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DESCRIPCION
ROS quinasa mutante y de translocacion en el carcinoma pulmonar no microcitico humano
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad y el beneficio del documento USSN 60/760.634, presentado el 20 de enero de
2006.

Campo de la invencion

La invencion se refiere, en general, a proteinas y genes implicado en el cancer, y a la deteccion, el diagnodstico y el
tratamiento del cancer.

Antecedentes de la invencion

Muchos canceres se caracterizan por alteraciones en las vias de sefalizacién celular que conducen a un control
aberrante de los procesos celulares, o a un crecimiento y proliferacion descontrolados de células. Estas alteraciones
a menudo son provocadas por cambios en la actividad de proteinas de sefalizacién concretas, tales como quinasas.
Entre estos canceres se encuentra el carcinoma pulmonar no microcitico (NSCLC). El NSCLC es la principal causa
de muerte por cancer en EEUU, y supone aproximadamente 87% de todos los canceres de pulmén. Se producen
aproximadamente 151.000 nuevos casos anuales de NSCLC en EEUU, y se calcula que mas de 120.000 pacientes
mueren al afo por esta enfermedad solo en EEUU. Véase “Cancer Facts and Figures 2005”, American Cancer
Society. EI NSCLC, que comprende tres subtipos diferenciados, a menudo solo se detecta después de que haya
metastatizado, y asi la tasa de mortalidad es del 75% en los dos afios siguientes al diagnéstico.

Se sabe que las translocaciones de genes que producen proteinas de fusion de quinasas con una actividad de
sefializacion aberrante pueden conducir directamente a ciertos canceres. Por ejemplo, se ha demostrado
directamente que la oncoproteina BCR-ABL, una proteina de fusion de tirosina quinasa, es el agente causativo en la
leucemia mielégena crénica humana (CML). La oncoproteina BCR-ABL, que se encuentra en al menos 90-95% de
los casos de CML, es generada por la translocacion de secuencias génicas desde la proteina tirosina quinasa c-ABL
sobre el cromosoma 9 hacia las secuencias BCR sobre el cromosoma 22, produciendo el denominado cromosoma
Filadelfia. Véase, por ejemplo, Kurzock et al., N. Engl. J. Med., 319: 990-998 (1988). También se observa
translocacion en casos de leucemia linfocitica aguda y AML.

Se han descrito translocaciones de genes que conducen a proteinas mutantes o de fusion implicadas en una
diversidad de otros canceres distintos. Por ejemplo, Falini et al., Blood, 99(2): 409-426 (2002), analizan las
translocaciones que se sabe que aparecen en canceres hematolégicos. Hasta la fecha, sélo se ha descrito un
numero limitado de translocaciones de genes y proteinas mutantes que aparecen en canceres de pulmon,
incluyendo la translocacion t(15;19) que implica a Notch3. Véase Dang et al., J. Natl. Can. Instit., 92(16): 1355-1357
(2000). Se han descubierto defectos en la expresion y/o la actividad de la proteina de unién a ARN-6 (RBM-6) en
carcinomas pulmonares microciticos y no microciticos. Véase Drabkin ef al., Oncogene, 8(16): 2589-2597 (1999).
Sin embargo, hasta la fecha no se han descrito translocaciones en el cancer de NSCLC humano que impliquen a
proteina quinasas.

Se han encontrado defectos en la expresion y/o la activacion de SLC34A2 en el cancer ovarico humano. Véase
Rangel et al., Oncogene, 22(46): 7225-7232 (2003). De forma similar, se han descrito defectos en la expresion de
ROS quinasa que surgen de la translocacion de FIG-ROS del(6)(g21,921) en el glioblastoma. Véase Charest et al.,
Genes Chromos. Canc., 37(1): 58-71 (2003). Tambien se ha descrito una forma truncada de ROS quinasa capaz de
dirigir el crecimiento tumoral en ratones. VVéase Birchmeier et al., Mol. Cell. Bio., 6(9): 3109-3115 (1986). Hasta la
fecha, no se conocen mutaciones puntuales activantes que aparezcan en ROS quinasa.

Charest A. et al., Proceedings of the National Academy of Sciences, 100(3): 916-921 (2003), describen una proteina
oncogénica que comprende el dominio quinasa de c-ROS.

Nagarajan L. et al., Proceedings of the National Academy of Sciences, 83(17): 6568-6572 (1986), y Xu H. et al.,
Genomics, 62(2): 281-284 (1999), describen sondas adecuadas para detectar polinucleétidos de SLC34A2 y ROS.

Birchmeier C. et al., BioEssays: News and Reviews in Molecular Cellular and Developmental Biology, 15(3): 185-190
(1993), describen el control del receptor de c-ROS de la morfogénesis y el crecimiento epitelial.

El documento W02004/023973 describe las secuencias del polinucledétido y del polipéptido de SLC34A2 y ROS.

La identificacion de translocaciones y mutaciones en canceres humanos es muy deseable, porque esto puede
conducir al desarrollo de nuevos productos terapéuticos que se dirijan a dichas proteinas de fusion o mutantes, y a
nuevos diagnosticos para identificar pacientes que tengan estas translocaciones de genes. Por ejemplo, BCR-ABL
se ha convertido en una diana para el desarrollo de productos terapéuticos para tratar la leucemia. En fechas mas
recientes, Gleevec® (mesilato de imatinib, STI-571), un inhibidor de molécula pequefia de la ABL quinasa, ha sido
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aprobado pare el tratamiento de la CML. Este farmaco es el primero de una nueva clase de agentes antiproliferativos
disefiados para interferir con las vias de sefalizacion que dirigen el crecimiento de las células tumorales. El
desarrollo de este farmaco representa un avance significativo frente a las terapias convencionales para la CML y
ALL, la quimioterapia y la radiacion, que estan plagadas de efectos secundarios muy conocidos y a menudo tienen
un efecto limitado, puesto que no estan dirigidas especificamente a las causas subyacentes de las malignidades. De
modo similar, se han descrito reactivos y métodos para detectar especificamente proteinas de fusion de BCR-ABL
en pacientes, para identificar a los pacientes que responden con mayor probabilidad a los inhibidores dirigidos, tales
como Gleevec®.

Por consiguiente, sigue siendo necesaria la identificacion de nuevas translocaciones o mutaciones de genes que
produzcan proteinas de fusion o mutantes implicadas en el avance de los canceres humanos, que incluyen canceres
de pulmén, tales como NSCLC, y el desarrollo de nuevos reactivos y metodos para el estudio y la deteccion de
dichas proteinas de fusion. La identificacion de estas proteinas de fusién permitira desarrollar de modo deseable,
entre otras cosas, nuevos métodos para seleccionar pacientes para las terapias dirigidas, asi como la seleccion de
nuevos farmacos que inhiban estas proteinas mutantes/de fusion.

Sumario de la invenciéon

Segun la invencion, ahora se ha identificado una nueva translocacion génica, (4p15, 6g22), en el carcinoma
pulmonar no microcitico (NSCLC) que produce proteinas de fusion que combinan parte de la proteina de isoforma
NaPi-3b transportadora de fosfato dependiente de sodio (SLC34A2) con la quinasa del precursor de la tirosina
proteina quinasa ROS de protooncogén (ROS). Se espera que las dos proteinas de fusién de SLC34A2-ROS
conserven la actividad de ROS tirosina quinasa y que dirijan la proliferacién y la supervivencia de NSCLC en un
subconjunto de aquellos canceres en los que se expresa la proteina de fusion.

Por tanto, la invencion proporciona, en parte, polinucleétidos aislados segun la reivindicaciébn 1 y vectores que
codifican los polipéptidos de ROS mutantes descritos, es decir, los polipéptidos de fusidon de quinasa SLC34A2-
ROS, sondas y ensayos para detectarlos, polipéptidos de ROS mutantes aislados, polipéptidos mutantes
recombinantes, y reactivos para detectar los polinucleétidos y polipéptidos de ROS mutantes. La identificacion
descrita de las nuevas proteinas de ROS quinasa mutantes y la translocacion de SLC34A2 permite desarrollar
nuevos métodos para determinar la presencia de polinucleétidos o polipéptidos de ROS mutantes en una muestra
bioldgica, métodos para seleccionar compuestos que inhiban las proteinas de quinasa mutantes, y métodos para
inhibir el avance de un cancer que se caracteriza por la expresion de polinucleétidos o polipéptidos de ROS
mutantes, que también son proporcionados por la invencion. Los aspectos y las realizaciones de la invencion se
describen con mas detalle a continuacion.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Muestra la localizacion del gen SLC34A2 y el gen ROS sobre los cromosomas 4p y 6q, respectivamente
(panel A), y las localizaciones del dominio de las proteinas de SLC34A2 y ROS de longitud completa, asi como las
de los dos variantes de la proteina de fusion de SLC34A2-ROS (paneles B y C). En el primer variante (largo), la
zona de unién de la fusion aparece en el resto 1750 cadena arriba del dominio transmembrana de ROS, mientras
que el segundo variante (corto) aparece en el resto 1853.

Figura 2A: Es la secuencia de aminoacidos (cddigo de una letra) del primer variante (largo) de la proteina de fusion
de SLC34A2-ROS humana (SEQ ID NO:1) (panel superior), indicandose también la secuencia codificadora de ADN
(SEQ ID NO:2) (panel inferior); los restos del resto SCL34A2 se indican en cursiva, mientras que los restos del
dominio quinasa de ROS se indican en negrita.

Figura 2B: Es la secuencia de aminoacidos (cddigo de una letra) del segundo variante (corto) de la proteina de
fusion de SLC34A2-ROS humana (SEQ ID NO:3) (panel superior), indicandose también la secuencia codificadora de
ADN (SEQ ID NO:4) (panel inferior); los restos del resto SCL34A2 se indican en cursiva, mientras que los restos del
dominio quinasa de ROS se indican en negrita.

Figura 3: Es la secuencia de aminoacidos (codigo de una letra) de la proteina SLC34A2 humana (SEQ ID NO:5) (n.°
de registro de SwissProt 095436) (panel superior), indicandose también la secuencia codificadora de ADN (SEQ ID
NO:6) (n.° de registro de GeneBank NM_006424) (panel inferior); los restos implicados en la translocacion estan
subrayados.

Figura 4A: Es la secuencia de aminoacidos (codigo de una letra) de la ROS quinasa humana (SEQ ID NO:7) (n.° de
registro de SwissProt P08922); los restos implicados en la translocacién del primer variante (largo) estan
subrayados, mientras que los restos subrayados en negrita son los implicados en la translocacion del segundo
variante (corto).

Figura 4B: Es la secuencia codificadora de ADN de la ROS quinasa humana (SEQ ID NO:8) (n.° de registro de
GeneBank NM_002944); los restos implicados en la translocacion del primer variante (largo) estan subrayados,
mientras que los restos subrayados en negrita son los implicados en la translocacion del segundo variante (corto).
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Figura 5: Es un andlisis de la transferencia Western de extractos de una linea celular de NSCLC humana (HCC78)
que muestra la expresion de la forma de ROS que tiene un peso molecular mucho menor que la ROS de longitud
completa/de tipo salvaje.

Figura 6: Es un gel que muestra la deteccion de ROS a través del producto de 5’RACE con cebadores de ROS
después de 2 rondas de PCR; se muestran los cebadores empleados (SEQ ID NO:13-15).

Figura 7: Son geles que muestran la deteccion del gen de fusion formado por la translocacién de SLC34A2 y ROS
por RT-PCR; se muestra la secuencia de la proteina (y ADN) de la zona de union de la fusion del exén 4/exén 32
(SEQ ID NO:9 y SEQ ID NO:10) y de la zona de union de la fusion del exén 4/exén 34 (SEQ ID NO:11 y SEQ ID
NO:12) de los dos respectivos variantes (largo y corto).

Figura 8: Presenta diagramas (parte superior) que muestran la localizacion de los exones 1-4 en el gen SLC34A2 y
los exones 32-34 en el gen ROS que estan implicados en la translocacion que produce la proteina de fusion; las
flechas indican las localizaciones de los cebadores empleados para la amplificacion de PCR de los variantes de la
proteina de fusidn, mostrandose las secuencias de los cebadores (SEQ ID NO:17-20).

Figura 9: Es un gel que muestra la expresion de la proteina de fusion de SLC34A2-ROS (primer variante (largo)) en
células 293 transfectadas (rifion embrionario humano), comparado con controles (carriles 1y 2).

