 64: 781-788, 2004.

Deteccién de polinucleétidos EphB2

[0104] En el presente documento se desvelan procedimientos para detectar (por ejemplo, presencia o
ausencia de o cantidad) un polinucleétido(s) (por ejemplo, polinucleétidos EphB2) en una muestra biolégica de un
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sujeto, tal como un sujeto humano. Pueden emplearse una variedad de procedimientos para detectar polinucleétidos
e incluyen, por ejemplo, RT-PCR, TagMan, procedimientos de amplificacién, micromatriz de polinucleétidos y
similares.

[0105] Los procedimientos para la deteccidon de polinucleétidos (tales como ARNm) son muy conocidos e
incluyen, por ejemplo, ensayos de hibridacion usando sondas de ADN complementario (tal como hibridacion in situ
usando ribosondas de EphB2 marcadas), transferencia Northern y técnicas relacionadas, y diversos ensayos de
amplificacion de acidos nucleicos (tales como RT-PCR usando cebadores complementarios especificos para EphB2,
y otros procedimientos de deteccion de tipo amplificacion tales como, por ejemplo, ADN ramificado, SPIA, Ribo-
SPIA, SISBA, MMT y similares).

[0106] En algunas realizaciones, el (los) polinucleétido(s) (tal como un cebador y/o sonda) adecuado(s) para
hibridacion con el polinucleétido EphB2 se hibrida(n) con el polinucleétido EphB2 y no reacciona(n)
significativamente de forma cruzada con polinucleétido EphB1R y/o polinucleétido EphB3R. En algunas
realizaciones, el polinucleétido se hibrida con el polinucle6tido EphB2 y no reacciona significativamente de forma
cruzada con el polinucleétido EphB1R, polinucledtido EphB3R, polinucledtido EphB4R, polinucleétido EphB5R y/o
polinucleétido EphB6R. En algunas realizaciones, el polinucledtido que se hibrida con el polinucleétido EphB2
comprende al menos aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 250, 500, 750, 1000, 1100, 1200,
1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 2000, 2100, 2200, 2300, 3400, 2500, 2600, 2700, 2800, 2900, 3000,
3100, 3200, 3300, 3400, 3500, 3600, 3700, 3800, 3900, 4000, 4100, 4200, 4300, 4400, 4500 0 mas nucleotidos
contiguos. En algunas realizaciones, el polinucledtido que se hibrida con el polinucleétido EphB2 comprende al
menos aproximadamente 20, 30,40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 250, 500, 750, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500,
1600, 1700, 1800, 1900, 2000, 2100, 2200, 2300, 3400, 2500, 2600, 2700, 2800, 2900, 3000, 3100, 3200, 3300,
3400, 3500, 3600, 3700, 3800, 3900, 4000, 4100, 4200, 4300, 4400, 4500 o méas nucledtidos contiguos mostrados
en la Figura 2, 4 y/o 6. En algunas realizaciones, el polinucle6tido que se hibrida con el polinucle6tido EphB2 es
EphB2 humano, EphB2 murino, EphB2 de roedor y/o EphB2 de mono. En algunas realizaciones, el polinucleétido
gue se hibrida con el polinucledtido EphB2 es EphB2 humano. Se entiende que un polinucleétido que se hibrida con
EphB2 puede hibridarse con uno o mas polinucleétidos EphB2 de secuencia nativa. Es rutina en la materia
seleccionar polinucleétidos que se unen a uno o mas polinucledtidos EphB2 de secuencia nativa y adicionalmente
determinar si un polinucleétido reconoce uno o mas polinucleétidos EphB2 de secuencia nativa.

[0107] Muestras biolégicas de mamiferos pueden ensayarse convenientemente para, por ejemplo, ARNm de
EphB2 usando transferencia Northern, puntual o analisis por PCR. Por ejemplo, ensayos de RT-PCR tales como
ensayos de PCR cuantitativa son muy conocidos en la técnica. En una realizacion ilustrativa de la invencion, un
procedimiento para detectar ARNm de EphB2 en una muestra biolégica comprende producir ADNc de la muestra por
transcripcion inversa usando al menos un cebador; amplificar el ADNc asi producido usando un polinucleétido
EphB2 como cebadores de sentido directo y de sentido contrario para amplificar ADNc de EphB2 en su interior; y
detectar la presencia o ausencia del ADNc de EphB2 amplificado. Ademas, tales procedimientos pueden incluir una
0 mas etapas que permiten determinar la cantidad (niveles) de ARNm de EphB2 en una muestra bioldgica (por
ejemplo, examinando simultdneamente los niveles de una secuencia de ARNm de control comparativo de un gen de
mantenimiento tal como un miembro de la familia de actina). Opcionalmente puede determinarse la secuencia del
ADNCc de EphB2 amplificado.

[0108] Sondas y/o cebadores pueden marcarse con un marcador detectable tal como, por ejemplo, un
radiois6topo, compuesto fluorescente, compuesto bioluminiscente, un compuesto quimioluminiscente, quelante
metalico o enzima. Tales sondas y cebadores pueden usarse para detectar la presencia de polinucleétidos EphB2
en una muestra y como un medio para detectar una célula que expresa proteinas EphB2. Como sera entendido por
el experto, pueden prepararse muchos cebadores y sondas diferentes (por ejemplo, basandose en las secuencias
proporcionadas en el presente documento) y usarse eficazmente para amplificar, clonar y/o determinar la presencia
o0 ausencia de y/o cantidad de ARNm de EphB2.

[0109] Procedimientos opcionales de la invencion incluyen protocolos que comprenden deteccion de
polinucledtidos tales como polinucledtido EphB2 en una muestra de tejido o célula usando tecnologias de
micromatriz. Por ejemplo, usando micromatrices de acidos nucleicos, muestras de ARNm de prueba y de control y
muestras de de tejido de prueba y control se transcriben de forma inversa y se marcan para generar sondas de
ADNCc. Entonces, las sondas se hibridan con una matriz de acidos nucleicos inmovilizada sobre un soporte sélido. La
matriz esta configurada de forma que la secuencia y posicion de cada miembro de la matriz sea conocida. Por
ejemplo, una seleccion de genes que tienen potencial para expresarse en ciertos estados de enfermedad puede
matrizarse sobre un soporte soélido. La hibridacién de una sonda marcada con un miembro de matriz particular indica
gue la muestra de la que se derivo la sonda expresa ese gen. Los andlisis de expresion génica diferencial de tejido
de enfermedad pueden proporcionar informacion valiosa. La tecnologia de micromatrices utiliza técnicas de
hibridacion de acidos nucleicos y tecnologia de céalculo para evaluar el perfil de expresion de ARNm de miles de
genes dentro de un Unico experimento (véase, por ejemplo, el documento WO 01/75166 publicado el 11 de octubre
de 2001; (véanse, por ejemplo, el documento U.S. 5.700.637, la patente de EE.UU. 5.445.934 y la patente de
EE.UU. 5.807.522, Lockart, Nature Biotechnology, 14:1675-1680 (1996); Cheung, V.G. y col., Nature Genetics
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21(Suppl):15-19 (1999) para una discusién de la fabricacion de matrices). Las micromatrices de ADN son matrices
en miniatura que contienen fragmentos de genes que o bien se sintetizan directamente sobre o bien se aplican en
puntos sobre vidrio u otros sustratos. Miles de genes estan normalmente representados en una Unica matriz. Un
experimento de micromatrices tipico implica las siguientes etapas: 1. preparacion de diana fluorescentemente
marcada de ARN aislado de la muestra, 2. hibridacién de la diana marcada con la micromatriz, 3. lavado, tincion y
barrido de la matriz, 4. andlisis de la imagen barrida y 5. generacién de perfiles de expresion génica. Actualmente
estan usandose dos tipos principales de micromatrices de ADN: matrices de oligonucle6tidos (normalmente 25 a 70-
meros) y matrices de expresion génica que contienen productos de PCR preparados a partir de ADNc. En la
formacioén de una matriz, los oligonucleétidos pueden o bien prefabricarse y aplicarse en puntos a la superficie o bien
sintetizarse directamente sobre la superficie (in situ).

[0110] El sistema GeneChip® de Affymetrix es un sistema de micromatrices comercialmente disponible que
comprende matrices fabricadas mediante sintesis directa de oligonucleétidos sobre una superficie de vidrio. Matrices
de sondas/genes: los oligonucledtidos, normalmente 25 meros, se sintetizan directamente sobre una oblea de vidrio
mediante una combinacion de fotolitografia basada en semiconductores y tecnologias quimicas de sintesis en fase
sélida. Cada matriz contiene hasta 400.000 oligonucledtidos diferentes y cada oligonucleétido estd presente en
millones de copias. Como las sondas de oligonucleétidos se sintetizan en localizaciones conocidas sobre la matriz,
los patrones de hibridacién y las intensidades de sefial pueden interpretarse en términos de identidad génica y
niveles relativos de expresion por el software Affymetrix Microarray Suite. Cada gen esta representado sobre la
matriz por una serie de sondas de oligonucledtidos diferentes. Cada par de sondas consiste en un oligonucleétido de
apareamiento perfecto y un oligonucle6tido de desapareamiento. La sonda de apareamiento perfecto tiene una
secuencia exactamente complementaria al gen particular y, por tanto, mide la expresiéon del gen. La sonda de
desapareamiento se diferencia de la sonda de apareamiento perfecto por una Unica sustitucion de bases en la
posicion de bases central, perturbando la unién del transcrito del gen diana. Esto ayuda a determinar la hibridacion
de fondo y no especifica que contribuye a la sefial medida para el oligonucleé6tido de apareamiento perfecto. El
software Microarray Suite resta las intensidades de hibridacion de las sondas de desapareamiento de aquellas de
las sondas de apareamiento perfecto para determinar el valor de intensidad absoluto o especifico para cada
conjunto de sondas. Las sondas se eligen basandose en la actual informacién de Genbank y otros repositorios de
nucleétidos. Se cree que las secuencias reconocen regiones Unicas del extremo 3' del gen. Se usa un horno de
hibridaciéon de GeneChip (horno “asador”) para llevar a cabo la hibridacién de hasta 64 matrices a la vez. La estacién
hidraulica realiza el lavado y la tincién de las matrices de sondas. Estd completamente automatizada y contiene
cuatro madulos, conteniendo cada modulo una matriz de sondas. Cada mddulo esta controlado independientemente
por el software Microarray Suite usando protocolos hidraulicos previamente programados. El escaner es un escaner
de fluorescencia laser confocal que mide la intensidad de fluorescencia emitida por el ARNc marcado unido a las
matrices de sondas. El terminal de trabajo informatico con el software Microarray Suite controla la estacion hidraulica
y el escaner. El software Microarray Suite puede controlar hasta ocho estaciones hidraulicas usando protocolos de
hibridacion previamente programados, de lavado y de tincion para la matriz de sondas. El software adquiere y
convierte los datos de intensidad de hibridacién en una llamada de presencia/ausencia para cada gen usando
algoritmos apropiados. Finalmente, el software detecta cambios en la expresién génica entre experimentos por
analisis de comparacion y formatea las salidas en archivos .txt que pueden usarse con otros programas informaticos
para el andlisis de datos adicional.

[0111] En algunas realizaciones se detecta la delecion del gen, mutacion del gen o amplificacion del gen
EphB2. La delecion del gen, mutacién del gen o amplificacion puede medirse por uno cualquiera de una amplia
variedad de protocolos conocidos en la técnica, por ejemplo, por transferencia Southern convencional, transferencia
Northern para cuantificar la transcripcion de ARNm (Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)),
transferencia puntual (andlisis de ADN) o hibridacion in situ (por ejemplo, FISH) usando una sonda apropiadamente
marcada, procedimientos citogenéticos o hibridacion gendémica comparativa (CGH) usando una sonda
apropiadamente marcada. Ademas, estos procedimientos pueden emplearse para detectar delecion del gen del
ligando de EphB2, mutacioén del ligando o amplificacion del gen. Como se usa en el presente documento, “detectar la
expresion de EphB2” engloba la deteccion de la delecion del gen, mutacion del gen o amplificacion del gen EphB2.

[0112] Adicionalmente puede examinarse el estado de metilacion del gen EphB2 en una muestra de tejido o
de células. La desmetilacion y/o hipermetilacion aberrante de islas CpG en las regiones reguladoras de 5' del gen
producida frecuentemente en células inmortalizadas y transformadas puede producir expresion alterada de diversos
genes. Son muy conocidos en la técnica una variedad de ensayos para examinar el estado de metilacion de un gen.
Por ejemplo, pueden utilizarse, en soluciones de hibridacién Southern, enzimas de restriccion sensibles a la
metilacién que no pueden escindir secuencias que contienen sitios CpG metilados para evaluar el estado de
metilacién de islas CpG. Ademas, MSP (PCR especifica de metilacion) puede perfilar rapidamente el estado de
metilacion de todos los sitios CpG presentes en una isla CpG de un gen dado. Este procedimiento implica la
modificacién inicial de ADN por bisulfito de sodio (que convertira todas las citosinas sin metilar en uracilo), seguido
de amplificacién usando cebadores especificos para ADN metilado frente a sin metilar. Los protocolos que implican
la interferencia de metilacion también pueden encontrarse, por ejemplo, en Current Protocols In Molecular Biology,
unidad 12, Frederick M. Ausubel y col. eds., 1995; De Marzo y col., Am. J. Patol. 155(6): 1985-1992 (1999); Brooks y
col., Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., 1998, 7:531-536); y Lethe y col., Int. J. Cancer 76 (6): 903-908 (1998).
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Como se usa en el presente documento, “detectar la expresion de EphB2” engloba la deteccion de la metilacion del
gen EphB2.

[0113] En algunas realizaciones, la expresion de ligandos de EphB2 tales como efrina-B1, efrina-B2, efrina-B3
ylo efrina-A4 se detecta (sola o conjuntamente (simultaneamente y/o secuencialmente)) con la expresion de EphB2)
como se describe adicionalmente en el presente documento. En otras realizaciones mas, la expresion de APC, p53,
DCC, DPC4, JV18-1/MADR2 y/o ras (tal como c-Ki-ras o N-ras) se detecta conjuntamente con la expresion de
EphB2.

Deteccion del ligando de EphB2

[0114] En los procedimientos de la presente invencion, la muestra biolégica también puede examinarse (tanto
conjuntamente con la expresion de EphB2 como independientemente) para la expresion de ligando(s) de EphB2 (tal
como polipéptido y/o polinucledtido del ligando de EphB2). Como se ha descrito anteriormente y en la materia,
actualmente se cree que EphB2 se une a al menos cuatro ligandos diferentes: efrina-B1, efrina-B2, efrina-B3 y
efrina-A4. Usando procedimientos conocidos en la técnica, que incluyen aquellos descritos en el presente
documento, puede detectarse la expresion del polinucleétido y/o polipéptido de efrina-B1, efrina-B2, efrina-B3 y/o
efrina-A4. A modo de ejemplo, las técnicas de IHC descritas anteriormente pueden emplearse para detectar la
presencia de una o mas de tales moléculas en la muestra. Como se usa en el presente documento, “conjuntamente”
pretende englobar cualquier deteccidon simultanea y/o secuencial. Por tanto, se contempla que en realizaciones en
las que una muestra biologica esté siendo examinada no solo para la presencia de EphB2, sino también para la
presencia de, por ejemplo, efrina-B1, efrina-B2, efrina-B3, y/o efrina-A4, puedan prepararse portaobjetos separados
a partir del mismo tejido o muestra, y probar cada portaobjetos con un reactivo que se une a EphB2 y/o ligando,
respectivamente. Alternativamente puede prepararse un Unico portaobjetos a partir de la muestra de tejido o célula,
y pueden usarse anticuerpos dirigidos a EphB2 y ligando a propdsito de un protocolo de tincién de mdltiples colores
para permitir la visualizacién y deteccion de EphB2 y ligando.

Analisis y comparacion de datos

[0115] Los datos generados por la deteccién pueden analizarse usando cualquier medio adecuado (por
ejemplo, visualmente, por ordenador, etc.). En una realizacién, los datos se analizan usando un ordenador digital
programable. El analisis de datos puede incluir las etapas de determinar la intensidad de la sefial. La intensidad
puede normalizarse, por lo que la intensidad se calibra con respecto a algun valor de referencia. Por ejemplo, una
referencia puede ser ruido de fondo de la union. Alternativamente, una referencia puede ser la intensidad de unién a
proteina de un anticuerpo de control. La comparacion de la expresion de EphB2 (por ejemplo, comparacion del nivel
de expresion en una muestra biologica de prueba y una muestra de control biol6gica o nivel de referencia de control)
puede realizarse mediante procedimientos convencionales, que incluyen procedimientos estadisticos
convencionales como prueba de la chi al cuadrado, prueba de la t de Student o correlacion del orden de Spearman
segln convenga. Procedimientos estadisticos adicionales se tratan en Wohlgemuth y col.,, documento
US2004/0009479 A1, Birbeck y col. Annals Surg 235:449-457 (2002) y se ejemplifican en el presente documento.
Estan ampliamente disponibles paquetes de software para realizar el analisis estadistico.

Procedimientos que comprenden la seleccion del tratamiento contra el cancer

[0116] En el presente documento se desvelan procedimientos para la seleccion del tratamiento contra el
cancer. Como se observa anteriormente, el tratamiento contra el cancer, tal como quimioterapia, radiacion y/o
cirugia, tiene riesgos asociados y seria Gtil poder seleccionar éptimamente los pacientes mas probables a beneficiar.
La prueba de prondstico es util, por ejemplo, para identificar pacientes con males pronésticos de forma que se
identifique un enfoque de tratamiento de mayor riesgo mas agresivo, y para identificar pacientes con buenos
pronésticos para los cuales una terapia arriesgada no proporcionaria suficiente beneficio para garantizar los riesgos.
Por consiguiente, se desvelan procedimientos para la seleccién del tratamiento contra el cancer para un paciente,
comprendiendo los procedimientos (a) comparar la expresion de EphB2 en una muestra bioldgica del paciente con la
expresion de EphB2 en una muestra de control (o valor de referencia de control); (b) predecir el pronostico de cancer
del paciente basandose en la comparacion en (a), en el que la expresion de EphB2 es prondstica de cancer en el
paciente; y (c) posterior a las etapas (a) y (b), seleccionar el tratamiento contra el cancer para el paciente, en el que
la seleccion del tratamiento se basa en el prondstico del paciente determinado en la etapa (b). En algunas
realizaciones, el aumento de la expresién de EphB2 en la muestra (de prueba) del paciente es pronéstico de cancer
en el paciente.

[0117] En el presente documento se desvelan procedimientos para seleccionar tratamiento contra el cancer
para paciente, comprendiendo los procedimientos: (a) obtener una muestra biolégica del paciente; (b) detectar la
expresion de EphB2 en la muestra bioldgica, en el que la expresion de EphB2 es pronéstica de cancer en el
paciente; y (c) posterior a las etapas (a) y (b), seleccionar el tratamiento contra el cancer para el paciente, en el que
la seleccion del tratamiento se basa en el prondstico del paciente determinado en la etapa (b). En algunas
realizaciones, el aumento de la expresion de EphB2 en la muestra biol6gica del paciente es prondstico de cancer en
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el paciente. En algunas realizaciones, el tratamiento engloba mejorar, reducir la incidencia de, paliar, retrasar el
desarrollo de y/o retrasar la progresion de cancer.

[0118] En el presente documento se describen canceres a modo de ejemplo. Los tratamientos para el cancer
son muy conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Cancer: Principles and Practice of Oncology (V. T. DeVita y
col., eds., Williams & Wilkins Co., 2001); Manual of Clinical Oncology (Casciato, DA, ed., Lippincott, Williams &
Wilkins Co., 2000); Bacquiran, DC ed., Lippincott's Cancer Chemotherapy Handbook, Lippincott Co., 2001);
Armitage, JO, ed., High-Dose Cancer Therapy, Lippincott, Williams & Wilkins Co., 1999). En algunas realizaciones, el
tratamiento comprende la administracion de una cantidad eficaz de un inmunoconjugado que comprende un
anticuerpo anti-EphB2 conjugado con agente citotdxico tal como un agente quimioterapéutico, un agente inhibidor
del crecimiento, una toxina (por ejemplo, una toxina activa de origen sintético, bacteriano, fungico, vegetal o animal,
o fragmentos de la misma), o un is6topo radiactivo (es decir, un radioconjugado). Los inmunoconjugados se conocen
en la técnica e inmunoconjugados a modo de ejemplo se describen en el presente documento. Véase también
Pennell, CA. Immunol. Res. 25,177-191 (2002; Kreitman, RJ, Curr. Pharm. Biotechnol. 2: 313-325 (2001).