Figura 10: Muestra la inhibicion de ARNip de la ROS quinasa mutante en lineas celulares de NSCLC humanas: el
panel A muestra una grafica de la inhibicion celular después de la transfeccion de ARNip, el panel B es una
inmunotransferencia que muestra la inactivacion especifica de ROS y la mayor apoptosis (en la linea celular dirigida
por ROS mutante), y el panel C es una inmunotransferencia que muestra la menor actividad de las moléculas de
sefializacion corriente abajo de ROS.

Figura 11: Es una imagen que muestra la deteccion especifica de la translocacion/fusién de SLC34A2-ROS (en una
linea celular de NSCLC humana) mediante FISH empleando una sonda de dos colores de ruptura de dos colores.

Descripcion detallada de la invencién

Segun la invencioén, ahora se ha identificado una translocacion génica previamente desconocida que produce una
proteina de fusiéon de quinasa mutante, SLC34A2-ROS, en el carcinoma pulmonar no microcitico humano (NSCLC),
un subtipo del carcinoma pulmonar. La translocacion, que aparece entre el cromosoma (4p15) y el cromosoma
(69g22), produce dos variantes de proteina de fusiéon que combinan el N-terminal de la proteina de isoforma NaPi-3b
transportadora de fosfato dependiente de sodio (SLC34A2), una proteina transportadora de fosfato de 690
aminoacidos, con los dominios transmembrana y quinasa de la quinasa del precursor de la tirosina proteina quinasa
ROS de protooncogén (ROS), un receptor de tirosina quinasa de 2347 aminoacidos. Se espera que las proteinas de
fusion de SLC34A2-ROS resultantes, que tienen una longitud de 724 aminoacidos (variante largo) y de 621
aminoacidos (variante corto), respectivamente, conserven la actividad quinasa y dirijan la proliferacion y la
supervivencia de un subconjunto de tumores NSCLC humanos en el que se expresa la proteina de fusion.

Aunque se han descrito unas pocas translocaciones de genes que producen proteinas de fusion aberrantes que
implican a la ROS quinasa, que incluye la translocacion FIG-ROS del(6)(g21,g21) en el glioblastoma (véase Charest
et al., (2003), supra) y una forma truncada activa de ROS (véase Birchmeier et al., supra), la translocacion de
SLC34A2-ROS y las proteinas de fusion dscritas en la presente son nuevas, y esta quinasa de fusion se ha descrito
por primera vez en NSCLC humano. La SLC34A2 es una proteina transportadora de fosfato que se expresa en el
pulmén y el intestino delgado humanos, y que tiene una actividad dependiente de sodio. Se han descubierto
defectos en la expresion y/o la actividad de SLC34A2 en el cancer de ovario. Véase Rangel et al., supra. La ROS es
un receptor transmembrana de tirosina quinasa que pertenece a la subfamilia de receptores de la insulina, y esta
implicada en procesos de diferenciacion y proliferacion celular. La ROS se expresa, en seres humanos, en células
epiteliales de una diversidad de tejidos diferentes. Se han encontrado defectos en la expresion y/o la activacion de
ROS en el glioblastoma, asi como en tumores del sistema nervioso central. Véase, por ejemplo, Charest et al.
(2003), supra.

Tal como se describe mas a fondo a continuacion, el gen de translocacion y la proteina de fusion de SLC34A2-ROS
se han aislado y secuenciado en la presente, y se han producido ADNc para expresar la proteina de quinasa
mutante. Por consiguiente, la invencion proporciona, en parte, polinucleétidos aislados segun la reivindicacion 1, que
codifican polipéptidos de fusion de SLC34A2-ROS, sondas de acidos nucleicos que se hibridan con dichos
polinucledtidos, y métodos, vectores y células hospedantes para utilizar dichos polinucleétidos para producir
polipéptidos de ROS mutantes recombinantes. La invencién también proporciona, en parte, polipéptidos aislados
segun la reivindicacion 7, que comprenden secuencias de aminoacidos que codifican polipéptidos de fusion de
SLC34A2-R0OS, polipéptidos mutantes recombinantes, y reactivos aislados que se unen especificamente y/o
detectan los polipéptidos de fusién de SLC34A2-ROS, pero que no unen ni detectan la SLC34A2 de tipo salvaje ni la
ROS de tipo salvaje. Estos aspectos de la invencion, que se describiran con mas detalle a continuacion, seran utiles,
entre otras cuestiones, para estudiar mas a fondo los mecanismos de los canceres dirigidos por la
expresion/actividad de la ROS quinasa mutante, para identificar carcinomas de pulmén y otros canceres que se
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caracterizan por la translocacion y/o las proteinas de fusion de SLC34A2-ROS, y para practicar los métodos de la
invencion, segun se describe con mas detalle a continuacion.

La identificacion de la translocacion y los mutantes de ROS quinasa nuevos tiene importantes implicaciones para el
diagndstico y el tratamiento potencial de enfermedades, tales como NSCLC, que se caracterizan por dicha
translocacion y/o proteina de fusion. EI NSCLC es la principal causa de muerte por cancer en EEUU, y a menudo es
dificil de diagnosticar antes de que metastatice, lo cual aumenta la dificultad de curar o tratar con eficacia esta
enfermedad. Asi, la tasa de mortalidad de NSCLC es del 75% en los dos afios siguientes al diagndstico. Véase
American Cancer Society, supra. Aunque en la actualidad se han aprobado inhibidores de EGFR dirigidos para el
tratamiento del NSCL, se prevé que esta terapia pueda ser parcial o totalmente ineficaz en los pacientes que tengan
tumores en los que se expresa la ROS quinasa mutante (en lugar o ademas de EGFR) y que dirige la enfermedad,
en su totalidad o en parte.

Por tanto, el presente descubrimiento de las proteinas de fusion de SLC34A2-ROS que resultan de la translocacion
génica en NSCLC, que se piensa que dirige la proliferacion y la supervivencia de un subconjunto de tumores
NSCLC, permite desarrollar importantes métodos nuevos para identificar con precision los canceres de pulmén de
mamiferos (tales como NSCLC), asi como otros canceres, en los que se expresa la proteina de fusion de SLC34A2-
ROS o la ROS quinasa truncada. Es muy probable que estos tumores respondan a inhibidores de la actividad
quinasa de las ROS quinasas mutantes. La capacidad para identificar, lo mas temprano posible, los canceres que
son dirigidos por una ROS quinasa mutante ayudara en gran mediad en la determinacion clinica de cuales seran los
productos terapéuticos, o la combinacién de productos terapéuticos, que seran mas apropiados para un paciente
concreto, ayudando asi a evitar recetar inhibidores que se dirijan a otras quinasas que no son, de hecho, la principal
molécula de sefalizacion que dirige al cancer.

Por consiguiente, la invencion proporciona, en parte, métodos para detectar la presencia de una translcocacion de
SLC34A2-ROS (1(4,6)(p15, 922)) y/o un polipéptido de fusidon en un cancer empleando reactivos especificos de
fusion y especificos de mutante de la invencion. Estos métodos pueden practicarse, por ejemplo, para identificar un
cancer, tal como un tumor NSCLC, que es probable que responda a un inhibidor de la actividad ROS quinasa de la
proteina mutante. La invencion también proporciona, en parte, métodos para determinar si un compuesto inhibe el
avance de un cancer caracterizado por un polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS. La invencién también
proporciona un método para inhibir el avance de un cancer que expresa un polipéptido de fusiéon de SLC34A2-R0OS,
mediante la inhibicion de la expresion y/o la actividad del polipéptido mutante. Estos métodos se describen con mas
detalle a continuacion.

Otros aspectos, ventajas y realizaciones de la invencién se describen con mas detalle a continuacion.
Definiciones
Tal como se emplean en la presente, los siguientes términos y expresiones tienen los significados indicados.

Un “anticuerpo” o “anticuerpos” se refiere a todos los tipos de inmunoglobulinas, que incluyen IgG, IgM, IgA, IgD, e
IgE, que incluyen sus fragmentos Fa, o0 de reconocimiento del antigeno, incluyendo anticuerpos quiméricos,
policlonales y monoclonales. La expresion “anticuerpo humanizado”, tal com se emplea en la presente, se refiere a
moléculas de anticuerpos en las que se han reemplazado aminoacidos en las regiones que no se unen al antigeno
para que se parezcan mas a un anticuerpo humano, aunque aun conservan la capacidad de unién original.

La expresion “biolégicamente activo” se refiere a una proteina que tiene las funciones estructurales, reguladoras o
bioquimicas de una molécula natural. De forma similar, “inmunolégicamente activo” se refiere a la capacidad de un
polipéptido de fusidon ROS truncado o un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS natural, recombinante o sintético, o
cualquiera de sus oligopéptidos, para inducir una respuesta inmunoldgica especifica en animales o células
apropiados y para unirse con anticuerpos especificos.

La expresion “muestra biologica” se empela en su sentido mas amplio, y significa cualquier muestra bioldgica
sospechosa de contener polinucleétidos o polipéptidos de fusion de SLC34A2-ROS o de ROS truncados, o sus
fragmentos, y puede comprender una célula, cromosomas aislados de una célula (por ejemplo, un frotis de
cromosomas en metafase), ADN gendmico (en disolucién o unido a un soporte sdlido, tal como para un analisis de la
transferencia Southern), ARN (en disolucion o unido a un soporte solido, tal como para un analisis de la
transferencia Northern), ADNc (en disolucién o unido a un soporte sdlido), un extracto procedente de células,
sangre, orina, médula dsea o un tejido, y similares.

La expresion “que se caracteriza”, con respecto a un cancer y a un polinucleétido o polipéptido de ROS mutante,
significa un cancer en el que esta presente la translocacion del gen SLC34A2-ROS y/o el polipéptido de fusion
expresado, comparado con un cancer en el que dicha translocacion y/o polipéptido de fusiéon no esta presente. La
presencia de dicho polipéptido de fusion puede dirigir, en su totalidad o en parte, el crecimiento y la supervivencia de
dicho cancer.

“Consenso” se refiere a una secuencia de acido nucleico que se ha resecuenciado para resolver las bases
desconocidas, o que se ha extendido empleando XL-PCR™ (Perkin Elmer, Norwalk, Conn.) en la direccion 5’ y/o 3’y
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se ha resecuenciado, o que se ha ensamblad a partir de las secuencias solapantes de mas de un clon Incyte
empleando el sistema de ensamblaje de fragmentos GELVIEW™ (GCG, Madison, Wis.), o que se extendido y
también ensamblado.

Un “producto terapéutico que inhibe la ROS quinasa” significa cualquier composicion que comprende uno o mas
compuestos, productos quimicos o biolégicos, que inhibe, directa o indirectamente, la expresion y/o la actividad de la
ROS de tipo salvaje o truncada, solo y/o como parte de las proteinas de fusion de SLC34A2-ROS.

Un “derivado” se refiere a la modificacion quimica de una secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido de
fusion de SLC34A2-ROS o el propio polipéptido codificado. Los ejemplos de dichas modificaciones serian la
sustitucién de un hidrogeno por un grupo alquilo, acilo o amino. Un derivado de acido nucleico codificara un
polipéptido que conserva las caracteristicas bioldgicas fundamentales de la molécula natural.

Un “marcador detectable”, con respecto a un polipéptido, un polinucleétido o un reactivo descrito en la presente,
significa una modificacion quimica, bioldgica u otra modificacién, que incluye modificaciones de fluorescencia, masa,
restos, tintes, radioisétopos, marcadores o marcajes, etc., mediante la cual puede detectarse la presencia de la
molécula de interés.

La “expresion” o “expresado”, con respecto a un polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS en una muestra biolégica
significa significativamente expresado, en comparacion con una muestra control en la que este polipéptido de fusion
no esta significativamente expresado.

Un “péptido marcado con un isétopo pesado” (empleado de modo intercambiable con péptido AQUA) significa un
péptido que comprende al menos un marcador de un isétopo pesado, que es adecuado para la deteccion o
cuantificacion absoluta de una proteina, segun se describe en el documento WO/03016861, “Absolute Quantification
of Proteins and Modified Forms Thereof by Multistage Mass Spectrometry” (Gygi et al.), que se analiza mas a fondo
a continuacion. La expresion “detecta especificamente” con respecto a dicho péptido AQUA significa que el péptido
solo detectara y cuantificara polipéptidos y proteinas que contienen la secuencia peptidica AQUA y que no detectara
sustancialmente polipéptidos y proteinas que no contienen la secuencia peptidica AQUA.

“Aislado” (o “sustancialmente purificado”) se refiere a secuencias de acidos nucleicos o de aminoacidos que se han
retirado de su entorno natural, aislado o separado. Preferiblemente estan al menos 60% exentas, mas
preferiblemente 75% exentas, y lo mas preferiblemente 90% o mas exentas de otros componentes con los que estan
asociados en la naturaleza.

“Mimético” se refiere a una molécula, cuya estructura se desarrolla a partir del conocimiento de la estructura del
polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS, o de una de sus porciones, y que, como tal, es capaz de realizar algunas o
todas las acciones de moléculas similares a proteinas asociadas con la translocacion.

Un polinucledtido o un polipéptido “de ROS mutante” significa un polinucleétido o un polipéptido de fusién de
SLC34A2-ROS, segun se describe en la presente.

Un “polinucledtido” (o “secuencia de nucleodtidos”) se refiere a un oligonucleétido, nucleétido o polinucledtido, y a sus
fragmentos o porciones, y a ADN o ARN de origen genémico o sintético, que pueden ser monocatenarios o
bicacatenarios, y que representan la hebra sentido o antisentido.

Un “polipéptido” (o “secuencia de aminoacidos”) se refiere a una secuencia de un oligopéptido, péptido, polipéptido o
proteina, y a sus fragmentos o porciones, y a moléculas naturales o sintéticas. Cuando en la presente se menciona
una “secuencia de aminoacidos” para referirse a una secuencia de aminoacidos de una molécula de proteina
natural, la “secuencia de aminoacidos” y los términos similares, tales como “polipéptido” o “proteina”, no pretenden
limitar la secuencia de aminoacidos a la secuencia de aminoacidos completa nativa asociada con la molécula de
proteina mencionada.

Un “polinucledtido de fusion de SLC34A2-ROS” se refiere a la secuencia de acido nucleico de un polinucleétido de
fusion o producto génico de translocacion de SLC34A2-ROS sustancialmente purificado, segun se describe en la
presente memoria, obtenido de cualquier especie, en particular de mamifero, que incluye especies bovinas, ovinas,
porcinas, murinas, equinas, y preferiblemente la especie humana, procedente de cualquier fuente, tanto natural
como sintética, semisintética o recombinante.

Un “polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS” se refiere a la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de fusion
SLC34A2-ROS sustancialmente purificado, descrito en la presente memoria, obtenido de cualquier especie, en
particular de mamifero, que incluye especies bovinas, ovinas, porcinas, murinas, equinas, y preferiblemente la
especie humana, procedente de cualquier fuente, tanto natural como sintética, semisintética o recombinante.

Las expresiones “se une especificamente a” (o “union especifica”) con referencia a la interacciéon de un anticuerpo y
una proteina o un péptido, significan que la interaccion depende de la presencia de una estructura concreta (es
decir, el determinante antigénico o epitopo) sobre la proteina; en otras palabras, el anticuerpo reconoce y se une a
una estructura de proteina especifica, en lugar de a proteinas en general. La expresién “no se une”, con respecto a
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la unién de un anticuerpo a otras secuencias o determinantes antigénicos distintos a los que le son especificos,
significa que no reacciona sustancialmente con estos, comparado con la unién del anticuerpo al determinante
antigénico o secuencia para los cuales el anticuerpo es especifico.

La expresion “condiciones rigurosas”, con respecto a las condiciones de hibridacién de secuencias o sondas, es la
“rigurosidad” que se produce dentro de un intervalo desde aproximadamente T, menos 5 °C (5 °C por debajo de la
temperatura de fusién (Tm) de la sonda o secuencia) hasta aproximadamente 20 °C a 25 °C por debajo de Tn. Las
condiciones rigurosas tipicas son una incubacion durante la noche a 42 °C en una disolucion que comprende
formamida al 50%, 5 x SSC (NaCl 750 mM, citrato de trisodio 75 mm), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), 5 x
disolucion de Denhardt, sulfato de dextrano al 10%, y 20 microgramos/ml de ADN de esperma de salmon cizallado y
desnaturalizado, seguido del lavado de los filtros en 0,1x SSC a aproximadamente 65 °C. Tal como entenderan los
expertos en la técnica, la rigurosidad de la hibridacion puede alterarse para identificar o detectar secuencias
polinucleotidicas idénticas o relacionadas.

Un “variante” de un polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS se refiere a una secuencia de aminoacidos que esta
alterada en uno o mas aminoacidos. El variante puede tener cambios “conservativos”, en los que un aminoacido
sustituido tiene propiedades estructurales o quimicas similares, por ejemplo, la sustitucion de leucina por isoleucina.
En casos mas raros, un variante puede tener cambios “no conservativos”, por ejemplo, la sustitucion de una glicina
por un triptéfano. Otras pequefias variaciones similares también pueden incluir deleciones o inserciones de
aminoacidos, o ambas. Pueden encontrarse directrices para determinar los restos aminoacidos que pueden
sustituirse, insertarse o delecionarse sin abolir la actividad biolégica o inmunolégica empleando programas
informaticos muy conocidos en la técnica, por ejemplo, el software DNASTAR.

A. Identificacién de ROS quinasa mutante en NSCLC humano

La nueva translocacion de un gen humano descrita en la presente, que se produce entre el cromosoma (4p15) y el
cromosona (6g22) en NSCLC humano y que resulta en la expresion de dos proteinas de fusion variantes que
combinan el N-terminal (exones 1-4) de SLC34A2 con los dominios transmembrana y quinasa (exones 32-43 o
exones 34-43, respectivamente) de ROS, se identificd, de forma sorprendente, durante el estudio de los perfiles de
péptidos fosforilados globales en extractos de una linea celular (HCC78) de carcinoma pulmonar no microcritico
humano (NSCLC), un subtipo de cancer de pulmoén. Los cromosomas, genes y productos de corte y empalme
alternativo (largo y corto) implicados en esta translocacion se muestran en la figura 1.

El perfil de fosforilacion de esta linea celular se aclaré empleando una técnica recientemente descrita para el
aislamiento y la caracterizacion espectrométrica de masas de péptidos modificados a partir de mezclas complejas
(véase la publicacion de patente n.° 20030044848, Rush et al., “Immunoaffinity Isolation of Modified Peptides from
Complex Mixtures” (la técnica “IAP”), tal como se descirbe mas a fondo en el ejemplo 1 de la presente. La aplicacion
de la técnica IAP empleando un anticuerpo especifico de fosfotirosina (CELL SIGNALING TECHNOLOGY, INC.,
Beverly, Mass., 2003/04 n.° de catalogo 9411), indicd que la linea celular HCC78 expresa la ROS quinasa (por
contraste con la mayoria de las otras lineas celulares, que no la expresan), pero que la quinasa estaba
aparentemente truncada (véase la figura 5). La seleccion identificd6 muchas otras quinasas activadas en la linea
celular que incluye a ROS. El analisis de la secuencia 5 a ROS mediante 5’ RACE indicd que la quinasa estaba
condensada al N-terminal de SLC34A2 (véase la figura 6).

La expresion del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS en la linea de células HCC78 después fue confirmada
mediante analisis de la transferencia Western, para estudiar la expresion de la ROS quinasa (proteina de fusion en
células HCC78), y mediante inmunoprecipitacién con un anticuerpo especifico de p-tirosina para confirmar su
fosforilacion (véase el ejemplo 2, figura 5). El gen de la fusion de SLC34A2-ROS se amplifico mediante PCR, se
aislo y se secuencio (véase el ejemplo 4; figura 7 (panel superior). Tal como se muestra en el panel B de la figura 1,
la translocacion de SLC34A2-ROS combina el N-terminal de SLC34A2 (aminoacidos 1-126) con los dominios
transmembrana y quinasa de ROS (aminoacidos 1750-2347 o aminoacidos 1853-2347, respectivamente) (véanse
también las SEQ ID NO:3 y 5), para producir dos variantes de fusion (largo y corto) (véase el panel C de la figura 1).
La translocacion conserva el dominio 5’-mas transmembrana de SLC34A2. Se espera que las proteinas de fusiéon de
SLC34A2-ROS resultantes, que comprenden 724 aminoacidos y 621 aminoacidos, respectivamente (véase el panel
C de la figura 1 y las figuras 2A-B (SEQ ID NO:1 y 3)) conserven la actividad quinasa de ROS. Los exones
implicados y las zonas de unidn de la fusiéon aparecen en la figura 8.

El ADNc que codifica el variante largo de la proteina de fusion de SLC34A2-ROS después se transfectd en células
293 (células de rifion embrionario humano) para establecer que la proteina de fusion que se expresa con el peso
molecular esperado es SLC34A2-ROS, que aparece en células HCC78. Véase la figura 9.

La inhibicion de la actividad ROS quinasa de la proteina de fusion de SLC34A2-ROS puede demostrarse en la linea
de células HCC78 empleando el silenciamiento con ARNip segun técnicas muy conocidas, o empleando un inhibidor
de quinasa dirigido con actividad contra ROS. Los resultados de este ensayo (véase el ejemplo 3) confirman que la
proteina de fusion verdaderamente esta dirigiendo la proliferacion y la supervivencia de esta linea celular de NSCLC.
El perfil de fosfopéptidos global y un analisis FISH de tumores NSCLC humanos indican que un pequefio porcentaje
de pacientes de hecho no portan esta mutacion (véanse los ejemplos 7 y 9), y que estos pacientes pueden
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beneficiarse de la terapia con inhibidores de ROS.
B. Polinucléotidos aislados

La presente descripcidon proporciona, en parte, polinucledtidos aislados que codifican polipéptidos de fusiéon de
SLC34A2-R0OS, sondas nucleotidicas que se hibridan con estos polinucleétidos, y métodos, vectores y células
hospedantes para utilizar dichos polinucleétidos para producir polipéptidos de fusiéon recombinantes.

A menos que se indique lo contrario, todas las secuencias de nucleétidos determinadas mediante la secuenciacion
de una molécula de ADN en la presente se determinaron empleando un secuenciador de ADN automatico (tal como
el modelo 373 de Applied Biosystems, Inc.), y todas las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos codificados
por las moléculas de ADN determinadas en la presente se determinaron empleando un secuenciador de péptidos
automatico. Tal como se conoce en la técnica para cualquier secuencia de ADN determinada mediante esta
estrategia automatica, cualquier secuencia de nucledtidos determinada en la presente puede contener algunos
errores. Las secuencias de nucledtidos determinadas de modo automatico generalmente son al menos
aproximadamente 90% idénticas, mas generalmente de al menos aproximadamente 95% hasta al menos
aproximadamente 99,9% idénticas a la secuencia de nucleétidos real de la molécula de ADN secuenciada. La
secuencia real puede determinarse de modo mas preciso mediante ofras estrategias, que incluyen métodos de
secuenciacion de ADN manuales muy conocidos en la técnica. Como también se conoce en la técnica, una Unica
insercion o delecidon en una secuencia de nucleétidos determinada, comparada con la secuencia real, provocara un
desplazamiento de marco en la traduccion de la secuencia de nucleétidos, de modo que la secuencia de
aminoacidos predicha codificada por una secuencia de nucleétidos determinada sera completamente diferente de la
secuencia de aminoacidos realmente codificada por la molécula de ADN secuenciada, comenzando en el punto de
dicha insercion o delecion.

A menos que se indique lo contrario, cada secuencia de nucleétidos indicada en la presente se presenta como una
secuencia de desoxirribonucleétidos (abreviados como A, G, C y T). Sin embargo, una “secuencia de nucleétidos” de
una molécula de acido nucleico o polinucleétido significa, para una molécula o polinucleétido de ADN, una secuencia
de desoxirribonucleétidos, y para una molécula o polinucléotido de ARN, la correspondiente secuencia de
ribonucledtidos (A, G, C y U), en la que cada desoxirribonucleétido de timidina (T) en la secuencia de
desoxirribonucleotidos especificada esta reemplazada por el ribonucléotido uridina (U). Por ejemplo, con referencia a
una molécula de ARN que tiene la secuencia de SEQ ID NO:2 o 4, o indicada empleando las abreviaturas de
desoxirribonucledtidos, pretende indicar una molécula de ARN que tiene una secuencia en la que cada
desoxirribonucleétido A, G o C de SEQ ID NO:2 o 4 ha sido reemplazado por el correspondiente ribonucleétido A, G
o C, y cada desoxirribonucleétido T ha sido reemplazado por un ribonucleétido U.