[0119] Adicionalmente se desvela el uso de agentes anti-EphB2 (tal como un anticuerpo antagonista). Puede
usarse una proteina anti-EphB2 que comprende una region de unién a EphB2, por ejemplo, una inmunoadhesina de
efrina-B1, inmunoadhesina de efrina-B2, inmunoadhesina de efrina-B3 e inmunoadhesina de efrinas-A4. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-EphB2 es un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal. En algunas
realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo humano, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo madurado por
afinidad, un anticuerpo humanizado o un fragmento de anticuerpo. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-
EphB2 es el anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma 2H9.11.14 que tiene n° de la Coleccion
americana de cultivos de tejido tipo (ATCC) PTA-6606 (depositado el 24 de febrero de 2005). En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-EphB2 es un anticuerpo que comprende dominio(s) variable(s) de la cadena pesada
y/o ligera del anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma 2H9.11.14 que tiene n° de la Coleccion
americana de cultivos de tejido tipo (ATCC) PTA-6606, en el que dicho anticuerpo se une especificamente a EphB2
humano. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-EphB2 comprende al menos uno (al menos 2, al menos 3, al
menos 4, al menos 5 y/o 6) secuencia(s) hipervariable(s) (HVR(s)) que comprende(n) una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 y/o HVR-H3 del anticuerpo producido por la
linea celular de hibridoma 2H9.11.14 que tiene n° de la Coleccion americana de cultivos de tejido tipo (ATCC) PTA-
6606, en el que dicho anticuerpo se une especificamente a EphB2 humano. En algunas realizaciones, el anticuerpo
anti-EphB2 es un anticuerpo que se une al mismo epitope sobre EphB2 humano que el anticuerpo producido por la
linea celular de hibridoma 2H9.11.14 que tiene n° de la Coleccion americana de cultivos de tejido tipo (ATCC) PTA-
6606. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-EphB2 es un anticuerpo que compite con el anticuerpo producido
por la linea celular de hibridoma 2H9.11.14 que tiene el n° de la Coleccion americana de cultivos de tejido tipo
(ATCC) PTA-6606 por unirse a EphB2 humano. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-EphB2 comprende: al
menos una, dos, tres, cuatro, cinco y/o seis secuencias de regiones hipervariables (HVR) seleccionadas del grupo
que consiste en: (a) HVR-L1 que comprende la secuencia KSSQSLLNSGNQENYLA (SEQ ID NO:1); (b) HVR-L2 que
comprende la secuencia GASTRES (SEQ ID NO:2); (c) HVR-L3 que comprende la secuencia QNDHSYPFT (SEQ ID
NO:3); (d) HVYR-H1 que comprende la secuencia SYWMH (SEQ ID NO:4); (e) HVR-H2 que comprende la secuencia
FINPSTGYTDYNQKFKD (SEQ ID NO:5); y (f) HVR-H3 que comprende la secuencia RLKLLRYAMDY (SEQ ID
NO:6). En una realizacién, el anticuerpo anti-EphB2 comprende un dominio variable de la cadena ligera que tiene la
secuencia:

DIVMTQSPSSLSVSAGEKVTMNCKSSQSLLNSGNQENYLAWYQQKPGQPPKLLIYGASTRESGVPDRF
TGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVYYCQNDHSYPFTFGAGTKVEIKR (SEQ ID NO:7). En una realizacion, el
anticuerpo anti-EphB2 comprende un dominio variable de la cadena pesada que tiene la secuencia:

QVQLQQSGAELAKPGASVKMSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGFINPSTGYTDYNQKFKD
KATLTVKSSNTAYMQLSRLTSEDSAVYYCTRRLKLLRYAMDYWGQGTTLTVSA (SEQ ID NO:8). En una realizacion,
el anticuerpo anti-EphB2 comprende un dominio variable de la cadena ligera que tiene la secuencia:

DIVMTQSPSSLSVSAGEKVTMNCKSSQSLLNSGNQENYLAWYQQKPGQPPKLLIYGASTRESGVPDRF

TGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVYYCQNDHSYPFTFGAGTKVEIKR (SEQ ID NO:7); y comprende un dominio
variable de la cadena pesada que tiene la secuencia:

QVQLQQSGAELAKPGASVKMSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGFINPSTGY TDYNQKFKD
KATLTVKSSNTAYMQLSRLTSEDSAVYYCTRRLKLLRYAMDYWGQGTTLTVSA {SEQ ID NO:B).

Anticuerpos anti-EphB2 a modo de ejemplo adicionales se describen en el presente documento.
[0120] En el presente documento se desvela el uso de inmunoconjugados (llamados indistintamente

“conjugados anticuerpo-farmaco” o “ADC”) que comprenden cualquiera de los anticuerpos anti-EphB2 descritos en el
presente documento conjugados con un agente citotoxico tal como un agente quimioterapéutico, un farmaco, un
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agente inhibidor del crecimiento, una toxina (por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa de origen bacteriano,
fungico, vegetal o animal, o fragmentos de la misma), o un isétopo radiactivo (es decir, un radioconjugado).

[0121] El uso de conjugados anticuerpo-farmaco para la administracién local de agentes citotdxicos o
citostaticos, es decir, farmacos para destruir o inhibir células tumorales en el tratamiento de cancer (Syrigos y
Epenetos (1999) Anticancer Research 19:605-614; Niculescu-Duvaz y Springer (1997) Adv. Drg Del. Rev. 26:151-
172; patente de EE.UU. 4.975.278) permite la administracion elegida como diana del resto de farmaco a tumores, y
la acumulacion intracelular en su interior, en el que la administracion sistémica de estos agentes de farmaco sin
conjugar puede producir niveles inaceptables de toxicidad a células normales, ademas de las células tumorales que
se busca eliminar (Baldwin y col., (1986) Lancet pp. (Mar. 15, 1986):603-05; Thorpe, (1985) “Antibody Carriers Of
Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review” en Monoclonal Antibodies '84: Biological and Clinical Applications, A.
Pinchera y col. (eds), pp. 475-506). Asi se busca la maxima eficacia con toxicidad minima. Se ha informado de tanto
anticuerpos policlonales como anticuerpos monoclonales como utiles en estas estrategias (Rowland y col., (1986)
Cancer Immunol. Immunother., 21:183-87). Los farmacos usados en estos procedimientos incluyen daunomicina,
doxorubicina, metrotrexato y vindesina (Rowland y col., (1986) arriba). Las toxinas usadas en los conjugados
anticuerpo-toxina incluyen toxinas bacterianas tales como toxina diftérica, toxinas vegetales tales como ricina,
toxinas de molécula pequefia tales como geldanamicina (Mandler y col. (2000) Jour. of the Nat. Cancer Inst.
92(19):1573-1581; Mandler y col. (2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10:1025-1028; Mandler y col. (2002)
Bioconjugate Chem. 13:786-791), maitansinoides (documento EP 1391213; Liu y col., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 93:8618-8623) y caliqueamicina (Lode y col. (1998) Cancer Res. 58:2928; Hinman y col. (1993) Cancer Res.
53:3336-3342). Las toxinas pueden efectuar sus efectos citotdxicos y citostaticos por mecanismos que incluyen
unién a tubulina, unién a ADN o inhibicién de topoisomerasa. Algunos farmacos citotoxicos tienden a ser inactivos o
menos activos cuando se conjugan con anticuerpos grandes o ligandos de receptores de proteinas.

[0122] ZEVALIN® (ibritumomab tiuxetan, Biogen/ldec) es un conjugado anticuerpo-radioisétopo compuesto
por un anticuerpo monoclonal IgG1 kappa murino dirigido contra el antigeno CD20 encontrado sobre la superficie de
linfocitos B normales y malignos y radioisétopo **!In o *°Y unido por un quelante de ligador de tiourea (Wiseman y
col. (2000) Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7):766-77; Wiseman y col. (2002) Blood 99(12):4336-42; Witzig y col. (2002) J.
Clin. Oncol. 20(10):2453-63; Witzig y col. (2002) J. Clin. Oncol. 20(15):3262-69). Aunque ZEVALIN tiene actividad
contra linfoma no Hodgkin (LNH) de linfocitos B, la administracion produce citopenias graves y prolongadas en la
mayoria de los pacientes. MYLOTARG™ (gemtuzumab ozogamicina, Wyeth Pharmaceuticals), un conjugado
anticuerpo-farmaco compuesto por un anticuerpo huCD33 ligado a caliqueamicina, fue aprobado en 2000 para el
tratamiento de leucemia mieloide aguda mediante inyeccion (Drugs of the Future (2000) 25(7):686; patentes de
EE.UU. n® 4970198; 5079233; 5585089; 5606040; 5693762; 5739116; 5767285; 5773001). Cantuzumab mertansina
(Immunogen, Inc.), un conjugado anticuerpo-farmaco compuesto por el anticuerpo huC242 ligado por el ligador de
disulfuro SPP al resto de farmacos maitansinoides, DM1, estd avanzando en ensayos de fase Il para el tratamiento
de canceres que expresan CanAg, tal como colon, pancreético, gastrico y otros. MLN-2704 (Millennium Pharm., BZL
Biologics, Immunogen Inc.), un conjugado anticuerpo-farmaco compuesto por el anticuerpo monoclonal anti-antigeno
prostatico especifico de membrana (PSMA) ligado al resto de farmacos maitansinoides, DM1, esta en desarrollo
para el posible tratamiento de tumores de prostata. Los péptidos auristatina, auristatina E (AE) vy
monometilauristatina (MMAE), andlogos sintéticos de dolastatina, se conjugaron con anticuerpos monoclonales
quiméricos cBR96 (especificos para Lewis Y en carcinomas) y cAC10 (especifico para CD30 en tumores malignos
hematolégicos) (Doronina y col. (2003) Nature Biotechnology 21(7):778-784) y estan en desarrollo terapéutico.

[0123] Agentes quimioterapéuticos Utiles en la generacién de inmunoconjugados se describen en el presente
documento (por ejemplo, arriba). Toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas que pueden usarse
incluyen cadena A de la difteria, fragmentos activos de no unién de toxina diftérica, cadena A de exotoxina (de
Pseudomonas aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modecina, alfa-sarcinas, proteinas
de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de
Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina,
fenomicina, enomicina y los tricotecenos. Véase, por ejemplo, el documento WO 93/21232 publicado el 28 de
octubre de 1993. Esta disponible una variedad de radiontclidos para la produccion de anticuerpos radioconjugados.
Ejemplos incluyen #2Bi, **!1, **In, Y y **Re. Se preparan conjugados del anticuerpo y agente citotéxico usando
una variedad de agentes de acoplamiento a proteinas bifuncionales tales como 3-(2-piridilditio)propionato de N-
succinimidilo (SPDP), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como adipimidato de dimetilo
HCI), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos de
bis-azido (tales como bis(p-azidobenzoil)hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-
diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como tolueno-2,6-diisocianato) y compuestos de fllor bis-activos
(tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, una inmunotoxina de ricina puede prepararse como se
describe  en Vitetta 'y col, Science, 238:1098 (1987). ElI 4&cido 1-isotiocianatobencil-3-
metildietilentriaminapentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono 14 es un agente quelante a modo de ejemplo
para la conjugacion del radionucle6tido con el anticuerpo. Véase el documento W094/11026.

[0124] Los conjugados de un anticuerpo y una o mas toxinas de moléculas pequefias, tales como una
caligueamicina, maitansinoides, dolastatinas, auristatinas, un tricoteceno y CC1065, y los derivados de estas toxinas
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gue tienen actividad de toxina, también se contemplan en el presente documento.
i. Maitansina y maitansinoides

[0125] En algunas realizaciones, el inmunoconjugado comprende un anticuerpo (longitud completa o
fragmentos) de la invencion conjugado con una o mas moléculas de maitansinoide.

[0126] Los maitansinoides son inhibidores mitéticos que acttan inhibiendo la polimerizacién de tubulina. La
maitansina se aisl6 por primera vez del arbusto del Africa oriental Maytenus serrata (patente de EE.UU. n°
3.896.111). Posteriormente se descubrié que ciertos microbios también producen maitansinoides, tales como
maitansinol y ésteres de maitansinol C-3 (patente de EE.UU. n°® 4.151.042). El maitansinol sintético y los derivados y
analogos del mismo se desvelan, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. n° 4.137.230; 4.248.870; 4.256.746;
4.260.608; 4.265.814; 4.294.757; 4.307.016; 4.308.268; 4.308.269; 4.309.428; 4.313.946; 4.315.929; 4.317.821;
4.322.348; 4.331.598; 4.361.650; 4.364.866; 4.424.219; 4.450.254; 4.362.663; y 4.371.533.

[0127] Los restos de farmacos maitansinoides son restos de farmaco en conjugados anticuerpo-farmaco
debido a que son: (i) relativamente accesibles para preparar por fermentacion o modificacion quimica, derivatizacion
de productos de fermentacion, (ii) favorecen la derivatizacion con grupos funcionales adecuados para la conjugacion
mediante ligadores de no disulfuro con anticuerpos, (iii) estables en plasma, y (iv) eficaces contra una variedad de
lineas celulares tumorales.

[0128] Los inmunoconjugados que contienen maitansinoides, procedimientos de preparacion de los mismos y
su uso terapéutico se desvelan, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. n° 5.208.020, 5.416.064 y la patente
europea EP 0 425 235 B1. Liu y col, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623 (1996) describieron
inmunoconjugados que comprenden un maitansinoide designado DML1 ligado al anticuerpo monoclonal C242 dirigido
contra cancer colorrectal humano. Se encontrd que el conjugado era altamente citotdxico hacia células de cancer de
colon cultivadas y mostrd actividad antitumoral en un ensayo de crecimiento tumoral in vivo. Chari y col., Cancer
Research 52:127-131 (1992) describen inmunoconjugados en los que un maitansinoide se conjugé mediante un
ligador de disulfuro con el anticuerpo A7 murino que se une a un antigeno en lineas de células de cancer de colon
humano, o a otro anticuerpo monoclonal murino TA.1 que se une al oncogén HER-2/neu. La citotoxicidad del
conjugado TA.1-maitansonoide se probd in vitro en la linea celular de cancer de mama humano SK-BR-3, que
expresa 3 X 10° antigenos de superficie HER-2 por célula. El conjugado de farmaco alcanz6 un grado de
citotoxicidad similar al farmaco maitansinoide libre, que podria aumentarse aumentando el nimero de moléculas de
maitansinoide por molécula de anticuerpo. El conjugado A7-maitansinoide mostrd baja citotoxicidad sistémica en
ratones.

[0129] Los conjugados anticuerpo-maitansinoide se preparan ligando quimicamente un anticuerpo con una
molécula de maitansinoide sin disminuir significativamente la actividad bioldgica de tanto el anticuerpo como la
molécula de maitansinoide. Véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n°® 5.208.020. Un promedio de 3-4 moléculas
de maitansinoide conjugadas por molécula de anticuerpo ha mostrado eficacia en potenciar la citotoxicidad de
células diana sin afectar negativamente la funcién o solubilidad del anticuerpo, aunque incluso se esperaria que una
molécula de toxina/anticuerpo potenciara la citotoxicidad con respecto al uso de anticuerpo desnudo. Los
maitansinoides son muy conocidos en la técnica y pueden sintetizarse por técnicas conocidas o aislarse de fuentes
naturales. Maitansinoides adecuados se desvelan, por ejemplo, en la patente de EE.UU. n® 5.208.020 y en las otras
patentes y publicaciones de no patente citadas anteriormente en el presente documento. Maitansinoides preferidos
son maitansinol y analogos de maitansinol modificados en el anillo aromatico o en otras posiciones de la molécula
de maitansinol, tal como diversos ésteres de maitansinol.

[0130] Hay muchos grupos de enlace conocidos en la técnica para preparar conjugados anticuerpo-
maitansinoide que incluyen, por ejemplo, los desvelados en las patentes de EE.UU. n° 5.208.020 o la patente EP 0
425 235 B1, Chari y col.,, Cancer Research 52:127-131 (1992). Los conjugados anticuerpo-maitansinoide que
comprenden el componente de ligador SMCC pueden prepararse como se desvela en la solicitud de patente de
EE.UU. n° 2005/1699331. Los grupos de enlace incluyen grupos disulfuro, grupos tioéter, grupos labiles acidos,
grupos fotolabiles, grupos labiles de peptidasa o labiles de esterasa, como se desvela en las patentes anteriormente
identificadas, prefiriéndose grupos disulfuro y tioéter. Grupos de enlace adicionales se describen y ejemplifican en el
presente documento.

[0131] Los conjugados del anticuerpo y el maitansinoide pueden prepararse usando una variedad de agentes
de acoplamiento de proteinas bifuncionales tales como 3-(2-piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP), 4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo (SMCC), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de
imidoésteres (tales como HCI de adipimidato de dimetilo), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo),
aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos de bis-azido (tales como bis (p-azidobenzoil)hexanodiamina),
derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como tolueno-2,6-
diisocianato) y compuestos de fllor bis-activo (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Agentes de acoplamiento
particularmente preferidos incluyen 3-(2-piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP) (Carlsson y col., Biochem.
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J. 173:723-737 (1978)) y 4-(2-piridiltio)pentanoato de N-succinimidilo (SPP) para proporcionar un enlace disulfuro.

[0132] El ligador puede unirse a la molécula de maitansinoide en diversas posiciones, dependiendo del tipo de
enlace. Por ejemplo, puede formarse un enlace éster mediante la reaccion con un grupo hidroxilo usando técnicas
de acoplamiento convencionales. La reaccion puede producirse en la posicién C-3 que tiene un grupo hidroxilo, la
posicion C-14 modificada con hidroximetilo, la posiciéon C-15 modificada con un grupo hidroxilo y la posicion C-20
gue tiene un grupo hidroxilo. En una realizacion preferida, el enlace se forma en posicién la C-3 del maitansinol o un
analogo de maitansinol.

ii. Auristatinas y dolostatinas

[0133] En algunas realizaciones, el inmunoconjugado comprende un anticuerpo de la invenciéon conjugado
con dolastatinas o analogos y derivados peptidicos de dolostatina, las auristatinas (patentes de EE.UU. n°® 5635483;
5780588). Se ha mostrado que las dolastatinas y auristatinas interfieren con la dindmica de microtibulos, hidrélisis
de GTP y division nuclear y celular (Woyke y col. (2001) Antimicrob. Agents and Chemother. 45(12):3580-3584) y
tienen actividad anticancerigena (documento US 5663149) y antifingica (Pettit y col. (1998) Antimicrob. Agents and
Chemother. 42:2961-2965). El resto del farmaco dolastatina o auristatina puede unirse al anticuerpo mediante el
extremo N (amino) o el extremo C (carboxilo) del resto de farmaco peptidico (documento WO 02/088172).

[0134] Realizaciones de auristatina a modo de ejemplo incluyen el extremo N ligado a restos del farmaco
monometilauristatina DE y DF, desvelado en “Monomethylvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligands”,
solicitud de EE.UU. 2005/238649 publicada el 27-10-2005.

[0135] Normalmente, los restos de farmaco basados en péptidos pueden prepararse formando un enlace
peptidico entre dos 0 mas aminoacidos y/o fragmentos de péptido. Tales enlaces peptidicos pueden prepararse, por
ejemplo, segun el procedimiento de sintesis en fase liquida (véase E. Schroder y K. Libke, “The Peptides”, volumen
1, pag. 76-136, 1965, Academic Press) que es muy conocido en el campo de la quimica de los péptidos. Los restos
del farmaco auristatina/dolastatina pueden prepararse segun los procedimientos de: documentos US 5635483; US
5780588; Pettit y col. (1989) J. Am. Chem. Soc. 111:5463-5465; Pettit y col. (1998) Anti-Cancer Drug Design 13:243-
277; Pettit, G.R., y col. Synthesis, 1996, 719-725; y Pettit y col. (1996) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 15:859-863; y
Doronina (2003) Nat Biotechnol 21(7):778-784. “Monomethylvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligands”,
solicitud de EE.UU. 2005/238649 (que desvela, por ejemplo, ligadores y procedimientos de preparacion de
compuestos de monometilvalina tales como MMAE y MMAF conjugados con ligadores).

iii. Caligueamicina

[0136] En otras realizaciones, el inmunoconjugado comprende un anticuerpo de la invencion conjugado con
una o mas moléculas de caligueamicina. La familia de antibiéticos de la caliqueamicina puede producir roturas de
ADN bicatenario a concentraciones inferiores a picomolares. Para la preparacién de conjugados de la familia de la
caligueamicina véanse las patentes de 5.712.374, 5.714.586, 5.739.116, 5.767.285, 5.770.701, 5.770.710,
5.773.001, 5.877.296 (todas a American Cyanamid Company). Los anélogos estructurales de la caliqueamicina que
pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, 11", a2', as', N-acetil-y1*, PSAG y 61 (Hinman y col., Cancer Research
53:3336-3342 (1993), Lode y col., Cancer Research 58:2925-2928 (1998) y las patentes de EE.UU. anteriormente
mencionadas a American Cyanamid). Otro farmaco antitumoral con el que puede conjugarse el anticuerpo es QFA
gue es un antifolato. Tanto la caliqueamicina como QFA tienen sitios de accion intracelular y no atraviesan
facilmente la membrana plasmatica. Por tanto, la captacion celular de estos agentes por la internalizacién mediada
por anticuerpos potencia enormemente sus efectos citotoxicos.

iv. Otros agentes citotdxicos

[0137] Otros agentes antitumorales que pueden conjugarse con los anticuerpos de la invencion incluyen
BCNU, estreptozoicina, vincristina y 5-fluorouracilo, la familia de agentes conocida conjuntamente el complejo LL-
E33288 descrito en las patentes de EE.UU. 5.053.394, 5.770.710, ademas de esperamicinas (patente de EE.UU.
5.877.296).

[0138] Las toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas que pueden usarse incluyen cadena
A de la difteria, fragmentos activos de no union de toxina diftérica, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas
aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modecina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites
fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de Momordica
charantia, curcina, crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina,
enomicina y los tricotecenos. Véase, por ejemplo, el documento WO 93/21232 publicado el 28 de octubre de 1993.

[0139] La presente divulgacion contempla adicionalmente un inmunoconjugado formado entre un anticuerpo y

un compuesto con actividad nucleolitica (por ejemplo, una ribonucleasa o una endonucleasa de ADN tal como una
desoxirribonucleasa; ADNsa).
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[0140] Para la destruccion selectiva del tumor, el anticuerpo puede comprender un atomo altamente
radiactivo. Estan disponibles una variedad de is6topos radiactivos para la produccion de anticuerpos
radioconjugados. Ejemplos incluyen At 183 1'% ¥9° Re'® Re!® sm™®®, Bi?*2 P*, Ph?!? e is6topos radiactivos de
Lu. Si el conjugado se usa para la deteccion, puede comprender un atomo radiactivo para estudios escintigraficos,
por ejemplo, Ttc®™ o I'®, 0 una marca de espin para la obtenciéon de imagenes de resonancia magnética nuclear
(RMN) (también conocida como obtencién de imagenes de resonancia magnética, irm), tal como yodo-123 de nuevo,
yodo-131, indio-111, flior-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.

[0141] Las radiomarcas u otras marcas pueden incorporarse en el conjugado de formas conocidas. Por
ejemplo, el péptido puede biosintetizarse o puede sintetizarse por sintesis quimica de aminoacidos usando
precursores de aminoacidos adecuados que implican, por ejemplo, flior-19 en lugar de hidrégeno. Marcas tales
como Tc¥ ™ o I'®, Re™®®, Re'® e In'™ pueden unirse por un residuo de cisteina en el péptido. Itrio-90 puede unirse
por un residuo de lisina. El procedimiento IODOGEN (Fraker y col. (1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80: 49-
57 puede usarse para incorporar yodo-123. “Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy” (Chatal, CCR Press
1989) describe otros procedimientos en detalle.