La descripcion proporciona un polinucleétido aislado que comprende una secuencia de nucleétidos al menos 95%
idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:3;

(b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS, comprendiendo dicha
secuencia de nucledtidos la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:4;

(c) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS que comprende la
secuencia de aminoacidos N-terminal de SLC34A2 (restos 1-126 de SEQ ID NO:5) y el dominio quinasa de ROS
(restos 1945-2222 de SEQ ID NO:7);

(d) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de nucleétidos N-terminal de SLC34A2 (restos 1-378
de SEQ ID NO:6) y la secuencia de nucleétidos del dominio quinasa de ROS (restos 6032-6865 de SEQ ID NO:8);

(e) una secuencia de nucleétidos que comprende al menos seis nucleétidos contiguos que incluyen la zona de union
de la fusion (restos 376-381 de SEQ ID NO:2 o restos 376-381 de SEQ ID NO:4) de un polinucleétido de fusion de
SLC34A2-R0OS;

(f) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende al menos seis nucleétidos contiguos
que incluyen la zona de unién de la fusion (restos 126-127 de SEQ ID NO:1 o restos 126-127 de SEQ ID NO:3) de
un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS;y

(9) una secuencia de nucleotidos complementaria con cualquiera de las secuencias de nucleétidos de (a)-(f).

Empleando la informacién proporcionada en la presente, tal como las secuencias de nucleétidos en las figuras 2A-B
(SEQ ID NO:2 y 4), puede obtenerse una molécula de acido nucleico de la presente invencion que codifica un
polipéptido de ROS mutante de la invencion, empleando procedimientos de clonacién y seleccion convencionales,
tales como los utilizados para clonar ADNc empleando ARNm como material de partida. Como ejemplo de la
invencion, los polinucledtidos descritos en las figuras 2A-2B (SEQ ID NO:2 y 4) se aislaron a partir de ADN
gendmico procedente de una linea de células NSCLC humanas (tal como se describe mas en fondo en el siguiente
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ejemplo 4). El gen de fusion también puede identificarse en bancos de ADN gendmico o de ADNc en otros canceres
o carcinomas pulmonares en los que se produce la translocacion de SLC34A2-ROS (4p15, 6g22), o en los que una
delecion u otra translocacion diferente resulta en la expresion de una ROS quinasa truncada que carece del dominio
extracelular de la quinasa de tipo salvaje.

La secuencia de nucleétidos determinada de los productos del gen de translocacion de SLC34A2-ROS (SEQ ID
NO:2 y SEQ ID NO:4) codifica dos variantes de la proteina de fusion de quinasa (largo y corto) de 724 amindacidos
(véase la figura 2A (SEQ ID NO:1) y la figura 1) y de 621 aminoacidos (véase la figura 2B (SEQ ID NO:3) y la figura
1), respectivamente. Los polinucledtidos de fusién de SLC34A2-ROS comprenden la porcion de la secuencia de
nucledtidos de SLC34A2 de tipo salvaje (vease la figura 3 (SEQ ID NO:6)) que codifica el N-terminal de esta
proteina (exones 1-4) con la porcion de la secuencia de nucleétidos de ROS de tipo salvaje (vease la figura 4 (SEQ
ID NO:8) que codifica los dominios transmembrana y quinasa de esta proteina (exones 32-43 o exones 34-43,
respectivamente) (véase la figura 1). El dominio quinasa comprende los restos 322-599 en el primer variante de la
proteina de fusion (largo) (codificado por los nucléotidos 964-1797 del polinucleétido del primer variante de fusion) y
los restos 219-496 en el segundo variante de la proteina de fusion (corto) (codificado por los nucléotidos 655-1488
del polinucledtido del segundo variante de fusion).

Tal como se indico, la presente invencidn proporciona, en parte, la forma madura de las proteinas de fusiéon de
SLC34A2-R0OS. Segun la hipétesis de la sefial, las proteinas segregadas por células de mamifero tienen una
secuencia conductura secretora o sefial que se rompe y escinde de la proteina madura tras haberse iniciado la
exportacion de la cadena de proteina en crecimiento a través del reticulo endoplasmico rugoso. La mayoria de las
células de mamifero, e incluso células de insecto, rompen las proteinas segregradas con la misma especificidad. Sin
embargo, en algunos casos, la ruptura de la proteina segregada no es totalmente uniforme, lo cual produce dos o
mas especies maduras de la proteina. Ademas, es sabido que la especificidad de ruptura de una proteina segregada
viene determinada, en ultimo término, por la estructura primaria de la proteina completa, es decir, es inherente a la
secuencia de aminoacidos del polipéptido. Por tanto, la pesente invencidén proporciona, en parte, secuencias de
nucledtidos que codifican un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS maduro cuya secuencia de aminoacidos es
codificada por el clon de ADNc identificado como ATCC n.° de depdsito PTA-7877, que se depositdé en the American
Type Culture Collection (Manassas, Virginia, EEUU) el 20 de septiembre, 2006, segun las disposiciones del Tratado
de Budapest.

Un polipéptido de SLC34A2-ROS maduro cuya secuencia de aminoacidos es codificada por el clon de ADNc
deposita significa la forma madura de esta proteina de fusion producida mediante la expresion en una célula de
mamifero (por ejemplo, células COS, tal como se describe a continuacion) del marco de lectura abierto completo
codificado por la secuencia de ADN humano del clon contenida en el vector en la célula hospedante depositada.

Tal como se ha indicado, los polinucleétidos de la presente invencién pueden estar en forma de ARN, tal como
ARNm, o en forma de ADN, que incluye, por ejemplo, ADNc y ADN genémico obenido por clonacion o producido de
modo sintético. EI ADN puede ser bicatenario o monocatenario. EI ARN o ADN monocatenario puede ser la hebra
codificadora, también conocida como hebra sentido, o puede ser la hebra no codificadora, también conocida como
hebra antisentido.

Los polinucleétidos aislados de la invencion son moléculas de acidos nucleicos, ADN o ARN, que han sido retiradas
de su entorno nativo. Por ejemplo, las moléculas de ADN recombinante contenidas en un vector se consideran
aisladas para los fines de la presente invencion. Otros ejemplos de moléculas de ADN aisladas incluyen moléculas
de ADN recombinante mantenidas en células hospedantes heterdlogas o moléculas de ADN purificadas (parcial o
sustancialmente) en disolucién. Las moléculas de ARN aisladas incluyen transcripciones de ARN in vivo o in vitro de
las moléculas de ADN de la presente invencion. Las moléculas de acidos nucleicos aisladas segun la presente
invencion incluyen también las moléculas producidas de modo sintético.

Los polinucleétidos aislados de la descripcion incluyen las moléculas de ADN que aparecen en la figura 2A-B (SEQ
ID NO:2 y 4), las moléculas de ADN que comprenden la secuencia codificadora de las proteinas de fusiéon de
SLC34A2-ROS maduras que aparecen en la figura 1 (SEQ ID NO:1 y 3), y las moléculas de ADN que comprenden
una secuencia sustancialmente diferente de las descritas anteriormente, pero que, debido a la degeneracion del
codigo genético, siguen siendo un polipéptido de ROS mutante de la invencion. El cédigo genético es muy conocido
en la técnica y, asi, los expertos en la técnica estan habituados a generar estos variantes degenerados.

En otra realizacion, la invenciéon proporciona un polinucleétido aislado que codifica el polipéptido de fusion de
SLC34A2-ROS que comprende la secuencia de nucledtidos de la translocacion SLC34A2-ROS contenida en el clon
de ADNc depositado descrito anteriormente. Preferiblemente, esta molécula de acido nucleico codificara el
polipéptido de fusion maduro codificado por el clon de ADNc depositado. En otra realizacion, la invencién
proporciona una secuencia de nucleétidos aislada que codifica un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS que
comprende la secuencia de aminoacidos N-terminal de SLC34A2 (restos 1-126 de SEQ ID NO:5) y el dominio
quinasa de ROS (restos 1945-2222 de SEQ ID NO:7). En un ejemplo, el polipéptido que comprende el dominio
quinasa de ROS comprende los restos 1750-2347 o 1853-2347 de SEQ ID NO:7 (véase la figura 1, panel B). En otro
ejemplo, la secuencia de aminoacidos N-terminal mencionada anteriormente de SLC34A2 y el dominio quinasa de
ROS son codificados por las secuencias de nucleétidos que comprenden los nucledtidos 1-378 de SEQ ID NO:6 y
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los nucleédtidos 6032-6865 de SEQ ID NO:8, respectivamente.

La invencién también proporciona polinucleétidos aislados que comprenden secuencias de nucleétidos que tienen
una secuencia complementaria con uno de los polipéptidos de fusion de ROS mutantes de la invencién. Estas
moléculas aisladas, en particular moléculas de ADN, son utiles como sondas para el cartografiado de genes, para la
hibridacion in situ con cromosomas, y para detectar la expresion de la proteina de fusion de SLC34A2-ROS o el
polipéptido de ROS quinasa truncado en tejido humano, por ejemplo, mediante un analisis de la transferencia
Northern.

La presente descripcion también se dirige a fragmentos de las moléculas de acidos nucleicos aisladas descritas en
la presente. Un fragmento de un polinucleotido de SLC34A2-ROS o de un polinucledtido de ROS truncado aislado
de la invencion significa fragmentos de al menos aproximadamente 15 nucléotidos, y mas preferiblemente de al
menos aproximadamente 20 nucléotidos, aun mas preferiblemente de al menos aproximadamente 30 nucleétidos y
aun mas preferiblemente de al menos aproximadamente 40 nucleotidos de longitud, que son utiles como cebadores
y sondas de diagndstico, segun se analiza en la presente. Por supuesto, también son utiles en la presente invencion
fragmentos mas largos de aproximadamente 50-1500 nucleétidos de longitud, asi como los fragmentos que se
corresponden con la mayor parte, sino toda, de la secuencia de nucleétidos de SLC34A2-ROS del ADNc depositado
0 segun se muestra en la figura 2A-B (SEQ ID NO:2 y 4). Un fragmento de al menos 20 nucleétidos de longitud, por
ejemplo, son fragmentos que incluyen 20 o mas bases contiguas procedentes de las respectivas secuencias de
nucledtidos de las que se derivan los fragmentos.

La generacion de dichos fragmentos de ADN es un procedimiento habitual para los expertos en la técnica, y puede
realizarse, por ejemplo, mediante ruptura por endonucleasas de restriccion o cizallamiento por sonicacion de ADN
que puede obtenerse del clon de ADNc depositado o que puede sintetizarse segun la secuencia descrita en la
presente. Como alternativa, estos fragmentos pueden generarse directamente de modo sintético.

Los fragmentos de acidos nucleicos o sondas preferidos de la presente invencion incluyen moléculas de acidos
nucleicos que codifican la zona de unién de la fusion de los productos del gen de translocacion SLC34A2-ROS
(véase la figura 1, paneles B y C, y la figura 7, panel inferior). Por ejemplo, en ciertas realizaciones preferidas, un
polinucledtido aislado de la invenciéon comprende una secuencia de nucledtidos/fragmento que comprende al menos
seis nucleotidos contiguos que incluyen la zona de unién de la fusion (restos 376-381 de SEQ ID NO:2 o restos 376-
381 de SEQ ID NO:4) de un polinucledtido de fusion de SLC34A2-ROS (véase la figura 7, panel inferior). En otra
realizacion preferida, un polinucleétido aislado de la invencién comprende una secuencia de nucledtidos/fragmento
que codifica un polipéptido que comprende al menos seis aminoacidos contiguos que incluyen la zona de unién de la
fusion (restos 126-127 de SEQ ID NO:1 o restos 126-127 de SEQ ID NO:3) de un polipéptido de fusién de SLC34A2-
ROS (véase también la figura 7, panel inferior (SEQ ID NO:9 y 11)).

En otro aspecto, la invencion proporciona un polinucleétido aislado que se hibrida bajo condiciones de hibridacion
rigurosas con una porcion de un polinucleétido de ROS quinasa mutante de la invencion, segun se describe en la
presente. Unas “condiciones de hibridacion rigurosas” significan una incubaciéon durante la noche a 42 °C en una
disolucién que comprende formamida al 50%, 5 x SSC (NaCl 750 mM, citrato de trisodio 75 mM), fosfato de sodio 50
mM (pH 7,6), 5 x disolucidon de Denhardt, sulfato de dextrano al 10%, y 20 microgramos/ml de ADN de esperma de
salmon cizallado desnaturalizado, seguido del lavado de los filtros en 0,1 x SSC a aproximadamente 65 °C.

Un polinucledtido que se hibrida con una "porcién” de un polinucleétido es un polinucleétido (ADN o ARN) que se
hibrida con al menos aproximadamente 15 nucleétidos (nt), y mas preferiblemente con al menos aproximadamente
20 nt, aun mas preferiblemente con al menos aproximadamente 30 nt, y aun mas preferiblemente con
aproximadamente 30-70 nt del polinucleétido de referencia. Estos son utiles como cebadores y sondas de
diagndstico (por ejemplo, para PCR), segun se analizd anteriormente y se analizara con mas detalle a continuacion.

Por supuesto, los polinucleétidos que se hibridan con una porciéon mayor del polinucleétido de referencia (por
ejemplo, los polinucledtidos de fusién de SLC34A2-ROS maduros descritos en la figura 2A-B (SEQ ID NO:2 y 4)),
por ejemplo, con una porcion de 50-750 nt de longitud, o incluso con la longitud completa del polinucleétido de
referencia, también son utiles como sondas segun la presente invencion, asi como los polinucleétidos que se
corresponden con la mayor parte, sino toda, de la secuencia de nucledtidos del ADNc depositado o de las
secuencias de nucledtidos mostradas en la figura 2A-2B (SEQ ID NO:2 y 4) o la figura 7 (panel inferior) (SEQ ID
NO:10y 12).

Una porcion de un polinucledtido de “al menos 20 nucledtidos de longitud”, por ejemplo, significa 20 o mas
nucledtidos contiguos procedentes de la secuencia de nucledtidos del polinucleétido de referencia. Tal como se
indicd, estas porciones son utiles desde el punto de vista del diagndstico como una sonda para su uso segun las
técnicas de hibridacion de ADN convencionales, o como cebadores para la amplificacion de una secuencia diana
mediante una reaccion en cadena de polimerasa (PCR), segun se describe, por ejemplo, en MOLECULAR
CLONING, A LABORATORY MANUAL, 22 edicion, Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T., eds., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989). Por supuesto, un polinucleétido que se hibrida solo con
una secuencia de poli-A (tal como el tramo de poli(A) 3'-terminal de las secuencias de SLC34A2-ROS mostradas en
la figura 2 (SEQ ID NO: 2 o 4)) o con un tramo complementario de restos T (0o U), no se incluye en los
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polinucledtidos segun la invencion empleados para hibridarse con una porciéon de un acido nucleico de la invencion,
puesto que dicho polinucledtido se hibridara con cuaquier molécula de acido nucleico que contienga un tramo de
poli(A) o con su complemento (por ejemplo, practicamente cualquier clon de ADNc bicatenario).

Tal como se indicd, las moléculas de acidos nucleicos de la presente descripcion, que codifican un polipéptido de
ROS quinasa mutante de la invencién, pueden incluir las que codifican la secuencia de aminoacidos del polipéptido
maduro por si solas; la secuencia codificadora del polipéptido maduro y secuencias adicionales, tales como las que
codifican la secuencia conductora o secretora, tales como una secuencia de pre-, pro- o pre-pro-proteina; la
secuencia codificadora del polipéptido maduro, con o sin las secuencias codificadoras adicionales mencionadas
anteriormente, junto con secuencias no codificadoras adicionales que incluyen, por ejemplo, intrones y secuencias
no codificadoras 5’ y 3’, tales como las secuencias transcritas no traducidas que desempefian un papel en la
transcripcion, el procesamiento de ARNm, que incluyen sefiales de corte y empalme y de poliadenilacion, por
ejemplo, la union a ribosomas y la estabilidad de ARNm; una secuencia codificadora adicional que codifica
aminoacidos adicionales, tales como las que proporcionan funcionalidades adicionales.

Asi, la secuencia que codifica el polipéptido puede estar condensada con una secuencia marcadora, tal como una
secuencia que codifica un péptido que facilita la purificacién del polipéptido condensado. En ciertas realizaciones
preferidas de este aspecto de la invencion, la secuencia de aminoacidos marcadora es un péptido de hexa-histidina,
tal como el marcador proporcionado en un vector pQE (Qiagen, Inc.), entre otras, muchas de las cuales estan
disponibles en el mercado. Tal como se describe en Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 821-824 (1989), por
ejemplo, la hexa-histidina proporciona una purificacion conveniente de la proteina de fusién. El marcador “HA” es
otro péptido util para la purificacion, que se corresponde con un epitopo derivado de la proteina de la hemaglutinina
de la gripe, que se ha descrito en Wilson et al., Cell, 37: 767 (1984). Tal como se analiza a continuacion, otras de
estas proteinas de fusion incluyen el propio polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS condensado con Fc en el N- o
C-terminal.

La presente invencion se refiere ademas a variantes de las moléculas de acidos nucleicos de la presente invencion,
que codifican porciones, analgos o derivados de un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS o del polipéptido de
ROS quinasa truncado descritos en la presente. Los variantes pueden aparecer en la naturaleza, tales como un
variante alélico natural. Un “variente alélico” significa una de varias formas alternativas de un gen que ocupa un
locus concreto sobre un cromosoma de un organismo. Véase, por ejemplo, GENES Il, Lewin, B., ed., John Wiley &
Sons, Nueva York (1985). Pueden producirse variantes que no aparecen en la naturaleza empleando técnicas de
mutagénesis conocidas en la técnica.

Estos variantes incluyen los producidos mediante sustituciones, deleciones o adiciones de nucleotidos. Las
sustituciones, deleciones o adiciones pueden implicar a uno o mas nucléotidos. Los variantes pueden estar alterados
en regiones codificadoras, en regiones no codificadoras o en ambas. Las alteranciones en las regiones codificadoras
pueden producir sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos conservativas o no conservativas. Entre
estas, se prefieren especialmente las sustituciones, adiciones y deleciones silenciosas, que no alteran las
propiedades y actividades (por ejemplo, actividad quinasa) de los polipéptidos de ROS quinasa mutantes descritos
en la presente. También se prefieren especialmente a este respecto las sustituciones conservativas.

La descripcion incluye polinucleétidos aislados que comprenden una secuencia de nucleétidos que es al menos 90%
idéntica, y mas preferiblemente al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a un polinucledtido de ROS mutante
de la invencion (por ejemplo, una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido de fusion de RB-ROS que
tiene la secuencia de aminoacidos completa que aparece en la figura 2A-B (SEQ ID NO:1 o 3); o una secuencia de
nucléotidos que codifica el N-terminal de SLC34A2 y el dominio quinasa de ROS (véase la figura 1, panel B; y las
figuras 3 y 4); o un nucleétido complementario a dichos ejemplos de secuencias).

Un polinucléotido que tiene una secuencia de nucleétidos que es al menos, por ejemplo, 95% “idéntica” a una
secuencia de nucledtidos de referencia que codifica un polipéptido de ROS quinasa mutante significa que la
secuencia de nucleétidos del polinucléotido es idéntica a la secuencia de referencia, excepto que la secuencia de
polinucleétidos puede incluir hasta cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleétidos de la secuencia de
nucledtidos de referencia que codifica el polipéptido ROS mutante. En otras palabras, para obtener un polinucleétido
que tenga una secuencia de nucledtidos que es al menos 95% idéntica a una secuencia de nucledtidos de
referencia, hasta 5% de los nucléotidos en la secuencia de referencia pueden delecionarse o sustituirse por otro
nucledtido, o una serie de nucleétidos de hasta 5% de los nucledtidos totales en la secuencia de referencia pueden
insertarse en la secuencia de referencia. Estas mutaciones de la secuencia de referencia pueden producirse en las
posiciones 5- o 3-terminales de la secuencia de nucleétidos de referencia o en cualquier punto entre estas
posiciones terminales, dispersas de forma individual entre los nucleétidos en la secuencia de referencia, o en uno o
mas grupo contiguos dentro de la secuencia de referencia.

Desde un punto de vista practico, cualquier molécula de acido nucleico concreta que sea al menos 90%, 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a, por ejemplo, las secuencias de nucledtidos que aparecen en la figura 2A-B (SEQ ID
NO:2 o0 4) o a la secuencia de nucleétidos del clon de ADNc depositado descrito anteriormente, puede determinarse
de modo convencional empleando programas informaticos conocidos, tales como el programa Bestfit (Wisconsin
Sequence Analysis Package, Version 8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575
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Science Drive, Madison, Wis. 53711). El programa Bestfit emplea el algoritmo de homologia local de Smith y
Waterman, Advances in Applied Mathematics, 2: 482-489 (1981), para descubrir el mejor segmento de homologia
entre dos secuencias. Cuando se emplea Bestfit o cualquier otro programa de alineamiento de secuencias para
determinar si una secuencia concreta es, por ejemplo, 95% idéntica a una secuencia de un polinucleétido de fusion
de SLC34A2-ROS de referencia segun la presente invencion, los parametros se ajustan, por supuesto, de modo que
el porcentaje de identidad se calcula a lo largo de la longitud completa de la secuencia de nucledtidos de referencia
y se permitan huecos en la homologia de hasta 5% del numero total de nucleétidos en la secuencia de referencia.

La presente descripcion incluye, en su alcance, moléculas de acidos nucleicos que son al menos 90%, 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idénticas a las secuencias de acidos nucleicos que aparecen en la figura 2A-2B (SEQ ID NO:2 o
4), o a los nucledtidos 379-2172 de SEQ ID NO:2 o los nucleodtidos 379-1863 de SEQ ID NO:4, o a la secuencia de
acido nucleido del ADNc depositado, independientemente de que codifiquen un polipéptido que tenga actividad ROS
quinasa. Esto es porque, aunque una molécula de acido nucleico concreta no codifique un polipéptido de fusion que
tenga actividad ROS quinasa, los expertos en la técnica todavia sabran como emplear la molécula de acido nucleico,
por ejemplo, como una sonda de hibridacion o como cebador de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Los
usos de las moléculas de acido nucleico de la presente invencion que no codifican un polipéptido que tenga
actividad quinasa incluyen, entre otros, (1) aislar el gen de la translocacion de SLC34A2-ROS o sus variantes
alélicos en un banco de ADNc; (2) la hibridacion in situ (por ejemplo, “FISH”) con un frotis de cromosomas en
metafase para proporcionar la localizacion cromosémica precisa del gen de la translocacion de SLC34A2-ROS,
segun se describe en Verma ef al., HUMAN CHROMOSOMES: A MANUAL OF BASIC TECHNIQUES, Pergamon
Press, Nueva York (1988); y andlisis de la transferencia Northern para detectar la expresion de ARNm de la proteina
de fusién de SLC34A2-ROS en tejidos especificos.

Sin embargo, se prefieren las moléculas de acidos nucleicos que tienen secuencias que son al menos 95% idénticas
a una polipéptido de ROS quinasa mutante de la invencién, o a la secuencia de acido nucleico del ADNc depésitado,
que, de hecho, codifican un polipéptido de fusién que tiene actividad ROS quinasa. Esta actividad puede ser similar,
pero no necesariamente idéntica, a la actividad de la proteina de fusién de SLC34A2-ROS descrita en la presente
(tanto la proteina de longitud completa como la proteina madura o un fragmento de la proteina que conserve la
actividad quinasa), segin se mide en un ensayo bioldgico concreto. Por ejemplo, la actividad quinasa de ROS puede
estudiarse determinando su capacidad para fosforilar uno o mas sustratos peptidicos que contienen tirosina, por
ejemplo, el “péptido relacionado con Src” (RRLIEDAEYAARG), que es un sustrato para muchas tirosina quinasas de
receptor y no receptor.

Debido a la degeneracion del cadigo genético, los expertos en la técnica reconoceran inmediatamente que un gran
numero de moléculas de acidos nucleicos que tienen una secuencia que es al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% idéntica a la secuencia de acido nucleico del ADNc depositado o a la secuencia de acido nucleico mostrada en
la figura 2A-B (SEQ ID NO:2 y 4), codificaran un polipéptido de fusion que tiene actividad ROS quinasa. De hecho,
puesto que los variantes degenerados de estas secuencias de nucledtidos codifican todos el mismo polipéptido, esto
sera evidente para los expertos en la técnica, incluso sin realizar el ensayo de comparacion descrito anteriormente.
También se reconoce en la técnica que, para las moléculas de acidos nucleicos que no son variantes degenerados,
un numero razonable de estas también codificaran un polipéptido que conserve la actividad ROS quinasa. Esto es
debido a que los expertos en la técnica conocen perfectamente las sustituciones de aminoacidos que es menos
probable que afecten, o que en absoluto afecten significativamente a la funcién de la proteina (por ejemplo, sustituir
un aminoacido alifatico por un segundo aminoacido alifatico).