[0142] Los conjugados de anticuerpo y agente citotoxico pueden prepararse usando una variedad de agentes
de acoplamiento de proteinas bifuncionales tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP), 4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo, iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres
(tales como HCI de adipimidato de dimetilo), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos
(tales como glutaraldehido), compuestos de bis-azido (tales como bis (p-azidobenzoil)hexanodiamina), derivados de
bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como tolueno-2,6-diisocianato) y
compuestos de fllor bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, una inmunotoxina de
ricina puede prepararse como se describe en Vitetta y col., Science, 238: 1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobencil-
3-metildietilentriaminopentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono 14 es un agente quelante a modo de ejemplo
para la conjugacion de radionucledtido con el anticuerpo. Véase el documento W094/11026. El ligador puede ser un
“ligador escindible” que facilita la liberaciéon del farmaco citotéxico en la célula. Por ejemplo, puede usarse un ligador
labil de acido, ligador sensible a peptidasa, ligador fotolabil, ligador de dimetilo o ligador que contiene disulfuro (Chari
y col., Cancer Research 52:127-131 (1992); patente de EE.UU. n° 5.208.020).

[0143] Los compuestos de la invencién contemplan expresamente, pero no se limitan a, ADC preparado con
reactivos de ligador cruzado: BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC,
SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC y sulfo-SMPB y SVSB
(succinimidil-(4-vinilsulfona)benzoato) que estan comercialmente disponibles (por ejemplo, de Pierce Biotechnology,
Inc., Rockford, IL., EE.UU.). Véanse las paginas 467-498, 2003-2004 Applications Handbook and Catalog.

v. Preparacion de conjugados anticuerpo-farmaco

[0144] En los conjugados anticuerpo-farmaco (ADC) de la invencion, un anticuerpo (Ab) esta conjugado con
uno o mas restos de farmaco (D), por ejemplo, aproximadamente 1 a aproximadamente 20 restos de farmaco por
anticuerpo, mediante un ligador (L). EI ADC de formula | puede prepararse por varias rutas empleando reacciones
de quimica organica, condiciones y reactivos conocidos para aquellos expertos en la materia que incluyen: (1)
reaccion de un grupo nucledfilo de un anticuerpo con un reactivo de ligador bivalente para formar Ab-L, mediante un
enlace covalente, seguido de reaccién con un resto de farmaco D; y (2) reaccion de un grupo nucledfilo de un resto
de farmaco con un reactivo de ligador bivalente, para formar D-L, mediante un enlace covalente, seguido de
reaccion con el grupo nucledfilo de un anticuerpo. Procedimientos adicionales para preparar ADC se describen en el
presente documento.

Ab-(L-D), |

[0145] El ligador puede estar compuesto por uno o mas componentes de ligador. Componentes de ligador a
modo de ejemplo incluyen 6-maleimidocaproilo (“MC”), maleimidopropanoilo (“MP”), valina-citrulina (“val-cit”),
alanina-fenilalanina (“ala-phe”), p-aminobenciloxicarbonilo (“PAB”), 4-(2-piridiltio)pentanoato de N-succinimidilo
(“SPP”), 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de N-succinimidilo (“SMCC”) y (4-yodoacetil)aminobenzoato
de N-succinimidilo (“SIAB”). Componentes de ligador adicionales se conocen en la técnica y algunos se describen en
el presente documento. Véase también “Monomethylvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligands”, solicitud
de EE.UU. 2005/238649

[0146] En algunas realizaciones, el ligador puede comprender residuos de aminoacidos. Componentes de
ligador de aminoacidos a modo de ejemplo incluyen un dipéptido, un tripéptido, un tetrapéptido o un pentapéptido.
Dipéptidos a modo de ejemplo incluyen: valina-citrulina (vc o val-cit), alanina-fenilalanina (af o ala-phe). Tripéptidos a
modo de ejemplo incluyen: glicina-valina-citrulina (gly-val-cit) y glicina-glicina-glicina (gly-gly-gly). Residuos de
aminoacidos que comprenden un componente de ligador de aminoacidos incluyen aquellos que se producen
naturalmente, ademas de aminoacidos menores y analogos de aminoacidos que se producen no naturalmente, tales
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como citrulina. Los componentes de ligador de aminoacidos pueden disefiarse y optimizarse en su selectividad para
escisién enzimatica por una enzima particular, por ejemplo, una proteasa asociada a tumor, catepsina B, Cy D, o
una proteasa de plasmina.

[0147] Los grupos nucledfilos en anticuerpos incluyen, pero no se limitan a: (i) grupos amina del extremo N, (ii)
grupos amina de la cadena lateral, por ejemplo, lisina, (iii) grupos tiol de la cadena lateral, por ejemplo, cisteina, y (iv)
grupos hidroxilo o amino de azlcar en los que el anticuerpo esta glucosilado. Los grupos amina, tiol e hidroxilo son
nucledfilos y pueden reaccionar para formar enlaces covalentes con grupos electréfilos en restos de ligador y
reactivos de ligador que incluyen: (i) ésteres activos tales como ésteres de NHS, ésteres de HOBt, haloformiatos y
haluros de &cido; (ii) haluros de alquilo y bencilo tales como haloacetamidas; (iii) aldehidos, cetonas, grupos
carboxilo y maleimida. Ciertos anticuerpos tienen disulfuros entre cadenas reducibles, es decir, puentes de cisteina.
Los anticuerpos pueden hacerse reactivos para la conjugacién con reactivos de ligador mediante tratamiento con un
agente reductor tal como DTT (ditiotreitol). Por tanto, cada puente de cisteina formara tedéricamente dos nucledfilos
de tiol reactivos. Grupos nucledfilos adicionales pueden introducirse en anticuerpos mediante la reaccion de lisinas
con 2-iminotiolano (reactivo de Traut) produciendo la conversién de una amina en un tiol. Pueden introducirse
grupos tiol reactivos en el anticuerpo (o fragmento del mismo) introduciendo uno, dos, tres, cuatro o mas residuos de
cisteina (por ejemplo, preparando anticuerpos mutantes que comprenden uno o mas residuos de aminoacidos de
cisteina no nativos).

[0148] Los conjugados anticuerpo-farmaco de la invencion también pueden producirse por modificacion del
anticuerpo para introducir restos electrofilos que pueden reaccionar con sustituyentes nucledfilos en el reactivo de
ligador o farmaco. Los azUcares de anticuerpos glucosilados pueden oxidarse, por ejemplo, con reactivos oxidantes
de peryodato para formar grupos aldehido o cetona que pueden reaccionar con el grupo amina de reactivos de
ligador o restos de farmaco. Los grupos de base de Schiff de iminas resultantes pueden formar un enlace estable, o
pueden reducirse, por ejemplo, por reactivos de borohidruro para formar enlaces de amina estables. En una
realizacién, la reaccion de la porcion de hidrato de carbono de un anticuerpo glucosilado con tanto galactosa oxidasa
como meta-peryodato de sodio pueden dar grupos carbonilo (aldehido y cetona) en la proteina que pueden
reaccionar con grupos apropiados en el farmaco (Hermanson, Bioconjugate Techniques). En otra realizacion, las
proteinas que contienen residuos de serina o treonina del extremo N pueden reaccionar con meta-peryodato de
sodio, produciendo la produccion de un aldehido en lugar del primer aminoacido (Geoghegan & Stroh, (1992)
Bioconjugate Chem. 3:138-146; documento US 5362852). Tal aldehido puede hacerse reaccionar con un resto de
farmaco o nucledfilo ligador.

[0149] Asimismo, los grupos nucledfilos en un resto de farmaco incluyen, pero no se limitan a: grupos amina,
tiol, hidroxilo, hidrazida, oxima, hidracina, tiosemicarbazona, carboxilato de hidracina y arilhidrazida que pueden
reaccionar para formar enlaces covalentes con grupos electréfilos en restos de ligador y reactivos de ligador que
incluyen: (i) ésteres activos tales como ésteres de NHS, ésteres de HOBt, haloformiatos y haluros de acido; (ii)
haluros de alquilo y bencilo tales como haloacetamidas; (iii) aldehidos, cetonas, grupos carboxilo y maleimida.

[0150] Alternativamente, una proteina de fusion que comprende el anticuerpo y agente citotdxico puede
prepararse, por ejemplo, por técnicas recombinantes o sintesis de péptidos. La longitud del ADN puede comprender
regiones respectivas que codifican las dos porciones del conjugado tanto adyacentes entre si como separadas por
una region que codifica un péptido ligador que no destruye las propiedades deseadas del conjugado.

[0151] En otra realizacion mas, el anticuerpo puede conjugarse con un “receptor” (como estreptavidina) para
la utilizacion en la eleccion previa como diana de tumores en el que el conjugado anticuerpo-receptor se administra
al paciente, seguido de la eliminacién del conjugado sin unir de la circulacion usando un agente de limpieza y luego
administracion de un “ligando” (por ejemplo, avidina) que esta conjugado con un agente citotdxico (por ejemplo, un
radionucleotido).

[0152] Las formulaciones terapéuticas de anticuerpo anti-EphB2 se preparan para almacenamiento
mezclando el anticuerpo que tiene el grado de pureza deseado con vehiculos, excipientes o estabilizadores
farmacéuticamente aceptables opcionales (Remington: The Science and Practice of Pharmacy 202 edicion (2000)),
en forma de formulaciones liofilizadas o disoluciones acuosas. Los vehiculos, excipientes o estabilizadores
aceptables son no toxicos para los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas e incluyen
tampones tales como acetato, Tris, fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen acido
ascoérbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio;
cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquilparabenos tales como metil o
propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular
(inferior a aproximadamente 10 residuos); proteinas tales como albimina de suero, gelatina o inmunoglobulinas;
polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono que incluyen glucosa, manosa o dextrinas;
agentes quelantes tales como EDTA; tonificantes tales como trehalosa y cloruro sédico; azlcares tales como
sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; tensioactivo tal como polisorbato; contraiones formadores de sal tales como
sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no idnicos tales como
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TWEEN®, PLURONICS® o polietilenglicol (PEG). La formulacién comprende preferentemente el anticuerpo a una
concentracion de entre 5-200 mg/ml, preferentemente entre 10-100 mg/ml.

[0153] Los principios activos también pueden atraparse en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por
técnicas de coacervacion o por polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o
gelatina y microcapsulas de poli-(metilmetacilato), respectivamente, en sistemas de administracién de farmacos
coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de albdimina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o
en macroemulsiones. Tales técnicas se desvelan en Remington: The Science and Practice of Pharmacy 202 edicion
(2000).

[0154] Pueden prepararse preparaciones de liberaciéon sostenida. Ejemplos adecuados de preparaciones de
liberacion sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidr6fobos sélidos que contienen el anticuerpo,
matrices que estan en forma de articulos moldeados, por ejemplo, peliculas, o microcapsulas. Ejemplos de matrices
de liberacién sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) o poli(alcohol
vinilico)), polilactidas (patente de EE.UU. n° 3.773.919), copolimeros de acido L-glutdmico y L-glutamato de y-etilo,
acetato de etilenvinilo no degradable, copolimeros de acido lactico-acido glicélico degradables tales como LUPRON
DEPOT® (microesferas inyectables compuestas por copolimero de acido lactico-acido glicélico y acetato de
leuprolida) y &cido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

[0155] Las formulaciones que van a usarse para administracion in vivo deben ser estériles. Esto se realiza
facilmente por filtracion a través de membranas de filtracion estériles.

[0156] Los anticuerpos (tal como composiciones farmacéuticas que comprenden el anticuerpo) pueden
administrarse a un paciente, segun procedimientos conocidos, tales como administracion intravenosa como un bolo
o por infusién continua durante un periodo de tiempo, por vias intramuscular, intraperitoneal, intracerobroespinal,
subcutéanea, intra-articular, intrasinovial, intratecal, oral, tdpica, o por inhalacion. Se prefiere administracion
intravenosa o subcuténea del anticuerpo.

En una realizacion, el tratamiento de la presente invencion implica la administracion combinada de un anticuerpo
anti-EphB2 y uno o mas agentes quimioterapéuticos. La presente invencion contempla la administracion de mezclas
de diferentes agentes quimioterapéuticos. La administracion combinada incluye co-administracion, usando
formulaciones separadas o una Unica formulacién farmacéutica, y administracion consecutiva en cualquier orden, en
la que preferentemente hay un periodo de tiempo mientras que ambos (0 todos) los agentes activos ejercen
simultdneamente sus actividades biolégicas.

[0157] Los programas de preparacion y dosificacion para tales agentes quimioterapéuticos pueden usarse
segun instrucciones del fabricante o segun se determine empiricamente por el médico experto. Los programas de
preparacion y dosificacion para quimioterapia también se describen en, por ejemplo, Chemotherapy Service Ed.,
M.C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, MD (1992) y Lippincott's Cancer Chemotherapy Handbook, Baquiran y
col., eds. Lippincott, Wiliams y Wilkins (2002). El agente quimioterapéutico puede preceder, o seguir la
administracion del anticuerpo o puede administrarse simultaneamente con el mismo.

[0158] Para la prevencion o tratamiento de enfermedad, la dosificacion apropiada de anticuerpo dependera
del tipo de enfermedad que va a tratarse, como se define anteriormente, la gravedad y evolucion de la enfermedad,
si el anticuerpo se administra para fines preventivos o terapéuticos, terapia previa, la historia clinica del paciente y
respuesta al anticuerpo, y la discrecion del médico adjunto. El anticuerpo se administra adecuadamente al paciente
de una vez o durante una serie de tratamientos. En una pauta de terapia de combinacion, las composiciones de la
presente invencién se administran en una cantidad terapéuticamente eficaz o sinérgica. Como se usa en el presente
documento, una cantidad terapéuticamente eficaz es de forma que la co-administracion de anticuerpo anti-EphB2 y
uno o varios de otros agentes terapéuticos, o la administracién de una composicién de la presente invencion,
produzca la reduccién o inhibicion de la enfermedad o afeccién que elige diana. Una cantidad terapéuticamente
sinérgica es la cantidad de anticuerpo anti-EphB2 y uno o varios de otros agentes terapéuticos necesarios para
reducir o eliminar sinérgica o significativamente las afecciones o sintomas asociados a una enfermedad particular.

[0159] Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, aproximadamente 1 pg/kg a 50 mg/kg (por ejemplo
0,1-20 mg/kg) de anticuerpo es una dosificacion candidata inicial para la administracién al paciente, tanto si es, por
ejemplo, por una 0 mas administraciones separadas como por infusién continua. Una dosificacion diaria tipica podria
oscilar de aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores
mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o prolongadas, dependiendo de la
afeccion, el tratamiento es sostenido hasta que se produce una supresién deseada de los sintomas de la
enfermedad. Sin embargo, pueden ser Utiles otras pautas de dosificacion. En un aspecto preferido, el anticuerpo de
la invencion se administra cada dos a tres semanas, a una dosis que oscila de aproximadamente 5 mg/kg a
aproximadamente 15 mg/kg. El progreso de la terapia de la invencion se monitoriza facilmente por técnicas y
ensayos convencionales. La eficacia del tratamiento de la invencion puede medirse por diversos criterios de
valoracién comunmente usados en la evaluacion de los tratamientos contra el cancer que incluyen, pero no se
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limitan a, regresién del tumor, encogimiento del peso o tamafio del tumor, tiempo hasta la progresion, la duracién de
la supervivencia, supervivencia libre de progresion, tasa de respuesta global, la duracién de la respuesta y calidad
de vida.

Procedimientos de tratamiento de trastornos que comprenden adenomas de colon

[0160] En el presente documento se desvelan adicionalmente procedimientos para detectar la expresiéon de
EphB2 en adenomas de colon, y procedimientos para tratar trastornos caracterizados por adenomas de colon
(indistintamente llamados “trastornos de adenoma de colon”). Los solicitantes encontraron sorprendentemente que
EphB2 se expresa en exceso en adenomas de colon. Por consiguiente, EphB2 es una diana atractiva para terapia
con inmunoconjugados para trastornos que caracterizan adenomas de colon, por ejemplo, poliposis adenomatosa
familiar (PAF), en la que pacientes desarrollan grandes numeros de pdlipos adenomatosos col6nicos. Por
consiguiente, en un aspecto, la invenciéon proporciona procedimientos para tratar un paciente que tiene o del que se
sospecha que tiene un trastorno caracterizado por adenoma(s) de colon administrando una cantidad eficaz de un
inmunoconjugado anti-EphB2 al paciente. Adicionalmente se desvelan procedimientos para mejorar, reducir la
incidencia de, paliar, retrasar el desarrollo de, retrasar la progresion de o prevenir un trastorno caracterizado por
adenoma(s) de colon administrando una cantidad eficaz de un inmunoconjugado anti-EphB2 a un paciente que tiene
o del que se sospecha que tiene un trastorno caracterizado por adenoma(s) de colon. En otro aspecto, la invencion
proporciona procedimientos para tratar un paciente que tiene o del que se sospecha que tiene un trastorno
caracterizado por adenoma(s) de colon administrando una cantidad eficaz de un agente anti-EphB2 (tal como un
anticuerpo) al paciente. Adicionalmente se desvelan procedimientos para mejorar, reducir la incidencia de, paliar,
retrasar el desarrollo de, retrasar la progresion de o prevenir un trastorno caracterizado por adenoma(s) de colon
administrando una cantidad eficaz de un agente anti-EphB2 (tal como un anticuerpo) a un paciente que tiene o del
que se sospecha que tiene un trastorno caracterizado por adenoma(s) de colon.

[0161] Los procedimientos de la divulgacion son particularmente adecuados para trastornos caracterizados
por una pluralidad de adenomas de colon (tal como mas de 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900, 1000 o méas adenomas de colon), que incluyen al menos los siguientes: trastorno de poliposis
adenomatosa familiar (PAF) dominante autosémica producida por mutacién en el gen APC (Tomlinson y col., J Med
Genet 1996;33:268-73); sindrome de Peutz-Jegher (PJS), sindrome de poliposis juvenil (JPS), PAF atenuada
producida por mutaciones en el gen MYH (Sieber y col. N Eng J Med 348:791-9 (2003)), sindrome de poliposis mixta
hereditaria (SPMH), enfermedad de Cowden y sindrome de Bannayan-Ruvalcaba-Riley. Véanse también Crawford
JM, Gastrointestinal tract, en: Cotran RS y col. Robbin's Pathological Basis of Disease, 6% ed. London: Saunders
(1999) pp775-844; Nicum y col., Acta Oncol 42:263-275 (2003); Kinzler, KW y Vogelstein, B. Colorectal Tumors, en
Kinzeler KW, Vogelstein B, eds. The Genetic Basis of Human Cancer: McGraw-Hill 1999, pag. 565-87.

[0162] Agentes anti-EphB2 a modo de ejemplo (tal como anticuerpos e inmunoconjugados) se describen en el
presente documento. En el presente documento se describen formulaciones y dosificaciones a modo de ejemplo. El
progreso de la terapia de la invencion se monitoriza facilmente por técnicas y ensayos convencionales como se
conocen en la técnica y se desvelan en el presente documento. La eficacia del tratamiento de la invencién puede
medirse por diversos criterios de valoracién cominmente usados en la evaluacién de los tratamientos que incluyen,
pero no se limitan a, regresién de adenomas, encogimiento de peso o tamafio de adenomas, tiempo hasta la
progresion, la duracion de la supervivencia, supervivencia libre de progresion, tasa de respuesta global, la duracién
de la respuesta y calidad de vida.

Procedimientos para la deteccion de la expresion de EphB2 en adenoma de colon

[0163] En otro aspecto, la divulgacién proporciona procedimientos que comprenden la deteccion de
polipéptido(s) y/o polinucleétido(s) EphB2 en una muestra biolégica de un paciente que tiene o del que se sospecha
que tiene un trastorno de adenoma de colon. Como se observa en el presente documento, los solicitantes
encontraron sorprendentemente que EphB2 se expresa en exceso en adenomas de colon tales como adenomas
planos, tubulares, tubulovellosos y vellosos. La deteccion de la expresion de EphB2 en adenomas de colon es {itil,
por ejemplo, para determinar la idoneidad para el tratamiento con un agente anti-EphB2 (tal como un
inmunoconjugado que comprende un anticuerpo anti-EphB2), monitorizar el tratamiento con inmunoconjugados anti-
EphB2 u otros agentes o intervenciones (por ejemplo, cirugia, radiacién), determinar la reapariciéon de adenomas,
monitorizar la progresion de adenomas, y similares. En algunas realizaciones, la expresion de EphB2 se detecta
antes; durante; después; antes y durante; antes y después; durante y después; antes, durante y después del
tratamiento (por ejemplo, tratamiento con un agente anti-EphB2).

[0164] Por consiguiente, en un aspecto se proporcionan procedimientos para la deteccion de polinucleétido
y/o polipéptido EphB2 en una muestra biolégica de un paciente que tiene o del que se sospecha que tiene un
trastorno de adenoma de colon, comprendiendo el procedimiento detectar la expresién de polinucleétido y/o
polipéptido EphB2 en la muestra biolégica. En otro aspecto, la invenciéon proporciona procedimientos para la
deteccién de polinucleétido y/o polipéptido EphB2 en una muestra bioldgica de un paciente que tiene o del que se
sospecha que tiene un trastorno de adenoma de colon, comprendiendo los procedimientos comparar la expresion de
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polinucledtido y/o polipéptido EphB2 en la muestra bioldgica con expresion de EphB2 en una muestra de control (o
valor de referencia de control). En algunas realizaciones, el aumento de la expresién de EphB2 en la muestra de
paciente con respecto a la muestra de control (o valor de referencia de control) es pronéstica de cancer en el sujeto.
En algunas realizaciones, la disminucion de la expresién de EphB2 en la muestra de paciente con respecto a la
muestra de control (o valor de referencia de control) es prondstica de cancer en el sujeto.

[0165] Adicionalmente se proporcionan procedimientos para detectar la expresion de polinucleétidos y/o
polipéptidos EphB2 en células y/o tejido de adenoma de colon de un paciente, comprendiendo los procedimientos:
(a) obtener las células y/o tejido de adenoma de colon; y (b) detectar la expresion de EphB2 en las células y/o tejido
de adenoma de colon. En algunas realizaciones, el aumento de la expresién de EphB2 en la muestra bioldgica del
paciente con respecto a una muestra de control (o un valor de referencia de control) es prondéstica de cancer en el
sujeto. En algunas realizaciones, la disminucion de la expresion de EphB2 en la muestra de paciente con respecto a
la muestra de control (o valor de referencia de control) es prondstica de cancer en el sujeto.

[0166] Los procedimientos de la divulgacion también pueden detectar polipéptido(s) y/o polinucleétido(s) de
variante de EphB2 y/o fragmentos de EphB2. La deteccién de variantes y fragmentos de EphB2 se describe en el
presente documento.