Por ejemplo, se proporcionan directrices acerca de cémo conseguir sustituciones de aminoacidos fenotipicamente
silenciosas en Bowie et al., “Deciphering the Message in Protein Sequences: Tolerance to Amino Acid Substitutions,”
Science, 247: 1306-1310 (1990), que describe dos estrategias principales para estudiar la tolerancia de una
secuencia de aminoacidos al cambio. El primer método se basa en el proceso de la evolucién, en el que las
mutaciones son aceptadas o rechazadas por la seleccion natural. La segunda estrategia emplea la ingenieria
genética para introducir cambios en aminoacidos en posiciones especificas de un gen clonado, y selecciones para
identificar las secuencias que conservan la funcionalidad. Estos estudios han revelado que las proteinas son
sorprendentemente tolerantes a las sustituciones de aminoacidos. Los expertos en la técnica que estan
familiarizados con estas técnicas también conoceran cuales son los cambios de aminoacidos que es probable que
puedan realizarse en una posicion concreta de la proteina. Por ejemplo, la mayoria de los aminoacidos enterrados
requieren cadenas lateales no polares, mientras que pocas caracteristicas de las cadenas laterales de la superficie
en general se conservan. Otras de estas sustituciones fenotipicamente silenciosas se describen en Bowie et al.,
supra, y en las referencias citadas alli.

Pueden utilizarse los métodos para la secuenciacion de ADN que son muy conocidos y que en general estan
disponibles en la técnica para implementar cualquier realizaciéon de polinucleétidos de la invencion. Los métodos
pueden emplear enzimas, tales como el fragmento Klenow de la ADN polimerasa |, SEQUENASE® (US Biochemical
Corp, Cleveland, Ohio), Taq polimerasa (Perkin Elmer), polimerasa T7 termoestable (Amersham, Chicago, lll.), o
combinaciones de polimerasas recombinantes y exonucleasas correctoras, tales como el sistema de amplificacion
ELONGASE, comercializado por Gibco BRL (Gaithersburg, Md.). Preferiblemente, el proceso se automatiza con
magquinas tales como Hamilton Micro Lab 2200 (Hamilton, Reno, Nev.), termociclador Peltier (PTC200; MJ Research,
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Watertown, Mass.) y los secuenciadores de ADN ABI 377 (Perkin Elmer).

Las secuencias de polinucleétidos que codifican un polipéptido de ROS mutante de la invencién pueden extenderse
empleando una secuencia de nucleotidos parcial y empleando diversos métodos conocidos en la técnica para
detectar secuencias cadena arriba, tales como promotores y elementos reguladores. Por ejemplo, un método que
puede emplearse, la PCR “de sitio de restriccion”, emplea cebadores universales para recuperar una secuencia
desconocida adyacente a un locus conocido (Sarkar, G., PCR Methods Applic., 2: 318-322 (1993)). En particular,
primero se amplifica el ADN gendmico en presencia de un cebador para una secuencia conectora y un cebador
especifico de la regiéon conocida. Los ejemplos de cebadores son los descritos en el ejemplo 4 de la presente. Las
secuencias amplificadas después se someten a una segunda ronda de PCR con el mismo cebador de conector y
otro cebador especifico interno al primero. Los productos de cada ronda de PCR se transcriben con una ARN
polimerasa apropiada y se secuencian empleando una transcriptasa inversa.

También puede emplearse una PCR inversa para amplificar o extender secuencias empleando cebadores
divergentes basados en una region conocida (Triglia et al., Nucleic Acids Res., 16: 8186 (1988)). Los cebadores
pueden disefiarse empleando el software de analisid de cebadores OLIGO 4.06 (National Biosciences Inc.,
Plymouth, Minn.), u otro programa apropiado, para que tengan una longitud de 22-30 nucledtidos, para que tengan
un contenido en GC del 50% o mayor, y para que se reasocien con la secuencia diana a unas temperaturas de
aproximadamente 68-72 °C. El método emplea varias enzimas de restriccion para generar un fragmento adecuado
en la region conocida de un gen. El fragmento después se circulariza mediante acoplamiento intramolecular y se
emplea como molde de PCR.

Otro método que puede utilizarse es la PCR de captura, que implica una amplificacion por PCR de fragmentos de
ADN adyacentes a una secuenca conocida en ADN cromosémico artificial de levadura y humano (Lagerstrom et al.,
PCR Methods Applic., 1: 111-119 (1991)). En este método, también pueden emplearse multiples digestiones con
enzimas de restriccion y acoplamientos para colocar una secuencia bicatenaria modificada en una prociéon
desconocida de la molécula de ADN antes de realizar la PCR. Otro método que puede utilizarse para recuperar
secuencias desconocidas es el descrito en Parker et al., Nucleic Acids Res., 19: 3055-3060 (1991)). Ademas, se
puede utilizar la PCR, cebadores anidados y bancos PROMOTERFINDER® para realizar un paseo en un ADN
genomico (Clontech, Palo Alto, Calif.). Este proceso evita la necesidad de seleccionar bancos y es util para descubrir
zonas de unién de intron/exon.

Cuando se seleccionan ADNc de longitud completa, resulta preferible emplear bancos que han sido seleccionados
segun el tamafio para que incluyan ADNc mas largos. Ademas, son preferibles bancos cebados aleatoriamente,
porque contendran mas secuencias que incluyan las regiones 5 de genes. El empleo de un banco cebado
aleatoriamente puede resultar especialmente preferible en situaciones en las que un banco de oligo-d(T) no
contenga un ADNc de longitud completa. Los bancos genémicos pueden ser Utiles para la extension de la secuencia
hacia las regiones reguladoras no transcritas 5’ y 3'.

Pueden emplearse sistemas de electroforesis capilar, que estan disponibles en el mercado,para analizar el tamafio o
confirmar la secuencia de nucleétidos de los productos de la secuenciacion o de PCR. En particular, la
secuenciacion capilar puede emplear polimeros fluidos para la separacion electroforética, cuatro tintes fluorescentes
diferentes (uno para cada nucleétido) que son activados por laser, y la deteccion de las longitudes de onda emitidas
mediante una camara con dispositivo de carga acoplada. La intensidad de salida/de la luz puede convertirse en una
sefial eléctrica empleando un software apropiado (por ejemplo, GENOTYPER® y SEQUENCE NAVIGATOR™,
Perkin Elmer), y el proceso completo desde la carga de las muestras al analisis por ordenador y la presentacion de
los datos electrénicos puede estar controlado por ordenador. La electroforesis capilar es especialmente preferible
para la secuenciacién de pequefios trozos de ADN que puedan estar presentes en cantidades limitadas en una
muestra concreta.

C. Vectores y células hospedantes

La presente invencion también proporciona vectores recombinantes que comprenden un polinucléotido aislado de la
presente invencion, células hospedantes que estan genéticamente modificadas con los vectores recombinantes, y la
produccion de polipéptidos de SLC34A2-ROS recombinantes o sus fragmentos por medio de técnicas
recombinantes.

Las construcciones recombinantes pueden introducirse en las células hospedantes empleando técnicas muy
conocidas, tales como infeccion, transduccion, transfeccion, transveccion, electroporacion y transformacion. El
vector puede ser, por ejemplo, un fago, plasmido, vector virico o retrovirico. Los vectores retroviricos pueden ser
competentes en la replicacion o defectuosos en la replicacion. En este ultimo caso, la propagacion virica en general
se producira solo en las células hospedantes complementadoras.

Los polinucleétidos pueden unirse a un vector que contenga un marcador seleccionable para la propagaciéon en un
hospedante. En general, un vector plasmidico se introduce en un precipitado, tal como un precipitado de fosfato de
calcio, o en un complejo con un lipido cargado. Si el vector es un virus, este puede encapsularse in vitro empleando
una linea celular encapsulante apropiada, y después transducirse en las células hospedantes.
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Se prefieren los vectores que comprenden regiones de control de accion en cis para el polinucleétido de interés. Los
factores de accién en trans apropiados pueden ser suministrados por el hospedante, ser suministrados por un vector
complementador o ser suministrados por el propio vector tras su introduccién en el hospedante. En ciertas
realizaciones preferidas a este respecto, los vectores proporcionan la expresion especifica, que puede ser inducible
y/o especifica del tipo celular. Entre estos vectores, se prefieren en particular los que son inducibles por factores
ambientales que sean faciles de manipular, tales como la temperatura y aditivos de nutrientes.

Los vectores de expresion Uutiles en la presente invencion incluyen vectores derivados de cromosmas, episomas y
virus, por ejemplo, vectores derivados de plasmidos bacterianos, bacteriéfagos, episomas de levaduras, elementos
cromosomicos de levaduras, virus, tales com baculovirus, papovavirus, virus de vaccinia, adenovirus, virus de la
viruela aviar, virus de la pseudorrabia, y retrovirus, y vectores derivados de sus combianaciones, tales como
coésmidos y fagmidos.

El inserto de ADN que comprende un polinucléotido de SLC34A2-ROS o un polinucleétido ROS truncado de la
invencion debe estar unido operativamente a un promotor apropiado, tal como el promotor PL del fago lambda, los
promotores lac, trp y tac de E. coli, los promotores temprano y tardio de SV40, y promotroes de LTR retroviricos, por
nombrar unos cuantos. Los expertos en la técnica conocen otros promotores adecuados. Las construcciones de
expresion contendran también sitios para el inicio y terminacion de la transcripcion y, en la region trascrita, un sitio
de unién a ribosomas para la traduccién. La porcién codificadora de los transcritos maduros expresados por las
construcciones incluira preferiblemente un inicio de la traduccion al principio y un codoén de terminacion (UAA, UGA o
UAG) colocado de modo apropiado al final del polipéptido que se va a traducir.

Tal como se ha indicado, los vectores de expresion incluiran preferiblemente al menos un marcador seleccionable.
Estos marcadores incluyen la resistencia a la dihidrofolato reductasa o la neomicina para un cultivo de células
eucariotas, y genes de resistencia a la tetraciclina o a la ampicilina para cultivoar en E. coli y otras bacterias. Los
ejemplos representativos de los hospedantes apropiados incluyen células bacterianas, tales como células de E. coli,
Streptomyces y Salmonella typhimurium; células fungicas, tales como células de levadura; células de insecto, tales
como células de Drosophila S2 y Spodoptera Sf9; células animales, tales como células CHO, COS y de melanoma
de Bowen; y células vegetales. Los medios de cultivo y las condiciones apropiados para las células hospedantes
descritas anteriormente son conocidos en la técnica.

Entre los vectores preferidos para su uso en las bacterias se incluyen pQE70, pQE60 y pQE-9, disponibles en
Qiagen; los vectores pBS, los vectores Phagescript, los vectores Bluescript, pNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A,
disponibles en Stratagene; y ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5 disponibles en Pharmacia. Entre los
vectores eucariotas preferidos se incluyen pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1 y pSG disponibles en Stratagene; y
pSVK3, pBPV, pMSG y pSVL disponibles en Pharmacia. Para los expertos en la técnica seran evidentes otros
vectores adecuados.

Entre los promotores bacterianos conocidos adecuados para su uso en la presente invencion se incluyen los
promotores lacl y lacZ de E. coli, los promotores T3 y T7, el promotor gpt, los promotores lambda PR y PL, y el
promotor trp. Los promotores eucariotas adecuados incluyen el promotor temprano inmediato de CMV, el promotor
de timidina quinasa de HSV, los promotores temprano y tardio de SV40, los promotores de LTR retroviricos, tales
como los del virus del sarcoma de Rous (RSV), y promotores de metalotioneina, tal como el promotor de
metalotioneina-1 de ratén.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, pueden emplearse una serie de vectores que contienen promotores
constitutivos o inducibles, tales como factor alfa, alcohol oxidasa, y PGH. Para un analisis, véase Ausubel et al.
(1989), CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y., y Grant et al.,
Methods Enzymol., 153: 516-544 (1997).

La introduccién de la construccién en la célula hospedante puede realizarse mediante transfeccién con fosfato de
calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccion mediada por lipidos catiénicos, electroporacion,
transduccion, infeccién u otros métodos. Estos métodos se describen en muchos manuales de laboratorio
convencionales, tales como Davis et al., BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY (1986).

La transcripcion de ADN que codifica un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS de la presente invencién por
eucariotas superiores puede aumentar insertando una secuencia potenciadora en el vector. Los potenciadores son
elementos de accién de cis del ADN, que generalmente tienen de aproximadamente 10 a 300 pb, que actian para
aumentar la actividad transcripcional de un promotor en un tipo de célula hospedante concreta. Los ejemplos de
potenciadores incluyen el potenciador de SV40, que esta localizado en el lado tardio del origen de la replicacién en
las pares de bases 100 a 270, el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma
en el lado tardio del origen de la replicacion, y potenciadores adenoviricos.

Para la secrecion de la proteina traducida hacia el lumen del reticulo endoplasmico, hacia el espacio periplasmico o
hacia el entorno extracelular, pueden incorporarse sefales de secrecién apropiadas en el polipéptido expresado. Las
sefiales pueden ser enddgenas al polipéptido o pueden ser sefiales heterologas.
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El polipéptido puede expresarse en una forma modificada, tal como una proteina de fusion (por ejemplo, una fusion-
GST), y puede incluir no solo sefales de secrecion, sino también regiones funcionales heterélogas adicionales. Por
ejemplo, una regiéon de aminoacidos adicionales, en particular aminoacidos cargados, puede afiadirse al N-terminal
del polipéptido para mejorar la estabilidad y la persistencia en la célula hospedante, durante la purificacion, o durante
la posterior manipulacion y conservacion. Ademas, pueden afadirse restos peptidicos al polipéptido para facilitar la
purificacion. Estas regiones pueden retirarse antes de la preparacion final del polipéptido. La adicion de restos
peptidicos a los polipéptidos para suscitar la secrecion o la excrecién, para mejorar la estabilidad y para facilitar la
purificacion, entre otros, son técnicas familiares y rutinarias en la técnica. Una proteina de fusion preferida
comprende una region heterologa procedente de inmunoglobulinas que es util para solubilizar proteinas.

Por ejemplo, el documento EP-A-O 464 533 (hémologo canadiense 2045869) describe proteinas de fusion que
comprenden diversas porciones de la region constante de moléculas de inmunoglobulinas, junto con otra proteina
humana o una de sus partes. En muchos casos, la parte Fc en una proteina de fusién es muy ventajosa para su uso
en terapia y en el diagnostico, y esto se traduce, por ejemplo, en mejores propiedades farmacocinéticas (documento
EP-A 0 232 262). Por ofra parte, para algunos usos seria deseable poder delecionar la parte Fc después de que la
proteina de fusiéon se haya expresado, detectado y purificado de la manera ventajosa descrita. Este es el caso en el
que la porciéon Fc demuestra ser un impedimento para el uso en terapia y en el diagnéstico, por ejemplo, cuando la
proteina de fusién se va a utilizar como antigeno para imunizaciones. En el descubrimiento de farmacos, por
ejemplo, proteinas humanas, hiL-5 se ha condensado con porciones Fc para obtener ensayos de seleccion de alta
capacidad de procesamiento para identificar antagonistas de hIL-5. Véase Bennett et al., Journal of Molecular
Recognition 8: 52-58 (1995); y Johanson et al., The Journal of Biological Chemistry, 270(16): 9459-9471 (1995).

Los polipéptidos de SLC34A2-ROS pueden recuperarse y purificarse a partir de cultivos de células recombinantes
mediante métodos muy conocidos, que incluyen precipitacion en sulfato de amonio o etanol, extraccion con acidos,
cromatografia de intercambio aniénico o catidnico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de ineraccion
hidréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxilapatito y cromatografia de lectina. Lo mas
preferiblemente, se emplea una cromatografia liquida de alta resolucion (“HPLC”) para la purificacion. Los
polipéptidos de la presente invencion incluyen productos purificados de forma natural, productos de procedimientos
sintéticos quimicos y productos producidos mediante técnicas recombinantes a partir de un hospedante procariota o
eucariota, que incluyen, por ejemplo, células bacterianas, de levadura, de plantas superiores, de insecto y de
mamifero. Dependiendo del hospedante empleado en el procedimiento de produccién recombinante, los polipéptidos
de la presente descripcion pueden estar glicosilados o no glicosilados. Ademas, los polipéptidos de la descripcion
también pueden incluir un resto metionina modificado inicial, en algunos casos como resultado de procesos
mediados por el hospedante.

Por consiguiente, en una realizacion, la invencién proporciona un método para producir un polipéptido de fusion de
SLC34A2-ROS recombinante cultivando una céula hospedante recombinante (tal como se describe a continuacion)
bajo condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido de fusion, y recuperando el polipéptido. Las
condiciones de cultivo adecuadas para el crecimiento de las células hospedantes y la expresion de los polipéptidos
recombinantes a partir de dichas células son muy conocidos por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo,
CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Ausubel F M et al., eds., volumen 2, capitulo 16, Wiley
Interscience.

D. Polipéptidos aislados

La descripcién también proporciona, en parte, polipéptidos de fusién de SLC34A2-ROS aislados y sus fragmentos.
En un ejemplo, la invencion proporciona un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos al
menos 95% idéntica a una secuencia selecciona del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoacidos que codifica un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:3;

(b) una secuencia de aminoacidos que codifica un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS que comprende la
secuencia de aminoacidos N-terminal de SLC34A2 (restos 1-126 de SEQ ID NO:5) y el dominio quinasa de ROS
(restos 1945-2222 de SEQ ID NO:7); y

(c) una secuencia de aminoacidos que codifica un polipéptido que comprende al menos seis aminoacidos contiguos
que incluye la zona de union de la fusion (restos 126-127 de SEQ ID NO:1 o restos 126-127 de SEQ ID NO:3) de un
polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS.

En una realizaciéon preferida, la invencion proporciona un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS aislado que tiene
la secuencia de aminoacidos codificada por el ADNc depositado descrito anteriormente (ATCC n.° de deposito PTA-
7877). En otra realizacion preferida, se proporcionan polipéptidos mutantes recombinantes de la invencion, que
pueden producirse empleando un vector recombinante o una célula hospedante recombinante, tal como se describié
anteriormente.

En la técnica se reconocera que algunas secuencis de aminoacidos de un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS
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pueden variar sin que esto tenga un efecto significativo en el estructura o la funcion de la proteina mutante. Si se
contemplan dichas diferencias en la secuencia, no debe olvidarse que existen areas criticas en la proteina que
determinan la actividad (por ejemplo, el dominio quinasa de ROS). En general, es posible reemplazar restos que
forman la estructura terciaria, con la condicion de que se empleen restos que realicen una funcién similar. En otros
casos, el tipo de resto puede no tener ninguna importante si la alteracion se produce en una region no critica de la
proteina.

Asi, la descripcion incluye ademas variaciones de un polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS que muestran una
actividad ROS quinasa sustancial o que incluyen regiones de las proteinas de SLC34A2 y ROS, tales como las
porciones de proteinas analizadas a continuacion. Estos mutantes incluyen deleciones, inserciones, inversiones,
repeticiones y sustituciones de tipos (por ejemplo, se sustituye un resto hidréfilo por otro, pero no uno muy hidréfilo
por otro muy hidréfilo, por regla general). En general, unos cambios pequefios o dichas sustituciones de
aminoacidos “neutras” tendran poco efecto sobre la actividad.

Consideradas generalmente como sustituciones conservativas son las sustituciones, de uno por otro, entre los
aminoacidos alifaticos Ala, Val, Leu e lle, el intercambio de los restos hidroxilo Ser y Thr, el intercambio de los restos
acidos Asp y Glu, la sustitucion entre los restos amida Asn y GIn, el intercambio de los restos basicos Lys y Arg, y
las sustituciones entre los restos aromaticos Phe y Tyr. Los ejemplos de sustituciones conservativas de aminoacidos
conocidas en la técnica son: aromaticos: fenilalanina, triptéfano, tirosina; hidréfobos: leucina, isoleucina, valina;
polares: glutamina, asparagina; basicos: arginina, lisina, histidina; acidos: acido aspartico, acido glutamico;
pequefos: alanina, serina, treonina, metionina, glicina. Tal como se indicd en detalle anteriormente, pueden
encontrarse mas directrices con respecto a los cambios en aminoacidos que es probable que sean fenotipicamente
silenciosos (es decir, no es probable que tengan un efecto prejudical en la funcion) en Bowie et al., Science, 247,
supra.

Los polipéptidos de la persente invencion se proporcionan preferiblemente en una forma aislada, y preferiblemente
estan sustancialmente purificados. Una version producida de modo recombinante de un polipéptido de fusién de
SLC34A2-ROS de la invenciéon puede purificarse sustancialmente mediante el método de una etapa descrito en
Smith y Johnson, Gene, 67: 31-40 (1988).

Los polipéptidos de la presente descripcion incluyen los polipéptidos de fusion de SLC34A2-ROS de la figura 2A-B
(SEQ ID NO:1 y 3) (que incluyen o no una secuencia conductora), el polipéptido de fusion codificado por el clon de
ADNCc depositado (ATCC n.° PTA-7877), una secuencia de aminoacidos que codifica un polipéptido de fusion de
SLC34A2-ROS que comprende la secuencia de aminoacidos N-terminal de SLC34A2 (restos 1-126 de SEQ ID
NO:5) y el dominio quinasa de ROS (restos 1945-2222 de SEQ ID NO:7), y una secuencia de aminoacidos que
codifica un polipéptido que comprende al menos seis aminoacidos contiguos que incluyen la zona de union de la
fusion (restos 126-127 de SEQ ID NO:1 o restos 126-127 de SEQ ID NO:3) de un polipéptido de fusion de SLC34A2-
ROS (véase también la figura 7, panel inferior), asi como polipéptidos que tienen al menos 90% de similitud, mas
preferiblemente al menos 95% de similitud, y ain mas preferiblemente al menos 96%, 97%, 98% o0 99% de similitud
con los descritos anteriormente.

El “porcentaje (%) de similitud” entre dos polipéptidos es una puntuacion de similitud producida comparando las
secuencais de aminoacidos de los dos polipéptidos empleando el programa Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis
Package, version 8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison,
Wis. 53711) y los ajustes por defecto para determinar la similitud. Bestfit emplea el algoritmo de homologia local de
Smith y Waterman (Advances in Applied Mathematics, 2: 482-489 (1981)) para descubrir la mejor similitud entre
segmentos de dos secuencias.

Un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos, por ejemplo, 95% “idéntica” a una
secuencia de aminoacidos de referencia de un polipéptido de ROS mutante de la invencién significa que la
secuencia de aminoacidos del polipéptido es idéntica a la secuencia de referencia, excepto que la secuencia del
polipéptido puede incluir hasta cinco alteraciones de aminoacidos por cada 100 aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos de referencia del polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS. En otras palabras, para obtener un
polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a una secuencia de aminoacidos de
referencia, hasta 5% de los restos aminoacidos en la secuencia de referencia pueden estar delecionados o
sustituidos por otro aminoacido, o una serie de aminoacidos hasta 5% del total de restos aminoacidos en la
secuencia de referencia pueden insertarse en la secuencia de referencia. Estas alteraciones en la secuencia de
referencia pueden realizarse en las posiciones amino- o carboxi-terminales de la secuencia de aminoacidos de
referencia o en cualquier lugar entre estas posiciones terminales, estar dispersas de modo individual entre los restos
en la secuencia de referencia, o en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia.

Cuando se emplea el programa Bestfit o cualquier otro programa de alineamiento de secuencias para determinar si
una secuencia concreta es, por ejemplo, 95% idéntica a una secuencia de referencia segun la presente invencion,
los parametros se ajustan, por supuesto, de modo que el porcentaje de identidad se calcula a lo largo de la longitud
completa de la secuencia de aminoacidos de referencia y se permitan huecos en la homologia de hasta 5% del
numero total de nucledtidos en la secuencia de referencia.
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Un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS de la presente invencién puede emplearse como marcador de peso
molecular en geles SDS-PAGE o en columnas de filtracion en gel de tamices moleculares, por ejemplo, empleando
métodos muyc conocidos por los expertos en la técnica.

Tal como se describe con mas detalle a continuacion, los polipéptidos de la presente invencién también pueden
emplearse para generar reactivos especificos de polipéptidos de fusién, tales como anticuerpos policlonales y
monoclonales, que son Utiles en ensayos para detectar la expresion del polipéptido de ROS mutante, segin se
describe a continuacion, o como agonistas y antagonistas capaces de potenciar o inhibir la actividad/funcion de la
proteina ROS mutante. Ademas, estos polipéptidos pueden emplearse en el sistema de dos hibridos de levaduras
para “capturar’ proteinas de unién al polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS, que tambien son candidatos a
agonistas y antagonistas segun la presente invencion. El sistema de dos hibridos de levaduras se describe en Fields
y Song, Nature, 340: 245-246 (1989).