[0167] La deteccion de la expresion puede ser cuantitativa o cualitativa. La presencia y/o ausencia y/o nivel de
expresion de EphB2 puede detectarse. Se entiende que la ausencia de expresion de EphB2 incluye niveles
insignificantes, o de minimos. La expresion de polinucleétido y/o polipéptido EphB2 en la muestra bioldgica de
prueba puede ser superior a la observada para una muestra de control biologica (llamada “expresiéon en exceso). En
algunas realizaciones, la expresion de EphB2 es al menos aproximadamente 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces,
30 veces, 40 veces, 50 veces, 75 veces, 100 veces, 150 veces superior o superior en la muestra biolégica de
prueba. En algunas realizaciones, la expresion del polipéptido EphB2 se determina en un ensayo de
inmunohistoquimica (“IHC”) para puntuar al menos 2 o superior para intensidad de tincién. En algunas realizaciones,
la expresion del polipéptido EphB2 se determina en un ensayo de IHC para puntuar al menos 1 o superior, o al
menos 3 o superior para intensidad de tincion. La expresion de polinucle6tido y/o polipéptido EphB2 en la muestra
bioldgica de prueba puede ser inferior a la observada para una muestra de control biolégica (llamada “expresién por
defecto). En algunas realizaciones, la expresion de EphB2 es al menos aproximadamente 2 veces, 5 veces, 10
veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 75 veces, 100 veces, 150 veces inferior o inferior en la muestra
biolégica de prueba. Procedimientos para la deteccién de polinucleétido y/o polipéptido EphB2 se conocen en la
técnica y se desvelan y ejemplifican en el presente documento.

[0168] En otro aspecto, la divulgacion proporciona procedimientos para diagnosticar trastornos caracterizados
por adenomas de colon, comprendiendo dichos procedimientos deteccion de polinucleotido y/o polipéptido EphB2 en
una muestra bioldgica de un paciente que tiene o del que se sospecha que tiene un trastorno de adenoma de colon.
En algunas realizaciones, el aumento de la expresién de EphB2 en la muestra bioldgica del paciente con respecto a
una muestra de control (o un valor de referencia de control) es diagnéstico de un trastorno de adenoma de colon en
el sujeto.

Kit, composiciones y articulos de fabricacion

[0169] Para su uso en las aplicaciones descritas 0 sugeridas anteriormente también se proporcionan Kkits,
composiciones y articulos de fabricacion. En algunas realizaciones, los kits comprenden uno o mas recipientes que
comprenden un agente anti-EphB2 (tal como un anticuerpo), un inmunoconjugado anti-EphB2, un polinucleétido
EphB2 y/o un polipéptido EphB2, y en algunas realizaciones comprenden ademas instrucciones para su uso segun
cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento (tal como procedimientos para evaluacion (tal
como evaluacién de pronéstico) de un paciente que tiene o del que se sospecha que tiene cancer, procedimiento
para la seleccién del tratamiento contra el cancer para un paciente, procedimientos para tratar un paciente que tiene
o del que se sospecha que tiene un trastorno de adenoma de colon, procedimientos para detectar polinucleétido o
polipéptido EphB2 en una muestra biolégica de un paciente que tiene o del que se sospecha que tiene un trastorno
de adenoma de colon, procedimientos para detectar polinucleétido o polipéptido de la expresion de EphB2 en
células de adenoma de colon o tejido de un paciente y/o procedimientos que comprenden detectar la expresion del
polinucleétido o polipéptido EphB2 en la muestra biol6gica). Los kits puede comprender ademas un control
adecuado (valor de referencia de control).

[0170] Tales kits pueden comprender un medio de vehiculo que estd compartimentalizado para recibir en
estrecho confinamiento uno o0 mas medios de recipiente tales como viales, tubos y similares, comprendiendo cada
medio de recipiente uno de los elementos separados que va a usarse en el procedimiento. Por ejemplo, uno de los
medios del recipiente puede comprender un polinucleétido (tal como una sonda o cebador) que esta o puede estar
detectablemente marcado. Tal polinucleétido puede ser un anticuerpo o polinucleétido especifico para una proteina
EphB2 o un polinucleétido EphB2, respectivamente. Si el kit utiliza hibridacion de acidos nucleicos para detectar el
acido nucleico diana, el kit también puede tener, por ejemplo, recipientes que contienen nucleétido(s) para la
amplificacion de la secuencia de acidos nucleicos diana y/o un recipiente que comprende un medio indicador tal
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como una proteina de unién a biotina tal como avidina o estreptavidina, unida a una molécula indicadora, tal como
una marca enzimatica, fluorescente o de radiois6topo.

[0171] El kit comprendera normalmente el recipiente descrito anteriormente y uno o varios de otros recipientes
que comprenden materiales deseables desde un punto de vista comercial o de usuario, que incluyen tampones,
diluyentes, filtros, agujas, jeringuillas y prospectos con instrucciones para su uso. Una etiqueta puede estar presente
sobre el recipiente para indicar que la composicién se usa para una terapia especifica o aplicacién no terapéutica, y
también puede indicar indicaciones para uso bien in vivo o bien in vitro, tal como aquellos descritos anteriormente.

[0172] Los kits tienen varias realizaciones. Una realizacién tipica es un kit que comprende un recipiente, una
etiqueta sobre dicho recipiente y una composicion contenida dentro de dicho recipiente; en el que la composicion
incluye un anticuerpo primario que se une a una secuencia de polipéptidos de EphB2, la etiqueta sobre dicho
recipiente indica que la composicidon puede usarse para evaluar la presencia de proteinas EphB2 en al menos un
tipo de célula de mamifero, e instrucciones para usar el anticuerpo para EphB2 que comprende la deteccion de la
presencia o ausencia de proteina EphB2 en al menos un tipo de célula de mamifero. El kit puede comprender
ademas un conjunto de instrucciones y materiales para preparar una muestra de tejido y aplicar el anticuerpo y
sonda a la misma seccion de una muestra de tejido. El kit puede incluir tanto un anticuerpo primario como
secundario, estando el anticuerpo secundario conjugado con una marca, por ejemplo, una marca enzimatica.

[0173] Otra realizacion es un kit que comprende un recipiente, una etiqueta sobre dicho recipiente y una
composicion contenida dentro de dicho recipiente; en el que la composicion incluye un polinucleétido que se hibrida
con un complemento del polinucleétido EphB2 bajo condiciones rigurosas, la etiqueta sobre dicho recipiente indica
que la composicion puede usarse para evaluar la presencia de EphB2 en al menos un tipo de célula de mamifero, e
instrucciones que comprenden el uso del polinucleétido EphB2 para evaluar la presencia de ARN o ADN de EphB2
en al menos un tipo de célula de mamifero.

[0174] Otros componentes opcionales en el kit incluyen uno o mas tampones (por ejemplo, tampdén de
bloqueo, tampo6n de lavado, tamp6n de sustrato, etc.), otros reactivos tales como sustrato (por ejemplo, cromégeno)
gue es quimicamente alterado por una marca enzimatica, disolucion de recuperacion de epitopes, muestras de
control (controles positivos y/o negativos), portaobjetos de control, etc.

[0175] Las composiciones (tales como composiciones farmacéuticas) comprenden un agente anti-EphB2 (tal
como un anticuerpo) e inmunoconjugado anti-EphB2, un polinucle6tido EphB2 y/o un polipéptido EphB2, y en
algunas realizaciones comprenden ademas instrucciones para su uso segun cualquiera de los procedimientos
descritos en el presente documento (tal como procedimientos para evaluacion (tal como evaluacion de prondstico)
de un paciente que tiene o del que se sospecha que tiene cancer, procedimiento para la seleccion del tratamiento
contra el cancer para un paciente, procedimientos para tratar un paciente que tiene o del que se sospecha que tiene
un trastorno de adenoma de colon, procedimientos para detectar polinucle6tido o polipéptido EphB2 en una muestra
biolégica de un paciente que tiene o del que se sospecha que tiene un trastorno de adenoma de colon,
procedimientos para detectar la expresion de polinucledtidos o polipéptidos EphB2 en células de adenoma de colon
o tejido de un paciente, y/o procedimientos que comprenden detectar la expresiéon del polinucleétido o polipéptido
EphB2 en la muestra biolégica).

[0176] Los articulos de fabricacion pueden comprender componentes y/o composiciones de kit descritas en el
presente documento.

[0177] Diversos aspectos de la invencion se describen e ilustran adicionalmente a modo de los ejemplos que
siguen, ninguno de los cuales pretende limitar el alcance de la invencion.

EJEMPLOS
PROCEDIMIENTOS Y MATERIALES
Base de datos Gene Logic

[0178] La expresion de EphB2 se examiné en la base de datos Gene Logic (Gaithersburg, MD) de los datos
de la matriz de sondas HG-U133 de Affymetrix (conjunto de sondas 209588 at) para tejidos colorrectales que
incluyen colon normal (n = 288), adenomas (n = 30), canceres primarios (n = 122), metastasis distantes (n = 55),
epitelio normal microdiseccionado por laser (n = 16) y epitelio microdiseccionado por laser de canceres primarios (n
= 9). Brevemente, el andlisis de la base de datos GeneExpress® (Gene Logic Inc., Gaithersburg, MD), una base de
datos patentada que contiene informacion de expresidon génica, se realizd usando tanto software disponible
mediante Gene Logic Inc., Gaithersburg, MD, para su uso con la base de datos GeneExpress®, como con software
patentado escrito y desarrollado en Genentech, Inc. para su uso con la base de datos GeneExpress®. Véase Jubb y
col., J Clin Pathol 2004 57:514-512 para descripcién adicional del sistema Genelogic. La clasificacion de
acontecimientos positivos en el andlisis se basa en varios criterios que incluyen, por ejemplo, especificidad por
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tejido, especificidad por tumor y nivel de expresion en tejidos esenciales normales y/o proliferantes normales.
Muestras de tejido y construccion de micromatrices de tejido (MMT)
Lineas celulares

[0179] Se obtuvieron Colo206 y CX-1 de DSMZ (Braunschweig, Alemania), KM12 se obtuvo del Instituto
nacional del cancer (Bethesda, MD), y todas las otras lineas celulares de CCR se obtuvieron de ATCC (Manassas,
VA). Las células se cultivaron en 50/50 de medio Ham's F12 y de Eagle modificado por Dulbecco, complementado
con L-glutamina 2 mM y 10% de suero bovino fetal. EI ARN total se recogi6 y se hibridé con matrices de sonda HG-
U133 GeneChip de Affymetrix como se ha descrito previamente (Yang y col., Arterioscler Thromb Vasc Biol
2002;22:1797-803). Los sedimentos de células también se fijaron en formalina, se incorporaron en parafina y se
representaron en MMT como se ha descrito previamente (Kononen y col. Nat Med 1998;4:844-7).

Tejidos humanos

[0180] Un comité de revisién ético (Universidad de Leeds, RU) aprobd el uso de todos los tejidos e
informacion clinica. El archivo de histopatologia del Hospital general de Leeds (Leeds, RU) se cribé para identificar
148 adenomas colorrectales anonimizados, que incluyeron 84 adenomas tubulares, 27 adenomas tubulovellosos, 5
adenomas vellosos y 32 adenomas planos. Los tejidos incorporados en parafina fijados a formalina se biopsizaron
para representar cada adenoma en MMT, como se ha descrito previamente (Kononen y col. Nat Med 1998;4:844-7).

[0181] Los tejidos incorporados en parafina fijados en formalina de canceres primarios de correspondencia y
metéstasis de mudltiples fuentes se recuperaron de los archivos de Genentech. La serie comprendia 28 CCR
primarios y 30 metastasis (seis mesentéricas, 21 de los ganglios linfaticos y 3 hepéticas), representando 27
pacientes. También se incluyeron nuevas metastasis hepaticas sin corresponder adicionales. Se cortaron secciones
completas y se usaron para ensayos aguas abajo.

[0182] Este estudio también investigd 342 CCR del archivo de tejidos de la Universidad de Leeds,
representando 330 pacientes que se sometieron a reseccion en el Departamento de Cirugia en el Hospital Marien
(Duesseldorf, Alemania) entre enero de 1990 y diciembre de 1995. Los datos de mucosa normal y supervivencia de
correspondencia estuvieron disponibles para todos los pacientes, que incluyen informacién sobre la reaparicion de
enfermedad. La mediana del tiempo de seguimiento fue 4,2 afios (intervalo: 5 meses a 11,4 afios).
Posoperatoriamente, catorce pacientes recibieron quimioterapia, doce pacientes recibieron radioterapia y siete
pacientes ambos. Ciento diez tumores (32%) fueron proximales a la flexion esplénica, la edad media en el
diagndstico fue 69 afios (intervalo: 28-88 afios) y 150 pacientes (45%) fueron hombres. Al final del periodo de
seguimiento, la reaparicion de enfermedad local se observo en 25 pacientes, metastasis distantes en 49 pacientes y
8 pacientes mostraron ambos (Grabsch y col. Am J Clin Pathol 2004;122:511-6). Se construyeron MMT como se ha
descrito previamente (Kononen y col. Nat Med 1998;4:844-7).

Hibridacién in situ (HIS)

[0183] Se emplearon ribosondas marcadas con ¥p para evaluar la expresion de ARNm de EphB2. Se
amplificaron moldes de ADNc por reaccion en cadena de la polimerasa a partir de ADNc listo para la maratén de
cerebro humano completo (BD Clontech, Palo Alto, CA). Cebadores directos e inversos contuvieron sitios de
iniciacion de 5' T7 y T3 ARN polimerasa, respectivamente. Se disefiaron ribosondas para complementar los
nucleétidos 3043-3500 de la secuencia de ARNm de la variante de transcrito 2 (acceso de GenBank NM_004442) y
los nucledtidos 2972-3404 de la secuencia de ARNm de la variante de transcrito 1 (acceso de GenBank
NM_017449): directo  5-T7-GCCCTCCTGGTGCTCTATCC-3' (SEQ ID NO:15), inverso  5-T3-
TCTGTCCATCTGTCCCGTCCT-3' (SEQ ID NO:16). La transcripcion in vitro de sondas sentido y antisentido,
hibridacion y revelado de secciones se llevaron a cabo como se describe en Jubb y col. J Pathol 2003;200:577-88.
Las secciones de tejido hibridadas se revisaron por microscopia de campo brillante y oscuro en una escala de 0-3
para la intensidad maxima de expresion de EphB2 en >10% del epitelio.

Inmunohistoquimica (IHC)

[0184] La IHC se realizé6 como se describe en Jubb y col. J Pathol 2003;200:577-88. En resumen, la
recuperacion de antigeno mediada por calor se realizd sobre secciones desparafinadas (disolucidn de recuperacion
diana, DAKOCytomation, Carpinteria, EE.UU.), antes del bloqueo de la biotina enddgena (kit de bloqueo de avidina-
biotina, Vector Labs, Burlingame, CA) e inmunoglobulinas no especificas con 10% de suero de caballo normal,
segun las instrucciones del fabricante. El inmunomarcado se realiz6 con un anticuerpo policlonal anti-EphB2
(nimero de catalogo AF467, R&D Systems, Mineapolis, MN) o inmunoglobulinas de cabra sin tratamiento previo
(R&D Systems) a 1 pg/ml. Los inmunocomplejos se marcaron con un anticuerpo secundario anti-cabra biotinilado
(Vector Labs) y un complejo de avidina-hiotina-peroxidasa de rabano picante (Vectastain Elite, Burlingame, CA). Los
tejidos se puntuaron en una escala de 0-3 para la intensidad maxima de expresion de EphB2 en >10% del epitelio.
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Las MMT de sedimentos de células se incluyeron en cada ejecucion de tincién para controlar la variabilidad en la
intensidad de tincion.

Anélisis estadistico

[0185] El mismo anatomopat6logo puntué todos los casos, cegado al desenlace clinico. La puntuacion se
realizé segun los criterios enumerados en la Tabla 1. En todos las MMT, la puntuacién del mayor ndcleo de
expresion (n = 1-3 /muestra) se usé para representar cada paciente. Los tiempos de supervivencia medios dentro de
cada subgrupo se estimaron a partir de curvas de Kaplan-Meier y las razones de riesgo correspondientes para
supervivencia global y sin reaparicion se estimaron por modelado de ajuste de riesgos proporcionales usando el
software JMP version 5.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC). Las asociaciones estadisticas se evaluaron usando la
prueba de la chi al cuadrado, prueba de la t de Student, correlacién por rangos de Spearman segun conviniera. La
significancia estadistica se asumié si el valor de P fue < 0,05.

RESULTADOS EXPERIMENTALES

[0186] La expresibn de EphB2 se analizd en mucosa normal, adenomas, cénceres primarios de
correspondencia y metastasis, y una serie de canceres primarios con seguimiento clinico detallado. Los objetivos de
este estudio fueron investigar el impacto del pronéstico de EphB2 en cancer colorrectal (‘CCR”) y examinar los
niveles relativos de expresion de EphB2 a través de la secuencia de adenoma a adenocarcinoma. Los experimentos
se realizaron usando los procedimientos y materiales descritos anteriormente. Los resultados de estos experimentos
se ilustran en las Figuras 7-11, como se trata mas adelante.

Datos de micromatrices de oligonucle6tidos

[0187] Un andlisis de la base de datos Gene Logic demostré que el colon normal tenia un nivel de expresion
de EphB2 medio significativamente inferior al de los adenomas colorrectal, canceres primarios y metastasis
distantes, P < 0,0001 (Figura 7A). Esta tendencia se preservo en muestras microdiseccionadas por laser, P = 0,01
(Figura 7B). Los canceres primarios no tuvieron una expresion media significativamente mayor que los adenomas (P
= 0,06) o metéastasis (P = 0,48) (Figura 7A). El perfilado de la expresién reveldé que EphB2 era menos frecuente en
lineas celulares de CCR, con la mayor expresién a niveles de acuerdo con colon normal (Figura 7C). Los niveles de
transcrito de EphB2 y proteina EphB2 guardaron significativamente la misma relacion en lineas celulares de CCR (P
< 0,0001).

Localizacion

[0188] En intestino grueso tanto normal como neoplésico, la expresion de ARNm y proteina de EphB2 se
localizé en el epitelio (Figuras 8, 9). La expresion de proteinas EphB2 fue predominantemente membranosa, con
expresion citopladsmica mas débil. En todas las muestras de colon normal, tanto la expresion de ARNm (n = 47)
como de proteina (n = 342) fue mas intensa en la base de la cripta (puntuacién = 2), disminuyendo la expresion al
epitelio luminal (puntuacion = 0). La intensidad de expresion maxima en poblaciones de células neoplasicas fue
equivalente a la expresion en la base de la cripta colonica (Figuras 8, 9). Todos los subtipos de adenomas
colorrectales presentaron evidencias de expresion homogénea de EphB2, con niveles relativamente mayores en
lesiones planas en comparacion con polipoides (Tabla 2). La falta de una correlacion con el tamafio del tumor o la
gravedad de la displasia sugiere que la expresion esta presente desde un estadio muy temprano en la tumorigénesis
(datos no mostrados). Aunque el 82% de los CCR primarios y el 64% de las metastasis mostraron algun nivel de
expresion de EphB2 en secciones completas (Figura 8), EphB2 no se expresé homogéneamente o uniformemente
en todos los tumores malignos. Esto es a diferencia de lesiones adenomatosas que, cuando estuvieron presentes,
expresaron EphB2 homogéneamente en toda la poblacién de células neoplasicas. El veintitrés por ciento de todos
los adenomas no expresé EphB2. La hibridacion de sondas HIS sentido y la tincion de inmunoglobulinas que no
recibieron tratamiento previo no superé el ruido (datos no mostrados). Estroma benigno, tejido de ganglio linfatico
normal y tejido hepatico normal fueron uniformemente negativos para la expresion de EphB2.

Tabla 2. Intensidad de la expresion de EphB2 en diferentes subtipos histologicos de adenoma

Histologia Puntuacién de intensidad IHC de EphB2, n (%) P (prueba de la t frente a
0 1 2 3 adenomas vellosos)

Adenomas planos (n = 32)* 2 (6) 13 (41) 11 (34) 6 (19) 0,81

Adenomas tubulares (n = 84) 22 (26) 35 (42) 25 (30) 2(2) 0,10

Adenomas tubulovellosos (n =27)  9(33) 10 (37) 8 (30) 0,05

Adenomas vellosos (n = 5) 3 (60) 1(20) 1(20)

*Prueba de la t para adenomas planos frente a polipoides, P = 0,001

Adenomas colorrectales, canceres primarios y metastasis
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[0189] Ciento quince (77%) de los 148 adenomas fueron positivos (puntuacién 21) para la expresion de
EphB2. Esto no fue estadisticamente diferente de la intensidad de expresion observada en CCR primarios, P = 0,37
(Figura 10). La expresion de EphB2 se demostré en todos los estados de tumorigénesis colorrectal, que incluyen
todas las criptas normales, 77% de adenomas, 82% de canceres primarios y 64% de metéastasis. Cuando estuvo
presente, EphB2 se expresé homogéneamente en todos los adenomas. Subtipos histolégicos diferentes de
adenomas polipoides no mostraron diferencia estadisticamente significativa en la intensidad de expresion de EphB2
(Tabla 2), aunque la expresion fue significativamente mayor en adenomas planos (P = 0,001). No hubo asociaciones
significativas con sitio, gravedad de displasia, frecuencia de pdlipos, tamafio de poélipos o sexo del paciente (datos
no mostrados). La expresion de EphB2 fue comparable en CCR primarios y metéstasis, P = 0,17 (Figura 10).
Aunque se observé expresion homogénea en adenomas, el patréon de tincion fue focal en la mayoria de las lesiones
malignas, con variacion considerable en la intensidad de tincion en toda la poblacion de células neoplasicas. Una
media del 25% de las células tumorales que expresaron proteina EphB2 en tumores malignos primarios y
secundarios puntuaron positivo para la expresion de EphB2. Todos los subtipos de adenomas colorrectales
mostraron pruebas para la expresion homogénea de EphB2, con niveles relativamente mayores en lesiones planas
en comparacion con polipoides (Tabla 2). La falta de una correlacion con el tamafio del tumor o la gravedad de
displasia sugiere que la expresion esté presente desde un estadio muy temprano en la tumorigénesis.

Serie de prondstico de CCR primarios

[0190] Trescientos veintisiete de los 330 pacientes fueron informativos de expresion de proteinas EphB2: 185
pacientes puntuaron cero, 101 pacientes puntuaron 1 y 41 pacientes puntuaron dos (ningun paciente puntud tres en
esta serie, y las puntuaciones estuvieron ausentes en tres pacientes). La HIS se realizé sobre una MMT que
contenia 47 CCR: ocho pacientes puntuaron cero, 19 pacientes puntuaron uno, 18 pacientes puntuaron dos y dos
pacientes puntuaron tres. Las criptas col6nicas normales correspondientes fueron positivas en la base en todos los
casos. Se observd una asociacion significativa entre IHC de EphB2 y puntuaciones de HIS en 46 canceres
informativos de ambos, P < 0,01.

[0191] Los efectos de la expresion de proteinas EphB2 se incluyeron en un ajuste de riesgos proporcional
para supervivencia global. Altos niveles de expresion de EphB2 se asociaron a una duracion de la supervivencia
media prolongada en céncer colorrectal y una supervivencia sin reaparicion media prolongada. Los pacientes cuyo
tumor se tiid 2+ para la expresion de EphB2 (frente a 0/1+) presentaron supervivencia global significativamente
prolongada: la duracién media de la supervivencia fue 2514 frente a 1044 dias, la razon de riesgos 0,45, intervalos
de confianza del 95%: 0,18-0,95 (Figura 11A). Se encontraron resultados similares en analisis de la supervivencia
sin reaparicion (supervivencia media 795 frente a 2233 dias, HR 0,60, IC: 0,30-1,10) (Figura 11B). Las curvas de
supervivencia para pacientes que puntuaron 0 6 1 fueron solapantes. Aunque la edad media fue significativamente
inferior en pacientes con alta expresion de proteinas EphB2 (65 frente a 69,3 afios, P < 0,02) (Tabla 3), la edad no
fue un factor prondstico en esta serie (datos no mostrados). No se observaron otras asociaciones estadisticamente
significativas (Tabla 2), y no hubo diferencias en la frecuencia de terapia con adyuvante recibida por los dos grupos
(datos no mostrados). El impacto de la supervivencia de las variables clinicopatolégicas descritas en la Tabla 2 se ha
tratado previamente (Grabsch y col. Am J Clin Pathol 2004;122:511-6). En un andlisis multifactorial, que incluye
estadio, grado, invasion linfatica e invasién de vasos sanguineos, una puntuacién de EphB2 de 2 fue un factor de
pronéstico independiente significativo (HR 0,47, IC 0,18-0,99).

Tabla 3. Asociacién de la expresion de EphB2 y variables clinicopatolégicas en 327 pacientes con CCR

Variable n Puntuacion de intensidad IHC de EphB2, n (%) P
2 061
Edad
Media 65 69,3 0,02
Sexo
Masculino 150 23 (56) 127 (44) 0,22
Femenino 177 18(44) 159 (56)
Estadio de TNM
| 74 14 (34) 60 (21) 0,28
I 140 14 (34) 126 (44)
11} 107 12 (29) 95 (33)
W 6 1(2) 52
Grado
1 4 31 (76) 4 (1)
2 247 216 (76)
3 74 10 (24) 64 (22) 0,82
4 2 2
Invasion linfatica
Ausente 238 28 (68) 210 (73) 0,62
Presente 89 13 (32) 76 (27)
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Variable n Puntuacion de intensidad IHC de EphB2, n (%) P
2 061

Invasion de vasos sanguineos
Ausente 300 36 (88) 264 (92) 0,50
Presente 27 5(12) 22 (8)

Sitio
Ciego, colon ascendente 109 16 (39) 93 (33) 0,16
y transverso
Colon descendente y 218 25 (61) 193 (67)
sigmoide, recto

[0192] Aungue la anterior invencion se ha descrito en algin detalle a modo de ilustracién y ejemplo para los

fines de claridad de entendimiento, las descripciones y ejemplos no deben interpretarse como limitantes del alcance
de la invencién, que sélo esta limitada por el alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Listado de secuencias

[0193]

<110> Genentech, Inc.

<120> PROCEDIMIENTOS DE PRONOSTICO, DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE CANCER

<130> P2201R1

<141> 05/01/2006
<150> US 60/642.164
<151> 06/01/2005
<160> 16
<210>1
<211>17
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 1
Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Glu Asn Tyr
1 5 10 15
Leu Ala
<210>2
<211>7
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 2
Gly Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5
<210> 3
<211>9
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 3
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Gln Asn Asp His Ser Tyr Pro Phe Thr
1 5

<210> 4

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 4

Ser Tyr Trp Met His
1 5

<210>5

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 5

Phe Ile Asn Pro Ser Thr Gly Tyr Thr Asp Tyr Asn Gln Lys Phe
1 5 10 15

Lys Asp

<210>6

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 6

Arg Leu Lys Leu Leu Arg Tyr Ala Met Asp Tyr
X 5 10

<210>7

<211> 114

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 7
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Asp Ile

Gly Glu

Asn Ser

Pro Gly

Glu Ser

Asp Phe

val Tyr

Ala Gly

<210>8
<211> 119
5 <212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 8
Gln Val
1
Ala Ser
Ser Tyr
Glu Trp
Asn Gln
Asn Thr
Ala Val
Met Asp
10
<210>9
<211> 1055

15 <212> PRT

Val

Lys

Gly

Gln

Gly

Thr

Tyr

Thr

Gln

Val

Trp

Ile

Lys

Ala

Tyx

Tyr

Met

Val

Asn

Pro

Val

Leu

Cys

Lys

Leu

Lys

Met

Gly

Phe

Tyr

Tyr

Trp

Thr
Thr
20

Gln
35

Pro
50

Pro
65

Thr
80

Gln
95

val
110

Gln
Met
20

His

Phe
50

Lys
65

Met
80

Cys
95

Gly
110
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Gln

Met

Glu

Lys

Asp

Ile

Asn

Glu

Gln

Ser

Trp

Ile

Asp

Gln

Thr

Gln

Ser

Asn

Asn

Leu

Arg

Ser

Asp

Ile

Ser

Cys

Val

Asn

Lys

Leu

Arxg

Gly

Pro

Cys

Tyr

Leu

Phe

Ser

His

Lys

Gly

Lys

Lys

Pro

Ala

Ser

Arg

Thr

39

Ser

Lys

Leu

Ile

Thr

Val

Ser

Arg

Ala

Ala

Gln

Ser

Thr

Arg

Leu

Thr

Ser
10

Ser
25

Ala
40

Tyr
55

Gly
70

Gln
85

Tyr
100

Glu
10

Ser
25

Arg
40

Thr
55

Leu
70

Leu
85

Lys
100

Leu
115

Leu

Ser

Trp

Gly

Ser

Ala

Pro

Leu

Gly

Pro

Gly

Thr

Thr

Leu

Thr

Ser

Gln

Tyr

Ala

Gly

Glu

Phe

Ala

Tyr

Gly

Tyr

Val

Ser

Leu

Val

Val

Ser

Gln

Ser

Ser

Asp

Thr

Lys

Thr

Gln

Thr

Lys

Glu

Arg

Ser

Ser

Leu

Gln

Thr

Gly

Leu

Phe

Pro

Phe

Gly

Asp

Ser

Asp

Tyr

Ala

Ala
15

Len
30

Lys
45
60

Thr
75

Ala
Q90

Gly
105

Gly
15

Thr
30

Leu
45

Tyr
60

Ser
75

Ser
90

Ala
105



<213> Homo sapiens

<400>9

Met

Leu

Ala

Val

Val

Lys

Lys

Ser

Asp

Val

Asp

Phe

Tyr

Ala

Ala

Glu

Ser

Cys

Phe

Phe

Cys

Ser

Lys

Leu

Gly

Gly

Leu

Ala

Leu

Gly

Asn

Ile

Ser

Lys

Val

Gly

Pro

Gly

Axg

Val

Gly

Tyr

Val

Arg

val

Glu

Thr

Asp

Gly

Val

Cys

Arg
Glu
20

Trp
35

Asp
50

Phe
65
80

Arg
95

Thr
110

Lys
125

Thr
140
1585

Ser
170

Met
1B5
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Leu

Glu

Met

Glu

Glu

Arg

Asp

Phe

Thr

Ile

Val

Axrg

Ser

Gly

Thr

Val

Asn

Ser

Gly

Cys

Asn

Phe

Ala

Met

Ser

Leu

Ala

Leu

His

Met

Ser

Ala

Ser

Leu

Pro

Ala

Lys

Gly

Ile

40

Ala

Met

Pro

Gln

His

Ser

Tyr

Asp

Ile

Phe

Ala

Leu
10

Asp
25

Pro
40

Thr
55

Asn
70

Arg
85

Ile
100

Tyr
115

Trp
130

Glu
145

Asn
160

Tyr
175

Val
190

Leu

Ser

Ser

Ile

Asn

Ile

Pro

Tyxr

Met

Ser

Thr

Leu

Arg

Leu

Thx

Gly

Arg

Trp

His

Ser

Glu

Glu

Phe

Glu

Ala

val

Leu

Thr

Trp

Thr

Leu

Val

Val

Ala

Asn

Ser

Val

Phe

Phe

Pro

Ala

Glu

Tyr

Axg

Glu

Pro

Asp

Pro

Gln

Arg

Gln

Tyxr

Leu
15

Thr
30

Glu
45

Gln
60

Thr
75

Met
90

Gly
105

Phe
120
135

Val
150

Ser
165
180

Arg
195
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Lys Cys Pro Arg Ile Ile Gln Asn Gly Ala Ile Phe Gln Glu Thr

Leu Ser Gly Ala

Cys

Cys

Cys

Gly

Cys

Thr

Pro

Val

Pro

Ile

Gly

Pro

Phe

Ser

Pro

Ser

Ile

Tyr

Ile

Asn

Lys

Cys

Thr

Asn

Leu

Ile

Pro

Cys

Asp

Arg

Glu

Pro

Ser

Ile

Leu

Asn

Ala

Gly

Ala

Pro

His

Cys

Asp

Ser

Arg

Lys

Asn

Ile

Ile

Gln

Ala

Thr

Asp

Ala

Asn

Asp

Gly

Ser

Cys

Val

Met

Ser

Asp

Ser

Val

Tyxr

Gln

Phe

Val

Leu

Tyxr

Thr

200

Glu Ser Thr Ser Leu

215

Ala
230

Gly
245

Phe
260

Gly
275

Pro
290

Cys
305

Pro
320

Val
335

Ser
350

Cys
365

Gln
380

Ile
395

Ala
410

Ala
425

Ser
440

Ser
455

Glu
470

Ala
485

Glu

Glu

Glu

Thr

Ile

Arg

Cys

Asn

Gly

Gly

TyX

Ser

Val

Ser

Ile

Trp

Leu

Ile

Glu

Trp

Ala

Phe

Asn

Asn

Thr

Glu

Gly

Ser

Ala

Asp

Asn

Val

Met

Ser

Gln

Lys

Val

Leu

Val

Lys

Ser

Gly

Thr

Thr

Arg

Gly

Pro

Leu

Gly

Asn

His

Gln

Tyr

Ser

41

Asp

Val

Glu

Arg

Tyx

Ile

Ser

Glu

Arg

Arg

Leu

Val

Ile

Gln

Pro

Tyr

Pro

205

Val
220

Val
235

Pro
250

Asn
265

Asn
280

Thx
295

Tyr
310

Pro
325

Leu
340

Asp
355

Gly
370

Gln
385

Ala
400

Thr
415

Thr
430

Val
445

Asp
460

Glu
475

Thr
490

Ala Ala Arg Gly

Pro

Ile

Gly

Gln

Thr

Arg

Ser

Met

Leu

Ala

Leu

His

Asp

Thr

Ser

Gln

Lys

Asn

Ile

Gly

Thr

Gly

Ser

Ala

Ala

Leu

Val

Cys

Gly

Thr

Gln

Asn

Arg

Pro

Glu

Thr

Lys

Arg

Val

Asp

Glu

Asp

Pro

Glu

Tyr

Thr

Leu

Gln

Ser

Gln

Thr

Asn

Leu

Val

Leu

Cys

Cys

Glu

Gly

Leu

Gln

Trp

Asn

Thr

Tyr

Pro

Ala

Val

Gly

Ser

Thr

210

Ser
225

Tyr
240

Met
255

Arg
270

Ala
285

Ala
300

Asp
315

Ala
330

Thr
345

Ile
360

Cys
375

Glu
390

Thr
405

Phe
420

Ala
435

Asp
450

Val
465

Glu
480

val
495



Lan

Gln

Leu

Ile

Glu

Ser

Thr

Ile

Glu

Glu

Gln

Lys

Ser

Ile

Tyr

Asn

Gly

Thr

GLy

Thr

Thr

Pro

Ala

Arg

Gly

Tyr

Asp

Phe

Glu

Lys

Phe

Ser

Leu

Gln

Leu

Ile

Leu

Ser

Leu

vVal

Met

Leu

Val

Ala

RHis

Glu

Ile

Gly

Ile

Gln

Asp

Thr

Asp

Leu

Ala

Leu

Ser

Ala

Lys

Ala

Thr

Ile

Val

Asp

Met

Asp

Ser

Glu

Phe

Arg

His

Pro

Ser

Val

val

Arg

Leu

Alia
500

Gly
515

Glu
530

Ile
545

val
560

Ser
575

Thr
590

Pro

605

Cys
620

Val
635

Val
650

Arg
665

Pro
680

Val
695

Phe
710

Gly
725

Met
740

Asn
755

Phe
770

Gly
785
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GLy

Tyr

Ala

Gly

Ile

Glu

Pro

Asn

Val

Cys

Ala

Asp

Asn

Met

Leu

Met

Asn

Ser

Leu

Gly

Ala

Gly

Glu

Ser

Ala

Tyr

Gly

Glu

Lys

Ser

Ile

Phe

val

Ile

Arg

Leu

Tyr

Asn

Glu

Lys

1le

Arg

Tyr

Ser

Ile

Thr

Met

Ala

Ile

Gly

Lys

Leu

Ile

Ile

Gln

Arg

Val

Leu

Asp

Ile

42

Tyr

Tyr

Gln

Ala

Val

Asp

Lys

Val

Glu

His

Thr

Ser

His

Thr

Asn

Gly

His

val

Asp

Pro

Val
505

Ser
520

Thx
535

Ala
550

Cys
565

Lys
580

Ile
595

Arg
610

Gln
625

Leu
640

Leu
655

Glu
670

Leu
685

Glu
700

Asp.

715

Ile
730

Arg
745

Cys
760

Thr
775

Ile
790

Phe

Gly

Ser

Gly

Asn

Leu

Tyr

Glu

Val

Lys

Lys

Ala

Glu

Phe

Gly

Ala

Asp

Lys

Sex

Arg

Gln

Lys

Ile

Leu

Arg

Gln

Ile

Phe

Ile

Leu

Ser

Ser

Gly

Met

Gln

Ala

Leu

Val

Asp

Trp

Val

Met

Gln

Val

Arg

His

Asp

Ala

Gly

Pro

Gly

Ile

Val

Glu

Phe

Gly

Ala

Ser

Pro

Thr

Arg

Tyr

Glu

Phe

Gly

Tyr

Pro

Lys

Ala

Gly

Tyr

Met

Val

Asn

Thr

Met

Ala

Asp

Thr

Ala

Ala
510

Phe
525

Lys
540

Leu
555

Phe
570

Thr
585

Phe
600

Glu
615

Gly
630

Lys
645

Thr
660

Gly
675

Thr
690

Gly
705

Val
720

Lys
735

Arg
750

Phe
765

Tyr
780

Pro
795



<210>10
<211> 4641
<212> ADN

Glu

Ser

Pro

Gln

His

Pro

Asn

Asn

Asn

Lys

Ser

Ala

Ala

Asp

Gly

Gln

Cys

Ala

Tyxr

Tyr

Asp

Gln

Lys

Pro

Leu

Thr

Glu

Gln

Gly

Gln

Arg

Val

Met

Gly

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 10

Ile

Gly

Trp

Tyr

Leu

Phe

Asn

Pro

Val

Ser

Met

His

Met

Pro

Thr

Gly

Ile

Cys

Gln Tyr
800

Ile Val
815

Asp Met
830

Arg Leu
845

Met Leu
860

Gly Gln
875

Ser Leu
890

Leu Leu
905

Asp Glu
920

Phe Ala
935

Met Met
950

Gln Lys
965

Asn Gln
980

Arg Ala
995

Lys Lys
1010

Lys Lys
1025

Phe Phe
1040

Gly Gly
1055
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Met

Thr

Pro

Asp

Ile

Lys

Asp

Trp

Asn

Glu

Lys

Ile

Thr

Thr

Lys

Lys

Lys

Trp

Asn

Pro

Cys

val

Ala

Arg

Leu

Ala

Asp

Ile

Gln

Gly

Cys

Thr

Glu

Phe

Glu

Gln

Pro

Trp

Asn

Met

Thx

Glu

Gly

Tle

Leu

Ser

Arg

Asn

Asp

43

Thr Ser
805

Val Met
820

Asp Val
835

Met Asp
850

Gln Lys
865

Thr Leu
880

Ala Pro
895

Ile Pro
310

Ala Ile
925

Phe Thr
940

Leu Arg
955

Asn Ser
970

Val Glu
985

Thr Lys
1000

Ser Asn
1015

Pro Gly
1030

Ser His
1045

Ala

Ser

Ile

Cys

Asp

Asp

Leu

Asp

Lys

Ser

Val

Ile

Gly

Arg

Asp

Arg

Lys

Ser

Tyr

Asn

Prxo

Lys

Ser

Tyr

Met

Phe

Gly

Gln

Gln

Cys

Gly

Gly

Glu

Asp

Gly

Ala

Ser

Asn

Met

Ser

Thr

Gly

Asp

Val

Val

Pro

Gln

Lys

Arg

Ser

Val

Glu

Ile

Ala

His

Ile

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

Met

Leu

Pro

Lys

Glu

Asn

Trp
810

Arg
825

Glu
840

Leu
855

Arg
B70

Arg
885

Ile
900

Phe
915

Tyr
930

Val
945

Leu
960

Arg
975

Ala
990

Arg
1005

Lys
1020

Ile
1035

Asp
1050
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gctgctgeeg ctgetegecg eccgtggaaga

cagcgactgce
gaggtgagtg
gtgcaacgtg
tcecggegecg
cgtgactgca
caacctctat
ccaactggat
gagagcttct
cgaggtgcgg
tccaggacta
cgcaagtgcc
gtecggggget
ccaatgcgga
ggcgagtgge
ggccgttgag
aggccaacca
accacttctg
agcagacctg
cccaggctgt
accccteccce
ctgcaagagc
atgtacagta
atcagtgacc
gaacggcgtt
acatcaccac
gtgagccgca
gcccaatggce
tcagtgagta

gtgcagggcc

tgagctgggce
gctacgatga
tttgagtcaa
tggcgccecac
gcaécatccc
tactatgagg
ggagaatcca
cccaggtgga
agcttcggac
tggeggctge
cccgcatcat
gagagcacat
agaggtggat
tggtgccecat
aatggcaccg
aggggatgag
aaggggccac
gaccccectgg
gatttccagt
gcgactccgg
tgtggctegg
cgcaccacgc
tgctggecca
actgaccaga
caaccaggca
ccgtggacag
gtgatcctgg
caacgccaca

tcaaagccgg

tggatggtgce
gaacatgaac
gccagaacaa
cgcatccacg
cagcgtgect
ctgactttga
tgggtgaagg
cctgggtgge
ctgtgtceceg
atgtccctceca
ccagaatggce
cgctggtgge
gtacccatca
cgggcgetge
tctgcecgagg
gcctgtacce
caactgtgtc
acatgccctg
gtcaatgaga
aggccgagag
gceggggtge
cagctaggcce
cacccagtac
gcececttete
gctccatcgg
cattaccctg
actatgagct
gccataaaaa

cgccatctat

44

aacgctaatg
atcctccatc
acgatccgceca
ctggctacgg
tggagatgaa
ggctcctgeca
ctcggccace
tggataccat
cgcgtcatga
cagcggcttce
tegecegtgeg
gccatcttcc
tgccegggge
agctctactg
atgtgcaaag
ttgtccatct
actgtcccecat
tgccgecaatg
cacaaccatc
cctcectcat
gacctcgtct
ctgcacccge
tgaccgagcce
accttcgaga
gcctcagtte
cagtgtccat
tcgtggtece
gcagtactat
gccccaccaa

gtcttccégg

gactccacta
agggtgggaa
cgtaccaggt
accaagttta
gttttcggtg
aggagacctt
aagaccttcc
tgcagccgac
aaatcaacac
tacctggcct
tgtcttctac
aggaaaccct
agctgcatcg
taacggggac

caggcttcga

gggactttca

caacagccgg
gctactacag
cccteecgege
gctggagtgg
acaacatcat
tgcggggaca
acgcatttac
tccaggetgt
gcctetgtga
catgcatcag
agccggacca
gagaaggagc
cacggtcacc

tgcgggcacg

gccccgggaa gcgcagecat ggctetgegg aggetggggg ccgegetget 50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500

1550



caciyLyyca
tgacagaagc
atcggctecct
cgccatcgtg
cggacaagct
atctacatcg
gtttgccaag
gagcagggga
aagagagaga
gaagcagcgc
accatcccaa
gtgatgatca
ccggcaaaac
ggggcatcge
cgtgacctgg
ggtgtcggac
ccacctacac
ccggaagcca
ctacggcatt
gggacatgac
ctgccaccge
ctgttggcag
acacgctaga
cccctctect
ctacaccagc
ggcagtacaa
gtgtctcaga
tggccaccag
tgaaccagat
gccacgggaa

atgcaactca
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yytLacyygye
cgagtaccag
cggccgetgg
tgtaacagac
gcaacactac
atcctttcac
gaaattgaca
gtttggcgag
tctttgtgge
cgggacttce
cgtcatccac
tcaccgagtt
gatgggcagt
agctggcatg
ctgcccgeaa
tttgggectct
cagtgccctg
tccagtaccg
gtcatgtggg
caaccaggat
ccatggactg
aaggaccgca
caagatgatc
ctggcatcaa
tttaacacgg
ggagagcttc
tgatgatgga
aaaaaaatcc
tcagtctgtg
gaaccaagcg

aacgacggaa

gctacagcgg
acaagcatcc
cctggtctte
gggggtttga
accagtggcc
ctacgaggac
tctcectgtgt
gtctgcagtg
catcaagacg
tgagcgaage
ctggagggtg
catggagaat
tcacagtcat
aagtacctgg
catcctegte
cacgctttet
ggcggaaaga
gaagttcacc
aggtgatgtc
gtaatcaatg
cccgagcgcec
accaccggcec
cgcaatccca
éctgccgctg
tggacgagtg
gccaatgccg
ggacattctc
tgaacagtat
gagggccagc
gtgccagcecca

aaaaaaaggg

45

caagatgtac
aggagaagtt
ctcattgctg
gcgtgctgac
acatgacccc
cccaacgagg
caaaattgag
gccacctgaa
ctcaagtcgg
ctccatcatg
tcgtgaccaa
ggctccectgg
ccagctggtg
éagacatgaa
aacagcaacc
agaggacgat
tcceecatceg
tcggccagtyg
ctatggggag
ccattgagca
ctgcaccaac
caagttcggc
acagcctcaa
ctggaccgca
gctggaggece
gcttcacctc
cgggttgggg
ccaggtgatg
cactcgccag
cgagacgtca

aatgggaaaa

ttccagacca
gccactcatc
tggttgtcat
tcggagtaca
aggcatgaag
cagtgcggga
caggtgatcg
gctgccagge
gctacacgga
ggccagttcg
gagcacacct
actcctttct
ggcatgcette
ctatgttcac
tggtctgcaa
acctcagacce
ctggacagcc
atgtgtggag
cggccctact
ggactatcgg
tcatgctgga
caaattgtca
agccatggcg
cgatccccga
atcaagatgg
ctttgacgtce
tcactttggc
cgggcgcaga
gaggccacgg
ccaagaaaac

aagaaaacag

1600
1650
1700
1750
1800
1850
1900
1950
2000
2050
2100
2150
2200
2250
2300
2350
2400
2450
2500
2550
2600
2650
2700
2750
2800
2850
2900
2950
3000
3050

3100



<210>11
5 <211>987
<212> PRT

atcctgggag
cataaggaaa
gattcatgcg
cctctgggaa
aatgtgaagg
cctctaggce
cagacagcca
tgggcaaaca
aatgaaagac
tgtcctectg
ctgaggatgg
acagcctggce
tcgaggactg
agggttgatc
gtattttggt
gttttttgtt
tttectacct
gcttactgac
ctggattttt
ccaccaggcc
gagactggag
gcttcececact
ggctctgagg
ccccaatcta
gagtgccctce
aggctgcatc
tccagagggt
ggagagaaag
ttgctgggcee

tggccacaga
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ggggcgggaa
gcaatgactg
atgtgtccaa
ggtgacctgg
ggagagacag
tcactcaaca
ccctgagaac
gaagaatttt
actgtttctc
ggtcagggag
gcaaccccca
agcctggcece
atactgcagt
ctgcatctgg
cacagggtgg
ttttggtttt
tttgaggact
ttaggcaata
ttatacggtt
tcaccaaagc
tgagatttgg
ccaggactgt
ctgcagggct
tctagtactt
agatggtcaa
ggaggccagyg
gcgctcagag
tgtgtgattt
taaaggtctt

ctccectectg

atacaaggaa
ttcttgcggg
tcggagacaa
ccagagccaa
gggccgccect
accaagcgcce
ccctctggga
tectgtcetttg
ctgttggctce
aacgcgggga
ggtctgcage
tecctggtgee
gactgccgtc
gtttgtttac
ttttggttta
ttttaatgac
tgatccttcet
caccaagggc
ttcattgaca
ccactgccat
gtgtggaggg
tgatgaaagg
ggaagtcctt
cccaggcaaa
aacccagttt
acccggatca
acacgggcaa
ctcteccacc

ggccatgggg

tgaaccaaca

tattttttaa
ggataaaaaa
aagcagtttc
gaaacacttt
tggctectgt
tggaggacgg
aaatctattc
gagagtattt
acagggctga
ccccagaaag
tccaggtaca
cactcccgece
agctccgact
agcaattcct
gggggtttgt
aatgaagtga
ccaggaagaa
gagattttat
ctcttcectce
ggggccatct
ggaggcgceca
gacagattga
gcccacttee
taggcccectt
tcectetggg
ttcactgtga
gcatgecctct
tcctteceee
acgccctcag

cagacaccca

agaggattct
gggcttggga
tctccaactc
cagaaaaaca
ccetgetget
gacagatgga
ctgccaccac
tagaaactcc
aaggggcttt
gtcagccttce
tatcacgege
agcccctgece
gccgctgaga
ggactcgggg
ttgttgggtt
cactttgaca
ggtgetttct
atgcacattt
ctcccacctg
gggccattca
aggtggagga
ggaggaagtg
cactctcetg
tgaggctcct
agcctaaacc
taccctgeece
teccettcecect
caccagacct
tctagggatc

agcagagcaa

3150

3200

3250

3300

3350

3400

3450

3500

3550

3600

3650

3700

3750

3800

3850

3900

3950

4000

4050

4100

4150

4200

4250

4300

4350

4400

4450

4500

4550

4600

tcagttagtg aattgaatgg aaataaacgc tttagttata a 4641

46



<213> Homo sapiens

<400> 11

Met

Leu

Val

Val

Lys

Lys

Ser

Asp

Val

Asp

Phe

Tyx

Lys

Leu

Cys

Cys

Cys

Ala

Ala

Glu

Ser

Cys

Phe

Phe

Cys

Ser

Lys

Leu

Gly

Gly

Cys

Ser

Ile

Asn

Lys

Leu

Ala

Leu

Gly

Asn

Ile

Ser

Lys

Ala

Val

Gly

Pro

Gly

Pro

Gly

Ala

Gly

Arg

Val

Gly

Tyr

Val

vVal

Glu

Thr

Asp

Gly

Val

Cys

Axg

Ala

Asn

Asp

Gly

Glu
20

Trp
35

Asp
50

Phe
65

Arg
80

Arg
95

Thr
110

Lys
125

Thr
140

Arg
155
Ser
170

Met
185

Ile
200

Glu
215

Ala
230

Gly
245

Phe
260
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Leu

Glu

Met

Glu

Glu

Arg

Asp

Phe

Thr

Ile

Val

Arg

Ser

Ile

Ser

Glu

Glu

Glu

Gly

Thr

val

Asn

Ser

Gly

Cys

Asn

Phe

Ala

Met

Ser

Leu

Gln

Thr

Glu

Trp

Ala

Ala

Leu

His

Met

Serx

Ala

Ser

Leu

Pro

Ala

Lys

Gly

Ile

Asn

Ser

Val

Leu

val

47

Ala

Met

Pro

Asn

Gln

His

Ser

Tyr

Asn

Asp

Ile

Phe

Ala

Gly

Leu

Asp

Val

Glu

Leu
10

Asp
25

Pro
40

Thr
55

Asn
70

Arg
85

Ile
100

Tyx
115
130

Glu
145

Asn
160

Tyr
175

val
190

Ala
205

Val
220

Val
235

Pro
250

Asn
265

Leu

Ser

Ser

Ile

Asn

Ile

Pro

Tyx

Met

Ser

Thr

Leun

Arg

Ile

Ala

Pro

Ile

Gly

Leu

Thr

Gly

Arg

Trp

His

Ser

Glu

Glu

Phe

Glu

Ala

val

Phe

Ala

Ile

Gly

Thx

Leu

Thr

Thr

Leu

vVal

Val

Ala

Asn

Ser

Val

Phe

Phe

Gln

Arg

Lys

Val

Pro

Glu

Tyr

Arg

Glu

Pro

Asp

Pro

Gln

Arg

Gln

Tyr

Glu

Gly

Leu

Cys

Cys

Leu
15

Thr
30

Glu
45

Gln
60
'i'hr
75

Met
90

Gly
105

Phe
120

Trp
135

Val
150

Ser
165

Asp
180

Arg
195

Thr
210

Ser
225

Tyr
240

Met
255

Arg
270



Gly
Cys
Thr
Pro
Val
Pro
Ile
Gly
Pro
Phe
Se-r
Pro
Ser
Ile
Tyr
Gln
Arg
Gln
Leu

Ile

Cys

Thr

Asn

Leu

Ile

Pro

Cys

Asp

Arg

Glu

Pro

Ser

Ile

Leu

Asn

Gly

Thr

Thr

Pro

Ala

Pro

His

Cys

Asp

Ser

Arg

Lys

Asn

Ile

Ile

Gln

Ala

Thr

Asp

Ala

Leu

Val

Met

Leu

Val

Ser

Cys

Val

Met

Ser

Asp

Ser

Val

Tyr

Gln

Phe

val

Leu

Tyr

Thr

Lys

Ala

Thr

Ile

Val

Gly
275

Pro
290

Cys
305

Pro
320

val
335

Ser
350

Cys
365

Gln
380

Ile
395

Ala
410

Ala
425

Ser
440

Ser
455

Glu
470

Ala
485

Ala
500

Gly
515

Glu
530

Ile
545

Val
560
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Thr

Ile

Arg

Cys

Asn

Gly

Gly

Tyr

Ser

Val

Ser

Ile

Trp

Leu

Ile

Gly

Tyx

Ala

Gly

Ile

Phe

Asn

Asn

Thr

Glu

Gly

Ser

Ala

Asp

Val

Met

Ser

Gln

Lys

Ala

Gly

Glu

Ser

Ala

Lys

Ser

Gly

Thr

Thr

Arg

Gly

Pro

Leu

Gly

Asn

His

Gln

Tyr

Ser

Ile

Arg

Tyr

Ser

Ile

48

Ala

Arg

Tyr

Ile

Ser

Glu

Arg

Arg.

Leu

Val

Ile

Gln

Pro

Tyr

Pro

Tyr

Tyxr

Gln

Ala

vVal

Asn
280

Thr
295

Tyr
310

Pro
325

Leu
340

Asp
355

Gly
370

Gln
385

Ala
400

Thr
415

Thr
430

Val
445

Asp
460

Glu
475

Thr
490

Val
505

Ser
520

Thr
535

Ala
550

Cys
565

Gln

Thx

Arg

Ser

Met

Leu

Ala

Leu

His

Asp

Thr

Ser

Gln

Lys

Asn

Phe

Gly

Ser

Gly

Asn

Gly

Ser

Ala

Ala

Leu

val

Cys

Gly

Thr

Gln

Asn

Arg

Pro

Glu

Thr

Gln

Lys

Ile

Leu

Arg

Asp

Glu

Asp

Pro

Glu

Tyr

Thr

Leu

Gln

Serx

Gln

Thr

Asn

Leu

Val

Val

Met

Gln

Val

Arg

Glu

Gly

Leu

Gln

Trp

Arg

Thr

Tyr

Pro

Ala

Val

Gly

Ser

Thr

Arg

Tyxr

Glu

Phe

Arg

Ala
285

Ala
300

Asp
315

Ala
330

Thr
345

Ile
360

Cys
375

Glu
390

Thr
405

Phe
420

Ala
435

Asp
450

Val
465

Glu
480

Val
495

Ala
510

Phe
525

Lys
540

Leu
555

Gly
570



Phe

Thr

Phe

Glu

Gly

Lys

Thx

Gly

Thr

Gly

Val

Lys

Phe

Tyr

Pro

Trp

Arg

Glu

Leu

Glu

Ser

Thr

Ile

Glu

Arg

Glu

Gln

Lys

Ser

Ile

Tyr

Asn

Gly

Thr

Glu

Ser

Pro

Gln

His

Arg

Gly

Tyr

Asp

Phe

Glu

Lys

Phe

Ser

Leu

Gln

Leu

Ile

Leu

Ser

Ala

Tyr

Tyr

Asp

Gln

Ala

His

Glu

Ile

Gly

Ile

Gln

Asp

Thr

Asp

Leu

Ala

Leu

Ser

Ala

Ile

Gly

Txp

Tyr

Leu

Asp
575

Met
590

Asp
605

Ser
620

Glu
635

Phe
650

Arg
665
His
680

Pro
695

Ser
710

Val
725

Asp
740

Val
755

Arg
770

Leu
785

Gln
800

Ile
815

Asp
830

Arg
845

Met
860
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Ser

Thr

Pro

Cys

val

Val

Arg

Pro

val

Phe

Gly

Met

Asn

Phe

Gly

Tyr

Val

Met

Leu

Leu

Glu

Pro

Asn

Val

Cys

Ala

Asp

Asn

Met

Leu

Met

Asn

Ser

Leu

Gly

Arg

Met

Thr

Pro

Tyx

Gly

Glu

Lys

Ser

Ile

Phe

Val

Ile

Arg

Leu

Tyr

Asn

Glu

Lys

Lys

Trp

Asn

Pro

Cys

49

Thx

Met

Ala

Ile

Gly

Lys

Leu

Ile

Ile

Gln

Arg

Val

Leu

Asp

Ile

Phe

Glu

Gln

Pro

Trp

Asp
580

Lys
595

Val
610

Glu
625
His
640

Thr
655

Ser
670

His
685

Thr
700

Asn
715

Gly
730
His
745

val
760

Asp
775

Pro
790

Thr
BOS

Val
820

Asp
B35

Met
B50

Gln
865

Lys

Ile

Arg

Gln

Leu

Leu

Glu

Leu

Glu

Asp

Ile

Arg

Cys

Thr

Ile

Ser

Met

Val

Asp

Lys

Leu

Tyr

Glu

Val

Lys

Lys

Ala

Glu

Phe

Gly

Ala

Asp

Lys

Ser

Arg

Ala

Ser

Ile

Cys

Asp

Gln

Ile

Phe

Ile

Leu

Ser

Ser

Gly

Met

Gln

Ala

Leu

Val

Asp

Trp

Ser

Tyr

Asn

Pro

His

Asp

Ala

Gly

Pro

Gly

Ile

Val

Glu

Phe

Gly

Ala

Ser

Pro

Thr

Asp

Gly

Ala

Ser

Asn

Tyr
585

Pro
600

Lys
615

Ala
630

Gly
645

Tyr
660

Met
675

Val
690

Asn
705

Thr
720

Met
735

Ala
750

Asp
765

Thr
780

Ala
795

Val
810

Glu
825

Ile
840

Ala
855

His
870



<210> 12
<211> 4737
<212> ADN

Arg

Arg

Ile

Phe

Tyr

Val

Leu

Arg

rro

Asn

Asn

Asn

Lys

Ser

Ala

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 12

uys

Pro

Leu

Thr

Glu

Gin

Gly

Gln

rne

Asn

Pro

Val

Ser

Met

His

Met

Gly
875

Ser
890

Leu
905

Asp
920

Phe
935

Met
950

Gln
965

Asn
980
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Gin

Leu

Leu

Glu

Ala

Met

Lys

Gln

lie

Lys

Asp

Trp

Asn

Glu

Lys

Ile

val

Ala

Leu

Ala

Asp

Ile

Gln

50

Asn

Met

Thr

Glu

Gly

Ile

Leu

Ser

Thr
B80

Ala
895

Ile
910

Ala
925

Phe
940

Leu
955

Asn
970

val
985

Leu

Pro

Pro

Ile

Thr

Arg

Ser

Glu

Asp

Leu

Asp

Lys

Ser

Val

Ile

Val

Lys

Ser

Tyr

Met

Phe

Gly

Gln

Met

Ser

Thr

Gly

Asp

Val

Val

Ile
885

Gly
900

Ser
915

Gln
930

Val
945

Thr
960

Met
975



gccccgggaa
gctgctgeecg
cagcgactgce
gaggtgagtg
gtgcaacgtyg
teccggegeecg
cgtgactgca
caacctctat
ccaactggat
gagagcttct
cgaggtgcgg
tccaggacta
cgcaagtgcce
gtcgggggcet
ccaatgcgga

ggcgagtgge
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gcgecagecat
ctgctecgeeg
tgagctggge
gctacgatga
tttgagtcaa
tggcgccecac
gcagcatccc
tactatgagg
ggagaatcca
cccaggtgga
agcttecggac
tggcggetace
cccgcatcat
gagagcacat
agaggtggat

tggtgcccat

ggctetgegg
ccgtggaaga
tggatggtge
gaacatgaac
gccagaacaa
cgcateccacyg
cagcgtgcct
ctgactttga
tgggtgaagg
cctgggtgge
ctgtgtcceg
atgtcecctca
ccagaatggc
cgectggtgge
gtacccatca

cgggcgcetge

51

aggctggggg

aacgctaatg
atcctccatc
acgatccgcea
ctggctacgg
tggagatgaa
ggctcctgea
ctcggeccace
tggataccat
cgcgtcatga
cagcggcttc
tcgecegtgeg
gccatcttec
tgccecgggge
agctctactg

atgtgcaaag

ccgegetget
gactccacta
agggtgggaa
cgtaccaggt
accaagttta
gttttcggtg
aggagacctt
aagaccttcc
tgcagccegac
aaatcaacac
tacctggcct
tgtcttctac
aggaaaccct
agctgcatcg
taacggggac

caggcttcga

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750

800



ggccgttgag
aggccaacca
accacttctg
agcagacctg
cccaggctgt
acccctecce
ctgcaagagc
atgtacagta
atcagtgacc
gaacggcgtt
acatcaccac
gtgagccgcea
gcccaatgge
tcagtgagta
gtgcagggce
caccgtggca
tgacagaagc
atcggctcect
cgccatcgtg
acacggacaa
aagatctaca
ggagtttgcce
tcggagecagg
ggcaagagag
ggagaagcag
tcgaccatcce
cctgtgatga
tcteceggeaa
ttcggggecat

caccgtgacc
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aatggcaccg
aggggatgag
aaggggecac
gaccccctgg
gatttccagt
gcgactcegg
tgtggctegg
cgcaccacgc
tgctggecca
actgaccaga
caaccaggca
ccgiggacag
gtgatcctgg
caacgccaca
tcaaagcecgg
ggctacgggce
cgagtaccag
cggccgetgg
tgtaacagaa
gctgcaacac
tcgatccttt
aaggaaattg
ggagtttgge
agatctttgt
cgccgggact
caacgtcatc
tcatcaccga
aacgatgggc
cgcagctgge

tggctgcceccg

tctgcecgagg
gcctgtaccce
caactgtgtc
acatgccctg
gtcaatgaga
aggccgagag
gceggggtge
cagctaggcc
cacccagtac
gccecttcte
gctccategg
cattaccctg
actatgagct
gccataaaaa
cgccatctat
gctacagcgg
acaagcatcc
cctggtettc
gacgggggtt
tacaccagtg
cacctacgag
acatctcctg
gaggtctgceca
ggccatcaag
tcctgagega
cacctggagg
gttcatggag
agttcacagt
atgaagtacc

caacatcctc

52

ttgtccatct
actgtcccat
tgccgcaatg
cacaaccatc
cctcecteat
gacctcgtct
ctgcacccgce
tgaccgagcce
accttcgaga
gecctcagttce
cagtgtccat
tegtggtecece
gcagtactat
gccccaccaa
gtcttccagg
caagatgtac
aggagaagtt
ctcattgctg
tgagcgtgcet
gccacatgac
gaccccaacg
tgtcaaaatt
gtggccacct
acgctcaagt
agcctccatce
gtgtcgtgac
aatggcteccc
catccagctg
tggcagacat

gtcaacagca

gggactttca
caacagccgg
gctactacag
ccctecegege
gctggagtgg
acaacatcat
tgcggggaca
acgcatttac
tccaggctgt
gcctctgtga
catgcatcag
agccggacca
gagaaggagc
cacggtcacc
tgcgggcacg
ttccagacca
gccactcatc
tggttgtcat
gactcggagt
cccaggcatg
aggcagtgeg
gagcaggtga
gaagctgcca
cgggctacac
atgggccagt
caagagcaca
tggactcctt
gtgggcatgc
gaactatgtt

acctggtctg

850

900

950

1000

1050

1100

1150

1200

1250

1300

1350

1400

1450

1500

1550

1600

1650

1700

1750

1800

1850

1%00

1950

2000

2050

2100

2150

2200

2250

2300



caaggtgtcg
accccaccta
gccccggaag
gagctacggc
actgggacat
cggctgccac
ggactgttgg
tcaacacgct
gcgcecectet
cgactacacc
tggggcagta
gtcgtgtcte
ggctggccac
agatgaacca
cacctcttcec
ggtgctctat
cgggaagaac
aactcaaacg
tgggaggggg
aggaaagcaa
catgcgatgt
tgggaaggtg
tgaaggggag
taggcctcac
cagccaccct
caaacagaag
aaagacactg
ctcctgggte
ggatgggcaa
cctggcagcce

ggactgatac
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gactttgggce
caccagtgcc
ccatccagta
attgtcatgt
gaccaaccag
cgcccatgga
cagaaggacc
agacaagatg
cctctggecat
agctttaaca
caaggagagc
agatgatgat
cagaaaaaaa
gattcagtct
tccaagccece
ccactgcagg
caagcggtgce
acggaaaaaa
cgggaaatac
tgactgttct
gtccaatcgg
acctggccag
agacaggggc
tcaacaacca
gagaacccct
aatttttctg
tttctectgt
agggagaacg
cccccaggte
tggccctect

tgcagtgact

tctcacgcett
ctgggcggaa
ccggaagttc
gggaggtgat
gatgtaatca
ctgcccgage
gcaaccaccg
atcecgcaatc
caacctgccg
cggtggacga
ttcgccaatg
ggaggacatt
tcctgaacag
gtggaggttt
gcccectectg
gccagccact
cagccacgag
aaagggaatg
aaggaatatt
tgcgggggat
agacaaaagc
agccaagaaa
cgececttgge
agcgcctgga
ctgggaaaat
tctttggaga
tggctcacag
cggggaccce
tgcagctcca
ggtgcccact

gecgtcaget

53

tctagaggac
agatccccat
acctcggcca
gtcctatggg
atgccattga
gccctgeacce
gcccaagttce
ccaacagcct
ctgctggacc
gtggctggag
ccggcttcac
ctecegggttyg
tatccaggtg
gacattcacc
cceccacgtge
cgccaggagg
acgtcaccaa
ggaaaaaaga
ttttaaagag
aaaaaagggc
agtttctctce
cactttcaga
tcectgtcect
ggacgggaca
ctattecctge
gtattttaga
ggctgaaagg
agaaaggtca
ggtacatatc
ccegcecagece

ccgactgecg

gatacctcag
ccgctggaca
gtgatgtgtg
gagcggccct
gcaggactat
aactcatgct
ggccaaattg
caaagccatg
gcacgatccc
gccatcaaga
ctcctttgac
gggtcacttt
atgcgggege
tgcctegget
cggcectect
ccacgggcca
gaaaacatgc
aaacagatcc
gattctcata
ttgggagatt
caactccctce
aaaacaaatg
gctgectccte
gatggacaga
caccactggg
aactccaatg
ggcttttgte
gccttcectga
acgcgcacag
cctgcctega

ctgagaaggg

2350
2400
2450
2500
2550
2600
2650
2700
2750
2800
2850
2900
2950
3000
3050
3100
3150
3200
3250
3300
3350
3400
3450
3500
3550
3600
3650
3700
3750
3800

3850
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<210> 13

<211> 986

ttgatcetgce
tttggtcaca
tttgtttttt
ctaccttttg
actgacttag
atttttttat
caggcctcac
ctggagtgag
cccactceag
ctgaggctgc
aatctatcta
gccctcagat
tgcatcggag
gagggtgcgc
agaaagtgtg
tgggcctaaa
cacagactcc

ttagtgaatt

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 13

Met
1

Leu Ala Ala Val

Ala Glu

Val Ser
Val Cys

Lys Phe

Ala Leu Arg

Leu Gly

Gly Tyr

Asn Val

Ile Arg
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atctgggttt
gggtggtttt
ggtttttttt
aggacttgat
gcaatacacc
acggttttca
caaagcccac
atttgggtgt
gactgttgat
agggctggaa
gtacttcceca
ggtcaaaacc
gccaggaccc
tcagagacac
tgatttctct
ggtcttggce
ctcctgtgaa

gaatggaaat

Glu
20

Trp
35

Asp
50

Phe
65

Arg
80

Leu

Glu

Met

Glu

Glu

Arg

gtttacagca
ggtttagggg
aatgacaatg
ccttctccag
aagggcgaga
ttgacactct
tgccatgggg
ggagggggag
gaaagggaca
gtccttgecc
ggcaaatagg
cagttttcce
ggatcattca
gggcaagcat
cccacctcect
atggggacgc
ccaacacaga

aaacgcttta

Gly Ala

Thr Leu
Val His
Met

Asn

Ser Ser
Gly Ala

54

Ala

Met

Pro

Asn

Gln

His

attcctggac
gtttgtttat
aagtgacact
gaagaaggtg
ttttatatgc
tccetectcee
ccatctgggce
gcgccaaggt
gattgaggag
acttcccact
cccctttgag
tctgggagcce
ctgtgatacc
gcctcttcece
tceceececace
cctcagtcta

cacccaagca

tegggggtat
tgggttgttt
ttgacatttc
ctttctgcett
acatttctgg
cacctgccac
cattcagaga
ggaggagctt
gaagtgggcet
ctcctgeccce
gctcctgagt
taaaccaggc
ctgccctceca
ttcecectggag
agacctttgc
gggatctgge

gagcaatcag

gttataa 4737

Leu Leu

10
Asp Ser

25
Pro Ser
40

Thr
55

Ile

Asn Asn

70
Arg Ile
85

Leu Leu Pro

Thx Thr Ala

Gly Trp

Arg Thr Tyr

Trp

His Val

Glu

Leu Arg

Glu

3900
3950
4000
4050
4100
4150
4200
4250
4300
4350
4400
4450
4500
4550
4600
4650

4700

Leu
15

Thr
30

Glu
45

Gln
60

Thr
75

Met
20



Lys

Ser

Asp

Val

Asp

Phe

Tyr

Lys

Leu

Cys

Cys

Cys

Gly

Cys

Thr

Pro

Val

Pro

Ile

Gly

Phe

Cys

Ser

Lys

Leu

Gly

Gly

Cys

Ser

Ile

Lys

Cys

Thr

Asn

Leu

Ile

Pro

Cys

Asp

Ser

Lys

Ala

Val

Gly

Pro

Gly

Pro

Gly

Ala

Gly

Ala

Pro

His

Cys

Asp

Ser

Arg

Lys

Asn

vVal

Glu

Thr

Asp

Gly

vVal

Cys

Arg

Ala

Asn

Asp

Gly

Ser

Cys

val

Met

Ser

Asp

Ser

Val

Arg
95

Thr
110

Lys
125

Thr
140

Axg
155

Ser
170

Met
185

Ile
200

Glu
215

Ala
230

Gly
245

Phe
260

Gly
275

Pro
290

Cys
305

Pro
320

Val
335

Ser
350

Cys
365

Gln
380
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Asp

Phe

Thr

Ile

Val

Arg

Ser

Ile

Ser

Glu

Glu

Glu

Thr

Ile

Arg

Cys

Asn

Gly

Gly

Tyr

Cys

Asn

Phe

Met

Ser

Leu

Gln

Thr

Glu

Trp

Ala

Phe

Asn

Asn

Thr

Glu

Gly

Ser

Ala

Ser

Leu

Pro

Ala

Lys

Gly

Ile

Asn

Ser

Val

Leu

Val

Lys

Ser

Gly

Thr

Thr

Axg

Gly

Pro

55

Ser

Tyx

Asn

Asp

Ile

Phe

Ala

Gly

Leu

Asp

Val

Glu

Ala

Axg

Tyr

Ile

Ser

Glu

Arg

Arg

Ile
100

Tyr
115
130

Glu
145

Asn
160

Tyr
175

Val
190

Ala
205

Val
220

Val
235

Pro
250

Asn
265

Asn
280

Thr
295

Tyr
310

Pro
325

Leu
340

Asp
355

Gly
370

Gln
385

Pro

Tyr

Met

Ser

Thr

Leu

Arg

ile

Ala

Pro

Ile

Gly

Gln

Thr

Arg

Ser

Met

Leu

Ala

Leu

Ser

Glu

Glu

Phe

Glu

Ala

vVal

Phe

Ala

Ile

Gly

Thr

Gly

Ser

Ala

Ala

Leu

Val

Cys

Gly

val

Ala

Asn

Ser

Val

Phe

Phe

Gln

Arg

Lys

Arg

val

Asp

Glu

Asp

Pro

Glu

Tyr

Thr

Leu

Pro Gly
105

Asp Phe
120

Pro Trp
135

Gln Val
150

Arg Ser
165

Gln Asp
180

Tyr Arg
195

Glu Thr
210

Gly Ser
225

Leu Tyr
240

Cys Met
255

Cys Axg
270

Glu Ala
285

Gly Ala
300

Leu Asp
315

Gln Ala
330

Trp Thr
345

Asn Ile
360

Arg Cys
375

Thr Glu
390



Pro

Phe

Ser

Pro

Ser

Ile

Tyr

Gln

Ile

Glu

Ser

Thr

Ile

Glu

Glu

Gln

Arg

Glu

Pro

Ser

Ile

Leu

Asn

Gly

Thr

Thx

Pro

Ala

Arg

Gly

Tyr

Asp

Phe

Glu

Lys

Phe

Ile

Ile

Gln

Ala

Thr

Asp

Ala

Leu

Val

Met

Leu

Val

Ala

His

Glu

Ile

Gly

Ile

Gln

Asp

Tyr

Gln

Phe

val

Leu

Tyr

Thr

Lys

Ala

Thr

Ile

Val

Asp

Met

Asp

Ser

Glu

Phe

Arg

His

Ile
395

Ala
410

Ala
425

Ser
440

Ser
455

Glu
470

Ala
485

Ala
500

Gly
515

Glu
530

Ile
545

Val
560

Ser
575

Thr
590

Pro
605

Cys
620

Val
635

Val
650

Arg
665

Pro
680
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Ser

val

Ser

Ile

Trp

Leu

Ile

Gly

Tyr

Ala

Gly
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para el pronéstico de cancer en un sujeto humano diagnosticado con cancer
colorrectal, comprendiendo el procedimiento: (a) comparar la expresion de EphB2 en una muestra de tejido o célula
colorrectal del paciente con la expresién de EphB2 en una muestra de control; y (b) predecir el prondéstico de cancer
del paciente basandose en la comparacion en (a), en el que el aumento de la expresion de EphB2 en la muestra de
paciente con respecto a una muestra de control es pronéstica de duracién elevada de la supervivencia o duracion
elevada de la supervivencia sin reaparicion en el sujeto.

2. Un procedimiento para la seleccién del tratamiento para cancer colorrectal para un paciente humano,
comprendiendo el procedimiento (a) comparar la expresién de EphB2 en una muestra de tejido o célula colorrectal
del paciente con la expresion de EphB2 en una muestra de control; (b) predecir el prondstico de cancer del paciente
baséandose en la comparacion en (a), en el que el aumento de la expresion de EphB2 en la muestra de paciente con
respecto a la muestra de control es prondstica de duracién elevada de la supervivencia o duracion elevada de la
supervivencia sin reaparicion en el sujeto; y (c) posterior a las etapas (a) y (b), seleccionar el tratamiento contra el
cancer para el paciente, en el que la seleccion del tratamiento se basa en el prondstico del paciente determinado en
la etapa (b).

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que se detecta la expresion del
polinucleétido EphB2.

4. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que se detecta la expresion del
polipéptido EphB2.

5. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que se detecta la expresién de ARNm de EphB2.

6. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que la expresion del polipéptido EphB2 se detecta
usando un agente anti-EphB2.

7. El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que el agente anti-EphB2 es un anticuerpo.

8. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que la expresién del polipéptido EphB2 se detecta
usando inmunohistoquimica.

9. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, que comprende ademds deteccion de
expresion de uno cualquiera o mas ligandos de EphB2.

10. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que el tratamiento comprende administrar una cantidad
eficaz de un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo anti-EphB2.

11. El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que el inmunoconjugado comprende un maitansinoide.
12. El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que el inmunoconjugado comprende MMAE.
13. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que el tratamiento comprende una cualquiera o mas de

guimioterapia, radiacién y cirugia.

14. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 10-13, en el que se detecta la expresion del
polinucleétido EphB2.

15. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 10-13, en el que se detecta la expresion del
polipéptido EphB2.

16. El procedimiento de la reivindicacién 14, en el que se detecta la expresion de ARNm de EphB2.

17. El procedimiento de la reivindicacién 15, en el que la expresion del polipéptido EphB2 se detecta
usando un agente anti-EphB2.

18. El procedimiento de la reivindicacion 17, en el que el agente anti-EphB2 es un anticuerpo.

19. El procedimiento de la reivindicacion 15, en el que la expresion del polipéptido EphB2 se detecta
usando inmunohistoquimica.

20. Los procedimientos de cualquiera de las reivindicaciones 10-19, que comprenden ademas deteccion
de la expresion de uno cualquiera o mas ligandos de EphB2.
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21. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 10-20, en el que el anticuerpo anti-EphB2
presente en el inmunoconjugado esta seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal, un
anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado y un fragmento de anticuerpo.

5
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FIGURA 1

MALRRLGAALLLLPLLAAVEETLMDSTTATAELGWMVHPPSGWE
EVSGYDENMNTIRTYQVCNVFESSQNNWLRTKFIRRRGAHRIHVEMKFSVRDCSSIPS
VPGSCKETFNLYYYEADFDSATKTFPNWMENPWVKVDTIAADESFSQVDLGGRVMKIN
TEVRSFGPVSRSGFYLAFQDYGGCMSLIAVRVFYRKCPRIIQNGAIFQETLSGAESTS
LVAARGSCIANAEEVDVPIKLYCNGDGEWLVPIGRCMCKAGFEAVENGTVCRGCPSGT
FKANQGDEACTHCPINSRTTSEGATNCVCRNGYYRADLDPLDMPCTTIPSAPQAVISS
VNETSLMLEWTPPRDSGGREDLVYNIICKSCGSGRGACTRCGDNVQYAPRQLGLTEPR
IYISDLLAHTQYTFEIQAVNGVTDQSPFSPQFASVNITTNQAAPSAVSIMHQVSRTVD
SITLSWSQPDOPNGVILDYELQYYEKELSEYNATAIKSPTNTVTVQGLKAGAIYVFQV
RARTVAGYGRYSGKMYFQTMTEAEYQTSIQEKLPLIIGSSAAGLVFLIAVVVIAIVCN
RRGFERADSEYTDKLOHYTSGHMTPGMKIYIDPFTYEDPNEAVREFAKEIDISCVKIE
QVIGAGEFGEVCSGHLKLPGKREIFVAIKTLKSGYTEKQRRDFLSEASIMGQFDHPNV
IHLEGVVTKSTPVMIITEFMENGSLDSFLRONDGQFTVIQLVGMLRGIAAGMKYLADM
NYVHRDLAARNILVNSNLVCKVSDFGLSRFLEDDTSDPTYTSALGGKIPIRWTAPEAI
QYRKFTSASDVWSYGIVMWEVMSYGERPYWDMTNQDVINAIEQDYRLPPPMDCPSALH
QLMLDCWQKDRNHRPKFGQIVNTLDKMIRNPNSLKAMAPLSSGINLPLLDRTIPDYTS
FNTVDEWLEAIKMGQYKESFANAGFTSFDVVSQMMMEDILRVGVTLAGHQKKILNSIQ
VMRAQMNQIQSVEGQPLARRPRATGRTKRCQPRDVTKKTCNSNDGKKKGMGKKKTDPG
RGREIQGIFFKEDSHKESNDCSCGG
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FIGURA 2A
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gcgcagecat
ccgtggaaga
atcctccate
cgtaccaggt
tecggegeeg
gcagcateccce
ctgactttga
tggataccat
aaatcaacac
tccaggacta
ccecgecatcat
cgctggtgge
agctctactg
caggcttcga
aggccaacca
aaggggccac
acatgcccetg
cctccctecat
acaacatcat
atgtacagta
tgctggeccca
gccccttcecte
cagtgtcecat
agccggacca
tcagtgagta
tcaaagccgg
gctacagecgg
aggagaagtt
tggttgtcat
cggacaagct
atcctttcac
tctectgtgt
gccacctgaa
gctacacgga
accatcccaa
tcaccgagtt
tcacagtcat
cagacatgaa
tggtctgcaa
ccacctacac
tccagtaccg
aggtgatgtc
ccattgagca
tcatgetgga
acacgctaga
ctggcatcaa
tggacgagtg
gcttcaccte
tcactttggce
tgaaccagat
gaaccaagcg
aaaaaaaggg
tattttttaa

ggctectgegg
aacgctaatg
agggtgggaa
gtgcaacgtg
tggcgeccac
cagcgtgect
ctcggeccace
tgcagccgac
cgaggtgcgg
tggcggetge
ccagaatggce
tgccegggge
taacggggac
ggccgttgag
aggggatgag
caactgtgtce
cacaaccatce
gctggagtgg
ctgcaagagc
cgcaccacge
cacccagtac
gcctecagttce
catgcatcag
gcccaatggce
caacgccaca
cgccatctat
caagatgtac
gccactcatce
cgccategtyg
gcaacactac
ctacgaggac
caaaattgag
gctgecagge
gaagcagecgce
cgtcatccac
catggagaat
ccagctggtg
ctatgttcac
ggtgteggac
cagtgcectg
gaagttcacc
ctatggggag
ggactatcgg
ctgttggcag
caagatgatc
cctgcegetg
gctggaggcee
ctttgacgtc
tggccaccag
tcagtctgtg
gtgccageca
aatgggaaaa
agaggattct
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aggctggggg
gactccacta
gaggtgagtg
tttgagtcaa
cgcatccacg
ggctectgea
aagaccttcc
gagagcttct
agcttceggac
atgtcecctea
gccatcttece
agctgcatcg
ggcgagtgge
aatggcaccg
gcectgtacee
tgccgcaatg
cectecegege
acccctcece
tgtggctcgg
cagctaggcece
accttegaga
gcctectgtga
gtgageccgea
gtgatcectgg
gccataaaaa
gtctteccagg
ttccagacca
atcggctect
tgtaacagac
accagtggcc
cccaacgagg
caggtgatcg
aagagagaga
cgggacttce
ctggagggtg
ggetcectgg
ggcatgcttc
cgtgacctgg
tttgggctet
ggcggaaaga
tcggccagtg
cggcecectact
ctgccacecge
aaggaccgca
cgcaatccecca
ctggaccgea
atcaagatgg
gtgtctcaga
aaaaaaatcc
gagggccage
cgagacgtca
aagaaaacag
cataaggaaa

cecgegetget
cagcgactgce
gctacgatga
gccagaacaa
tggagatgaa
aggagacctt
ccaactggat
cccaggtgga
ctgtgtecececg
tegecegtgeg
aggaaaccct
ccaatgecgga
tggtgcceccat
tctgececgagy
actgtcceat
gctactacag
cccaggetgt
gcgactccgg
gecggggtge
tgaccgagce
tccaggctgt
acatcaccac
ccgtggacag
actatgagct
gccccaccaa
tgcgggceacyg
tgacagaagc
cggeccgetgg
gggggtttga
acatgacccc
cagtgcggga
gagcagggga
tetttgtgge
tgagcgaage
tcgtgaccaa
actcctttet
ggggcatcge
ctgcececgcaa
cacgctttet
tceccatcecg
atgtgtggag
gggacatgac
ccatggactg
accaccggcece
acagcctcaa
cgatcccecga
ggcagtacaa
tgatgatgga
tgaacagtat
cactecgceag
ccaagaaaac
atcctgggag
gcaatgactg

gectgectgeeg
tgagctggge
gaacatgaac
ctggctacgg
gttttcggtg
caacctctat
ggagaatcca
cctgggtgge
cagcggctte
tgtcttctac
gtcggggget
agaggtggat
cgggecgcetge
ttgtccatct
caacagccgg
agcagacctg
gatttccagt
aggccgagag
ctgcacccgce
acgcatttac
gaacggegtt
caaccaggca
cattaccctg
gcagtactat
cacggtcacc
caccgtggca
cgagtaccag
cectggtectte
gcgtgctgac
aggcatgaag
gtttgccaag
gtttggcgag
catcaagacg
ctccatcatg
gagcacacct
ccggcaaaac
agctggcatg
catcctegte
agaggacgat
ctggacagcce
ctacggcatt
caaccaggat
ccecgagegcece
caagttecgge
agccatggcg
ctacaccagc
ggagagcttc
ggacattctc
ccaggtgatg
gaggccacgyg
atgcaactca
ggggcgggaa
ttcttgcggg
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ggataaaaaa
tctecaactce
aatgtgaagg
tcactcaaca
ccctetggga
gagagtattt
aaggggcttt
ctgaggatgg
agectggcece
gactgccgtce
agcaattcct
ttgttgggtt
tttectacet
ttaggcaata
ttcattgaca
ggggccatcet
aggtggagga
ggctctgagg
tctagtactt
aacccagttt
ttecactgtga
tcecttecct
ttgectgggee
ctcecctectg
aaataaacgc

péptido sehnal
péptido maduro

sitio de
sitio de
senal de
sitio de

poli
poli
poli
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gggcttggga
cctctgggaa
ggagagacag
accaagcgcece
aaatctattc
tagaaactcc
tgtecctectg
gcaaccccca
tecctggtgece
agctccgact
ggactcgggyg
gttttttgtt
tttgaggact
caccaagggc
ctcttcecte
gggccattca
gcttcccact
ctgcagggcet
cccaggcaaa
tcectetggg
taccctgecec
ggagagaaag
taaaggtctt
tgaaccaaca
tttagttata

19..72

73..3183
poli A 3905
A 3989
A 4622. .4627
A 4641

gattcatgcg
ggtgacctgg
gggccgeccet
tggaggacgg
ctgccaccac
aatgaaagac
ggtcagggag
ggtctgecagce
cactcccgece
gccgcetgaga
gtattttggt
ttttggtttt
tgatccttcet
gagattttat
ctceccacctyg
gagactggag
ccaggactgt
ggaagtcctt
taggcccett
agcctaaacce
tccagagggt
tgtgtgattt
ggccatgaggg
cagacaccca
a
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atgtgtccaa
ccagagccaa
tggctcetgt
gacagatgga
tgggcaaaca
actgtttctc
aacgcgggga
tccaggtaca
agccecetgece
agggttgatc
cacagggtgyg
ttttaatgac
ccaggaagaa
atgcacattt
ccaccaggcce
tgagatttgg
tgatgaaagg
gcccacttce
tgaggctccet
aggctgcatc
gcgetcagag
ctctcccacc
acgccctecag
agcagagcaa

tcggagacaa
gaaacacttt
ccctgetget
cagacagcca
gaagaatttt
ctgttggcetce
ccccagaaag
tatcacgcge
tcgaggactg
ctgecatctgg
ttttggttta
aatgaagtga
ggtgctttct
ctggattttt
tcaccaaagc
gtgtggaggg
gacagattga
cactctcectg
gagtgcccete
ggaggccagg
acacgggcaa
tectteecee
tctagggatce
tcagttagtg

aagcagtttc
cagaaaaaca
cctctaggcce
ccctgagaac
tetgtetttg
acagggctga
gtcagccttc
acagcctggce
atactgcagt
gtttgtttac
gggggtttgt
cactttgaca
gcttactgac
ttatacggtt
ccactgccat
ggaggcgcecea
ggaggaagtg
ccccaatcta
agatggtcaa
accceggatca
gcatgectcet
caccagacct
tggccacaga
aattgaatgg
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FIGURA 3

MALRRLGAALLLLPLLAAVEETLMDSTTATAELGWMVHPPSGWE
EVSGYDENMNTIRTYQVCNVFESSQNNWLRTKFIRRRGAHRIHVEMKFSVRDCSSIPS
VPGSCKETFNLYYYEADFDSATKTFPNWMENPWVKVDTIAADESFSQVDLGGRVMKIN
TEVRSFGPVSRSGFYLAFQDYGGCMSLIAVRVFYRKCPRIIQNGAIFQETLSGAESTS
LVAARGSCIANAEEVDVPIKLYCNGDGEWLVPIGRCMCKAGFEAVENGTVCRGCPSGT
FKANQGDEACTHCPINSRTTSEGATNCVCRNGYYRADLDPLDMPCTTIPSAPQAVISS
VNETSLMLEWTPPRDSGGREDLVYNIICKSCGSGRGACTRCGDNVQYAPRQLGLTEPR
IYISDLLAHTQYTFEIQAVNGVIDQSPFSPQFASVNITTNQAAPSAVSIMHQVSRTVD
SITLSWSQPDQPNGVILDYELQYYEKELSEYNATAIKSPTNTVITVQGLKAGAIYVFQV
RARTVAGYGRYSGKMYFQTMTEAEYQTSIQEKLPLIIGSSAAGLVFLIAVVVIAIVCN
RRRGFERADSEYTDKLQOHYTSGHMTPGMKIYIDPFTYEDPNEAVREFAKEIDISCVKI
EQVIGAGEFGEVCSGHLKLPGKREIFVAIKTLKSGYTEKQRRDFLSEASIMGQFDHPN
VIHLEGVVTKSTPVMIITEFMENGSLDSFLRONDGQFTVIQLVGMLRGIAAGMKYLAD
MNYVHRDLAARNILVNSNLVCKVSDFGLSRFLEDDTSDPTYTSALGGKIPIRWTAPEA
IQYRKFTSASDVWSYGIVMWEVMSYGERPYWDMTNQDVINAIEQDYRLPPPMDCPSAL
HQLMLDCWQKDRNHRPKFGQIVNTLDKMIRNPNSLKAMAPLSSGINLPLLDRTIPDYT
SFNTVDEWLEAIKMGQYKESFANAGFTSFDVVSQMMMEDILRVGVTLAGHQKKILNSI
QVMRAQMNQIQSVEV
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FIGURA 4A
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gcceccgggaa
ctgectegecg
tggatggtgce
acgatccgca
accaagttta
cgtgactgca
tactatgagg
tgggtgaagg
cgegtcatga
tacctggect
cgcaagtgcc
gagagcacat
gtacccatca
atgtgcaaag
gggactttca
accacttctg
gaccccectgg
gtcaatgaga
gacctcgtcet
tgcggggaca
atcagtgacc
actgaccaga
gctccategg
tegtggteec
gagaaggagc
gtgcagggcc
ggctacggge
acaagcatcc
ctcattgctg
gactcggagt
aagatctaca
aaggaaattg
gaggtctgca
acgctcaagt
atgggccagt
cctgtgatga
aacgatgggce
atgaagtacc
gtcaacagca
gatacctcag
gcceceggaag
attgtcatgt
gatgtaatca
gceectgeace
ggccaaattg
gegcececcetet
agctttaaca
ttcgecaatg
ctcecgggttg
atgcgggecgce
cacctcttce
ccactgcagg
cagccacgag
ggaaaaaaga
gattctcata
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gcgecagccat
ccgtggaaga
atcctceatc
cgtaccaggt
tceggegeeg
gcagcatcce
ctgactttga
tggataccat
aaatcaacac
tccaggacta
cccgcatcat
cgectggtggce
agctctactg
caggcttega
aggccaacca
aaggggccac
acatgcccetg
cctececteat
acaacatcat
atgtacagta
tgctggeccca
gccecttete
cagtgtcecat
agcecggacca
tcagtgagta
tcaaagecgg
gctacagecgg
aggagaagtt
tggttgtcat
acacggacaa
tcgatccttt
acatctcctg
gtggccacct
cgggctacac
tcgaccatce
tcatcaccga
agttcacagt
tggcagacat
acctggtctg
accccaccta
ccatccagta
gggaggtgat
atgccattga
aactcatgct
tcaacacgct
cctctggecat
cggtggacga
ccggcttcac
gggtcacttt
agatgaacca
tccaagceccece
gccagccact
acgtcaccaa
aaacagatcc
aggaaagcaa

ggctctgegg
aacgctaatg
agggtgggaa
gtgcaacgtg
tggegcccac
cagcgtgect
ctecggeccacc
tgcagccgac
cgaggtgegg
tggecggetge
ccagaatggc
tgccegggge
taacggggac
ggccgttgag
aggggatgag
caactgtgtc
cacaaccate
gctggagtgg
ctgcaagagc
cgcaccacgce
cacccagtac
gectcagtte
catgcatcag
gcccaatgge
caacgccaca
c¢gccatctat
caagatgtac
gccactecate
cgccategtg
gctgcaacac
cacctacgag
tgtcaaaatt
gaagctgcca
ggagaagcag
caacgtcate
gttcatggag
catccagctg
gaactatgtt
caaggtgtcg
caccagtgcec
ccggaagttce
gtcctatggg
gcaggactat
ggactgttgg
agacaagatg
caacctgccg
gtggctggag
ctectttgac
ggctggccac
gattcagtct
gcccectetg
cgcecaggagg
gaaaacatgc

tgggaggggg
tgactgttet
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aggctggggg
gactccacta
gaggtgagtg
tttgagtcaa
cgcatccacg
ggctcctgea
aagaccttcc
gagagcttcet
agcttcggac
atgtcectcea
gccatcttcee
agctgecatcg
ggcgagtggce
aatggcaccg
gcctgtaccece
tgccgcaatg
cecctecgege
acccctcece
tgtggctcgg
cagctaggcce
accttcgaga
gcctetgtga
gtgagccgca
gtgatcctgg
gccataaaaa
gtcttcecagg
ttccagacca
atecggctcecet
tgtaacagaa
tacaccagtg
gaccccaacyg
gagcaggtga
ggcaagagag
cgcecgggact
cacctggagg
aatggctcce
gtgggcatge
caccgtgacc
gactttggge
ctgggcggaa
acctcggecea
gagcggcect
cggctgccac
cagaaggacc
atccgcaate
ctgctggacce
gccatcaaga
gtegtgtete
cagaaaaaaa
gtggaggttt
cccecacgtgce
ccacgggcca
aactcaaacg
cgggaaatac

tgcgggggat

ccgegetget
cagcgactgc
gctacgatga
gccagaacaa
tggagatgaa
aggagacctt
ccaactggat
cccaggtgga
ctgtgteeccg
tcgecgtgeg
aggaaaccct
ccaatgcgga
tggtgcecat
tctgccgagg
actgtcccat
gctactacag
cccaggetgt
gcgactecegg
gecggggtgc
tgaccgagcec
teccaggetgt
acatcaccac
ccgtggacag
actatgagct
gccccaccaa
tgegggceacyg
tgacagaagc
cggecgetgg
gacgggggtt
gccacatgac
aggcagtgcg
tcggagcagg
agatctttgt
tcctgagcega
gtgtcgtgac
tggactecctt
ttcggggcat
tggctgcceg
tcteacgett
agatccceccat
gtgatgtgtg
actgggacat
cgceccatgga
gcaaccaccyg
ccaacagcct
gcacgatccce
tggggcagta
agatgatgat
tcctgaacag
gacattcacc
cggcectect
cgggaagaac
acggaaaaaa
aaggaatatt
aaaaaagggc

gctgctgecg
tgagctgggce
gaacatgaac
ctggctacgg
gtttteggtg
caacctctat
ggagaatcca
cctgggtgge
cagecggctte
tgtcttctac
gtcgggggcet
agaggtggat
cgggcgetge
ttgtcecatet
caacagccgg
agcagacctg
gatttccagt
aggccgagag
ctgcaccecge
acgcatttac
gaacggcegtt
caaccaggca
cattaccctg
gcagtactat
cacggtcacc
caccgtggca
cgagtaccag
cctggtette
tgagcgtgct
cccaggcatg
ggagtttgcece
ggagtttggce
ggccatcaag
agcctceccate
caagagcaca
tcteccggcaa
cgcagctggce
caacatcctce
tctagaggac
ccgcectggaca
gagctacggce
gaccaaccag
ctgceegage
gcccaagtte
caaagccatg
cgactacacc
caaggagagc
ggaggacatt
tatceaggtg
tgecetegget
ggtgctctat
caagcggtgce
aaagggaatg
ttttaaagag
ttgggagatt
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catgcgatgt
acctggccag
cgeccettgge
ggacgggaca
caccactggg
aaagacactg
agggagaacg
tgcagctcca
ccegecagece
ctgagaagqg
tttggtcaca
ggtttttttt
ccttctccag
ttttatatgce
cacctgccac
ctggagtgag
gactgttgat
gtcecttgeee
ccectttgag
taaaccaggce
gagggtgcge
tgatttectect
atggggacgc
cacccaagca

péptido senal

péptido maduro

sitio

sitio

senal

sitio
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gtccaatcgg
agccaagaaa
tcctgteect
gatggacaga
caaacagaag
tttctectgt
cggggaccce
ggtacatatc
cctgectega
ttgatcctgce
gggtggtttt
aatgacaatg
gaagaaggtg
acatttetgg
caggcectcac
atttgggtgt
gaaagggaca
acttcccact
gctectgagt
tgcatcggag
tcagagacac
cccacctect
cctecagtcta
gagcaatcag

19..72

73..2978
de poli A4001

de poli A 4085

de poli A4718..4723

de poli A4737

agacaaaagc
cactttcaga
gctgetecte
cagccacccet
aatttttetg
tggctcacag
agaaaggtca
acgcgcacag
ggactgatac
atctgggttt
ggtttagggg
aagtgacact
cttictgett
atttttttat
caaagcccac
ggagggggag
gattgaggag
ctecctgecce
gccctcagat
gccaggacce
gggcaagcat
teccecccace

gggatctgge
ttagtgaatt
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agtttctcetce
aaaacaaatg
taggcctcac
gagaacccct
tetttggaga
ggctgaaagg
gcettectga
cctggcagcce
tgcagtgact
gtttacagca
gtttgtttgt
ttgacatttc
actgacttag
acggttttca
tgccatgggg
gcgceccaaggt
gaagtgggct
aatctatcta
ggtcaaaacc
ggatcattca
gcctectteece
agacctttge
cacagactcce
gaatggaaat

caactccecte
tgaaggggag
tcaacaacca
ctgggaaaat
gtattttaga
ggcttttgte
ggatgggcaa
tggcectect
gccgtcaget
attecetggac
tgggttgttt
ctaccttttg
gcaatacacc
ttgacactct
ccatectggge
ggaggagctt
ctgaggctge
gtacttccceca
cagttttcce
ctgtgatacc
ttcectggag
tgggcctaaa
ctectgtgaa
aaacgcttta

tgggaaggtg
agacaggggc
agcgccetgga
ctattcctgce
aactccaatg
ctectgggte
ccceccaggtce
ggtgecccact
ccgactgccg
tcgggggtat
tttgtttttt
aggacttgat
aagggcgaga
tccctectee
cattcagaga
cccacteccag
agggctggaa
ggcaaatagg
tctgggagce
ctgcectcca
agaaagtgtg
ggtcttggce:-
ccaacacaga
gttataa
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FIGURA 5

MALRRLGAALLLLPLLAAVEETLMDSTTATAELGWMVHPPSGWEEVSGYDENMNTIRTYQVCNVFESSQNNWLRT
KFIRRRGAHRIHVEMKFSVRDCSSIPSVPGSCKETFNLYYYEADFDSATKTF PNWMENPWVKVDTIAADESFSQV
DLGGRVMKINTEVRSFGPVSRSGFYLAFQDYGGCMSLIAVRVFYRKCPRI IQNGAIFQETLSGAESTSLVAARGS
CIANAEEVDVPIKLYCNGDGEWLVPIGRCMCKAGFEAVENGTVCRGCPSGTFKANQGDEACTHCPINSRTTSEGA
TNCVCRNGYYRADLDPLDMPCTTIPSAPQAVISSVNETSLMLEWTPPRDSGGREDLVYNIICKSCGSGRGACTRC
GDNVQYAPRQLGLTEPRIYISDLLAHTQYTFEIQAVNGVTDQSPFSPQFASVNITTNQAAPSAVSIMHQVSRTVD
SITLSWSQPDQPNGVILDYELQYYEKELSEYNATAIKSPTNTVTVQGLKAGAIYVFQVRARTVAGYGRYSGKMYF
QTMTEAEYQTSIQEKLPLIIGSSAAGLVFLIAVVVIAIVCNRRGFERADSEYTDKLOHYTSGHMTPGMKIYIDPF
TYEDPNEAVREFAKEIDISCVKIEQVIGAGEFGEVCSGHLKLPGKREIFVAIKTLKSGYTERQRRDFLSEASIMG
QFDHPNVIHLEGVVTKSTPVMI ITEFMENGSLDSFLRQNDGQFTVIQLVGMLRGIAAGMKYLADMNYVHRDLAAR
NILVNSNLVCKVSDFGLSRFLEDDTSDPTYTSALGGKIPIRWTAPEAIQYRKFTSASDVWSYGIVMWEVMSYGER
PYWDMTNQDVINAIEQDYRLPPPMDCPSALHQLMLDCWQKDRNHRPKFGQIVNTLDKMIRNPNSLKAMAPLSSGI
NLPLLDRTIPDYTSFNTVDEWLEAIKMGQYKESFANAGFTSFDVVSQMMMEDILRVGVTLAGHOKKILNSIQVMR
AQMNQIQSVEV

Secuencia seiial.

aminoacidos 1-18

Dominio transmembrana.

aminoacidos 543-563

Sitios de N-glucosilaciédn.

aminoacidos 265-268, 336-339, 428-431, 482-485, 704-707
Sitio de unién a glucosaminoglucano.

aminoacidos 367-370

Sitio de fosforilacién de la proteina cinasa dependiente de cAMP y cGMP.
aminoacidos 801-804

Sitios de fosforilacién de tirosina cinasa.

aminoacidos 374-381, 594-602, 735-742

Sitios de N-miristoilacién

aminoacidos 182-187, 213-218, 224-229, 271-276, 275-280, 295-304, 366-371,
497-502, 546-551, 705-710, 725-730, 729-734, 874-879, 957-962
Sitio de amidacién.

aminoacidos 643-646

Firma de sitio activo especifico para las proteinas tirosina cinasas.
aminoacidos 742-754

Firma 1 de la clase V de tirosina cinasa receptora.
aminoacidos 182-198

Firma 2 de la clase V de tirosina cinasa receptora.
aminoacidos 241-264

Dominio de unién a ligando de receptor de efrina.
aminoacidos 20-197

Dominio de proteina cinasa.

aminoacidos 621-880

Dominios de tipo III de fibronectina.

aminoacidos 325-421, 436-520

Dominio SAM (motivo alfa estéril).

aminoacidos 911-975

Dominios de homologia 2 con Src (SH2).

aminoacidos 733-769, 787-757, B06-819%9

69



ES 2 398 568 T3

FIGURA 6

CGGGAAGCGCAGCCATGGCTCTGCGGAGGCTEEEEGCCGCECTECTGCTGCTGCCGCTGCTCGCCGCCGTGGARG
AAACGCTAATGGACTCCACTACAGCGACTGCTGAGCTGGGCTGGATGGTGCATCCTCCATCAGGGTGGGAAGAGG
TGAGTGGCTACGATGAGAACATGAACACGATCCGCACGTACCAGGTGTGCAACGTGTTTGAGTCAAGCCAGAACA
ACTGGCTACGGACCAAGTTTATCCGGCGCCGTGGCGCCCACCGCATCCACGTGGAGATGAAGTTTTCGGTGCGTG
ACTGCAGCAGCATCCCCAGCGTGCCTGGCTCCTGCAAGGAGACCTTCAACCTCTATTACTATGAGGCTGACTTTG
ACTCGGCCACCAAGACCTTCCCCAACTGGATGGAGAATCCATGGGTGAAGGTGGATACCATTGCAGCCGACGAGA
GCTTCTCCCAGGTGGACCTGGGTGGCCGCGTCATGAARATCAACACCGAGGTGCGGAGCTTCGGACCTGTGTCCC
GCAGCGGCTTCTACCTGGCCTTCCAGGACTATGGCGGCTGCATGTCCCTCATCGCCGTGCGTGTCTTCTACCGCA
AGTGCCCCCGCATCATCCAGAATGGCGCCATCTTCCAGGAAACCCTGTCGGGGGCTCGAGAGCACATCGCTGGTGG
CTGCCCGGGGCAGCTGCATCGCCAATGCGGAAGAGGTGGATGTACCCATCAAGCTCTACTGTAACGGGGACGGCG
AGTGGCTGGTGCCCATCGGGCGCTGCATGTCCARAGCAGGCTTCGAGGCCGTTGAGAATGGCACCGTCTGCCGAG
GTTGTCCATCTGGGACTTTCAAGGCCAACCARGGGGATGAGGCCTGTACCCACTGTCCCATCAACAGCCGGACCA
CTTCTGAAGGGGCCACCAACTGTGTCTGCCGCAATGGCTACTACAGAGCAGACCTGGACCCCCTGGACATGCCCT
GCACAACCATCCCCTCCGCGCCCCAGGCTGTGATTTCCAGTGTCAATGAGACCTCCCTCATGCTGGAGTGGACCT
CTCCCCGCGACTCCGGAGGCCGAGAGGACCTCGTCTACAACATCATCTGCAAGAGCTGTGGCTCGGGCCGGGETG
CCTGCACCCGCTGCGGGGACAATGTACAGTACGCACCACGCCAGCTAGGCCTGACCGAGCCACGCATTTACATCA
GTGACCTGCTGGCCCACACCCAGTACACCTTCGAGATCCAGGCTGTGAACGGCGTTACTGACCAGAGCCCCTTCT
CGCCTCAGTTCGCCTCTGTGAACATCACCACCAACCAGGCAGCTCCATCGGCAGTGTCCATCATGCATCAGGTGA
GCCGCACCGTGGACAGCATTACCCTGTCGTGGTCCCAGCCGGACCAGCCCAATGGCGTGATCCTGGACTATGAGC
TGCAGTACTATGAGAAGGAGCTCAGTGAGTACAACGCCACAGCCATARARAGCCCCACCAACACGGTCACCGTGC
AGGGCCTCAAAGCCGGCGCCATCTATGTCTTCCAGGTGCGGGCACGCACCGTGGCAGGCTACGGGCGCTACAGCG
GCAAGATGTACTTCCAGACCATGACAGAAGCCGAGTACCAGACAAGCATCCAGGAGAAGTTGCCACTCATCATCG
GCTCCTCGGCCGCTGGCCTGGTCTTCCTCATTGCTGTGGTTGTCATCGCCATCGTGTGTAACAGACGGGGGTTTG
AGCGTGCTGACTCGGAGTACACGGACAAGCTGCAACACTACACCAGTGGCCACATGACCCCAGGCATGARGATCT
ACATCGATCCTTTCACCTACGAGGACCCCARCGAGGCAGTGCGGGAGTTTGCCAAGGARATTGACATCTCCTGTG
TCAAAATTGAGCAGGTGATCGGAGCAGGGGAGTTTGGCGAGGTCTGCAGTGGCCACCTGAAGCTGCCAGGCAAGA
GAGAGATCTTTGTGGCCATCAARGACGCTCAAGTCGGGCTACACGGAGAAGCAGCGCCGGGACTTCCTGAGCGAAG
CCTCCATCATGGGCCAGTTCGACCATCCCAACGTCATCCACCTGGAGGGTGTCGTGACCAAGAGCACACCTGTGA
TGATCATCACCGAGTTCATGGAGAATGGCTCCCTGGACTCCTTTCTCCGGCAAAACGATGGGCAGTTCACAGTCA
TCCAGCTGGTGGGCATGCTTCGGGGCATCGCAGCTGGCATGAAGTACCTGGCAGACATGAACTATGTTCACCGTG
ACCTGGCTGCCCGCAACATCCTCGTCAACAGCAACCTGGTCTGCAAGGTGTCGGACTTTGGGCTCTCACGCTTTC
TAGAGGACGATACCTCAGACCCCACCTACACCAGTGCCCTGGGCGGAAAGATCCCCATCCGCTGGACAGCCCCGG
ARGCCATCCAGTACCGGAAGTTCACCTCGGCCAGTGATCTGTGGAGCTACGGCATTGTCATGTGGGAGGTCGATGT
CCTATGGGGAGCGGCCCTACTGGGACATGACCAACCAGGATGTAATCAATGCCATTGAGCAGGACTATCGGCTGC
CACCGCCCATGGACTGCCCGAGCGCCCTGCACCAACTCATGCTGGACTGTTGGCAGAAGGACCGCARCCACCGGEC
CCAAGTTCGGCCAAATTGTCAACACGCTAGACAAGATGATCCGCAATCCCAACAGCCTCAAAGCCATGGCGCCCC
TCTCCTCTGGCATCAACCTGCCGCTGCTGGACCGCACGATCCCCGACTACACCAGCTTTAACACGGTGGACGAGT
GGCTGGAGGCCATCAAGATGGGGCAGTACAAGGAGAGCTTCGCCAATGCCGGCTTCACCTCCTTTGACGTCGTGT
CTCAGATGATGATGGAGGACATTCTCCGGGTTGGGGTCACTTTGGCTGGCCACCAGAAAAAAATCCTGAACAGTA
TCCAGGTGATGCGGGCGCAGATGAACCAGATTCAGTCTGTGCGAGGTTTGACATTCACCTGCCTCGGCTCACCTCT
TCCTCCAAGCCCCGCCCCCTCTGCCCCACGTGCCGGCCCTCCTGGTGCTCTATCCACTGCAGGGCCAGCCACTCG
CCAGGAGGCCACGGGCCACGGGAAGAACCAAGCGGTGCCAGCCACGAGACGTCACCAAGARAACATGCAACTCAA
ACGACGGAAAARAAAAGGGAATGGGAAAARNGAAAACAGATCCTGGGAGGGGGCCGGGAAATACAAGGAATATTTT
TTAAAGAGGATTCTCATAAGGARAGCAATGACTGTTCTTGCGGGGGATAAARAAGGCCTTGGGAGATTCATGCGA
TGTGTCCAATCGGAGACAAAAGCAGTTTCTCTCCAACTCCCTCTGGGAAGGTGACCTGGCCAGAGCCAAGAANCA
CTTTCAGAARAACAAATGTGAAGGGGAGAGACAGGGGCCGCCCTTGGCTCCTGTCCCTGCTGCTCCTCTAGGCCT
CACTCAACAACCAAGCGCCTGGAGGACGGGACAGATGGACAGACAGCCACCCTGAGAACCCCTCTGGGAARATCT
ATTCCTGCCACCACTGGGCAAACAGAAGAAT T TTTCTGTCTTTGGAGAGTATTTTAGAARACTCCAATGAAAGACA
CTETTTCTCCTGTTGGCTCACAGGGCTGAAAGGGGCTTTTGTCCTCCTGGGTCAGGGAGAACGCCGGGACCCCAG
AAAGGTCAGCCTTCCTGAGGATGGGCAACCCCCAGGTCTGCAGCTCCAGGTACATATCACGCGCACAGCCTGGCA
GCCTGGCCCTCCTGGTGCCCACTCCCGCCAGCCCCTGCCTCGAGGTCGAC
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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