En otro aspecto, la descripcion proporciona un péptido o un polipéptido que comprende una porcién que porta un
epitopo de un polipéptido de la invencién, concretamente un epitopo que comprende la zona de unién de la fusion de
un variante de polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS (véase la figura 7, panel inferior). El epitopo de esta porcién
del polipéptido es un epitopo inmunogénico o antigénico de un polipéptido de la invencién. Un “epitopo
inmunogénico” se define como una parte de una proteina que suscita una respuesta de anticuerpos cuando la
proteina completa es el inmundgeno. Se cree que estos epitopos inmunogénicos estan limitados a unos pocos loci
en la molécula. Por otra parte, una region de una molécula de proteina con la cual puede unirse un anticuerpo se
define como “epitopo antigénico”. El nimero de epitopos inmunogénicos de una proteina en general es menor que el
numero de epitopos antigénicos. Véase, por ejemplo, Geysen of al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:3998-4002
(1983). La produccion de anticuerpos especificos del polipéptido de fusion de la invencion se describe con mas
detalle a continuacion.

Los anticuerpos generados por polipéptidos o péptidos que portan epitopos antigénicos son Utiles para detectar una
proteina imitada, y pueden emplearse anticuerpos contra diferentes péptidos para determinar el destino de diversas
regiones de un precursor de la proteina que sufre un procesamiento postraduccional. Los péptidos y los anticuerpos
antipéptido pueden emplearse en una diversidad de ensayos cualitativos o cuantitativos para la proteina imitada, por
ejemplo, en ensayos de competicion, puesto que se ha demostrado que incluso péptidos cortos (por ejemplo, de
aproximadamente 9 aminoacidos) pueden unirse y desplazar a péptidos mas grandes en ensayos de
inmunoprecipitacion. Véase, por ejemplo, Wilson et al., Cell, 37: 767-778 (1984) en 777. Los anticuerpos antipéptido
de la invencién también son utiles para la purificacion de la proteina imitada, por ejemplo, mediante cromatografia de
adsorcion empleando métodos conocidos en la técnica. Los formatos de ensayo inmunolégico se describen con mas
detalle a continuacion.

Los polipéptidos de ROS quinasa mutantes recombinantes también estan dentro del alcance de la presente
invencion, y pueden producirse empleando polinucleétidos de fusion de la invencidn, segin se describe en la
anterior seccion B. Por ejemplo, la invencion proporciona un método para producir un polipéptido de fusién de
SLC34A2-ROS recombinante cultivando una célula hospedante recombinante (tal como se describié anteriormente)
bajo condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido de fusion, y recuperando el polipéptido. Las
condiciones de cultivo adecuadas para el crecimiento de las células hospedantes y la expresion de los polipéptidos
recombinantes a partir de dichas células son muy conocidas por los expertos en la técnica.

E. Reactivos especificos de mutantes

Los reactivos especificos del polipéptido de ROS mutante utiles en la practica de los métodos descritos incluyen,
entre otros, los anticuerpos especificos de polipéptidos de fusion y los péptidos AQUA (péptidos marcados con
isétopos pesados) que se corresponden con la expresion del polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS en una
muestra biolégica, y son adecuados para la deteccién y la cuantificacion de esta . Un reactivo especifico de un
polipéptido de fusién es cualquier reactivo, producto biolégico o quimico, que es capaz de unirse especificamente,
detectar y/o cuantificar la presencia/nivel del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS expresado en una muestra
bioldgica. La expresion incluye el anticuerpo preferido y los reactivos de péptidos AQUA analizados a continuacion, y
otros reactivos equivalentes estan dentro del alcance de la presente descripcion.

Anticuerpos

Los reactivos adecuados para su uso en la practica de los métodos de la descripcion incluyen un anticuerpo
especifico del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS. Un anticuerpo especifico de la fusién de la invencién es un
un anticuerpo o anticuerpos aislados que se unen especificamente a un polipéptido de fusiéon de SLC34A2-ROS de
la invencion (por ejemplo, SEQ ID NO:1 o 3), pero que no se unen sustancialmente a SLC34A2 de tipo salvaje ni a
ROS de tipo salvaje. Otros reactivos adecuados incluyen anticuerpos especificos de epitopos que se unen
especificamente a un epitopo en el dominio extracelular de una secuencia de la proteina de ROS de tipo salvaje
(cuyo dominio no esta presente en la ROS quinasa truncada descrita en la presente) y, por tanto, son capaces de
detectar la presencia (o la ausencia) de ROS de tipo salvaje en una muestra.

Los anticuerpos especificos del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS humano también pueden unirse a
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secuencias de péptidos epitdpicas equivalentes y muy homodlogas en otras especies de mamifero, por ejemplo,
murinas o de conejo, o viceversa. Los anticuerpos utiles para la practica de los métodos de la descripcion incluyen
(a) anticuerpos monoclonales, (b) anticuerpos policlonales purificados que se unen especificamente al polipéptido
diana (por ejemplo, la zona de unidn de la fusion del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS (véase la figura 7,
panel inferior), (c) los anticuerpos descritos en (a)-(b) anteriores que se unen a epitopos equivalentes y muy
homologos o a sitios de fosforilacion en otras especies no humanas (por ejemplo, ratén, rata), y (d) fragmentos de
(a)-(c) anteriores que se unen al antigeno (o mas preferiblemente al epitopo) al cual se unen los ejemplos de
anticuerpos descritos en la presente.

El término “anticuerpo” o “anticuerpos”, tal como se emplea en la presente, se refiere a todos los tipos de
inmunoglobulinas, que incluyen IgG, IgM, IgA, IgD, e IgE. Los anticuerpos pueden ser monoclonales o policlonales, y
puede tener su origen en cualquier especie que incluye (por ejemplo) ratén, rata, conejo, caballo, o ser humano, y
pueden ser anticuerpos quiméricos. Véase, por ejemplo, M. Walker et al., Molec. Immunol., 26: 403-411 (1989);
Morrision et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci., 81: 6851 (1984); Neuberger et al., Nature, 312: 604 (1984)). Los anticuerpos
pueden ser anticuerpos monoclonales recombinantes producidos segun los métodos descritos en la patente de
EEUU n.° 4.474.893 (Reading) o la patente de EEUU n.° 4.816.567 (Cabilly et al.). Los anticuerpos también pueden
ser anticuerpos especificos construidos quimicamente preparados segun el método descrito en la patente de EEUU
n.° 4.676.980 (Segel et al.).

El sitio epitdpico preferido de un anticuerpo especifico de un polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS de la invencion
en un fragmento peptidico que consiste fundamentalmente en aproximadamente 11 a 17 aminoacidos de la
secuencia de un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS humano (SEQ ID NO:1 yo 3), incluyendo dicho fragmento
la zona de union de la fusidn (que aparece en el resto 126 en el primer y segundo variante de la proteina de fusion
(véase la figura 1 (panel C) y la figura 7 (panel inferior)). Se apreciara que los anticuerpos que se unen
especificamente a epitopos/péptidos mas cortos 0 mas largos que incluyen la zona de unién de la fusion de un
polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS estan dento del alcance de la presente descripcion.

La descripcion incluye el uso de anticuerpos y moléculas equivalentes, tales como dominios de unién de proteinas o
aptameros de acidos nucleicos, que se unen, de una manera especifica de la proteina de fusién o de la proteina
truncada, fundamentalmente al mismo epitopo al cual se une un anticuerpo especifico de un polipéptido de fusion de
SLC34A2-ROS o un anticuerpo especifico del epitopo del punto de truncamiento de ROS utiles en los métodos de la
invencion. Véase, por ejemplo, Neuberger et al., Nature, 312: 604 (1984). Estos reactivos equivalentes que no son
anticuerpos pueden emplearse de modo adecuado en los métodos de la descripcidn, tal como se describe mas a
fondo a continuacion.

Los anticuerpos policlonales Uutiles en la practica de los métodos de la invencién pueden producirse segun técnicas
convencionales mediante la inmunizacién de un animal adecuado (por ejemplo, conejo, cabra, etc.) con un antigeno
que incluya un epitopo especifico de la proteina de fusién deseado (por ejemplo, la zona de unién de la fusion
(véase la figura 7, panel inferior), la recoleccion del suero inmunolégico del animal, y la separacion de los
anticuerpos policlonales del suero inmunoldgico, y la purificacion de los anticuerpos policlonales que tienen la
especificidad deseada, segun procedimientos conocidos. El antigeno puede ser un antigeno peptidico sintético que
comprenda la secuencia epitopica deseada, seleccionado y construido segun técnicas muy conocidas. Véase, por
ejemplo, ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, capitulo 5, pp. 75-76, Harlow & Lane eds., Cold Spring Harbor
Laboratory (1988); Czernik, Methods In Enzymology, 201: 264-283 (1991); Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85: 21-49
(1962)). Los anticuerpos policlonales producidos segun se describe en la presente pueden seleccionarse y aislarse
como se describe mas a fondo a continuacion.

Los anticuerpos monoclonales también pueden emplearse de modo beneficioso en los métodos de la invencion, y
pueden producirse en lineas celulares de hibridoma segun la técnica conocida de Kohler y Milstein, Nature 265: 495-
97 (1975); Kohler y Milstein, Eur. J. Immunol., 6: 511 (1976); véase también CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY, Ausubel et al. eds. (1989). Los anticuerpos monoclonales producidos de esta manera son
muy especificos, y mejoran la selectividad y la especificidad de los metodos de ensayo proporcionados por la
invencion. Por ejemplo, una disolucion que contiene el antigeno apropiado (por ejemplo, un péptido sintético que
comprenda la zona de unién de la fusidon de un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS) puede inyectarse en un
ratén y, después de un tiempo suficiente (segun las técnicas convencionales), el raton se sacrifica y se obtienen las
células esplénicas. Las células esplénicas entonces se inmortalizan mediante su fusiéon con células de mieloma,
generalmente en presencia de polietilenglicol, para producir células de hibridoma. Pueden producirse hibridomas de
fusion de conejo, por ejemplo, segun se describe en la patente de EEUU n.° 5.675.063, C. Knight, otorgada el 7 de
octubre de 1997. Las células de hibridoma entonces se cultivan en un medio de seleccion adecuado, tal como
hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT), y el sobrenadante se selecciona para detectar los anticuerpos
monoclonales que tienen la especificidad deseada, tal como se describe a continuacion. El anticuerpo segregado
puede recuperarse del sobrenadante del cultivo de tejido mediante métodos convencionales, tales como
precipitacion, intercambio i6nico o cromatografia de afinidad, o similares.

También pueden producirse fragmentos Fab monoclonales en Escherichia coli mediante técnicas recombinantes
conocidas por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, W. Huse, Science, 246: 1275-1281 (1989); Mullinax et
al., Proc. Natl Acad. Sci., 87: 8095 (1990). Si se prefieren anticuerpos monoclonales de un isotipo para una
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aplicaciéon concreta, los isotipos concretos pueden prepararse directamente, mediante la selecciéon a partir de la
fusion inicial, o prepararse de modo secundario, a partir de un hibridoma parental que segregue un anticuerpo
monoclonal de un isotipo diferente emplando la técnica de seleccidon sib para aislar variantes de clase de
conmutacion (Steplewski, et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci., 82: 8653 (1985); Spira et al., J. Immunol. Methods, 74: 307
(1984)). El sitio de combinacién con el antigeno del anticuerpo monoclonal puede clonarse mediante PCR y
producirse anticuerpos monocatenarios como anticuerpos recombinantes presentados sobre fagos o anticuerpos
solubles en E. coli (véase, por ejemplo, ANTIBODY ENGINEERING PROTOCOLS, 1995, Humana Press, Sudhir
Paul editor).

Ademas, la patente de EEUU n.° 5.194.392, Geysen (1990), describe un método general para detectar o determinar
la secuencia de monémeros (aminoacidos y otros compuestos) que es un equivalente topoldgico del epitopo (es
decir, un “mimotopo”), que es complementario con un paratopo concreto (sitio de unién al antigeno) de un anticuerpo
de interés. Mas en general, este método implica detectar o determinar una secuencia de mondmeros que es un
equivalente topografico de un ligando que es complementario con el sitio de unién al ligando de un receptor concreto
de interés. De forma similar, la patente de EEUU n.° 5.480.971, Houghten et al. (1996), describe oligopéptidos
peralquilados de alquilo C+-C lineal y conjuntos y bancos de dichos péptidos, asi como métodos para emplear dichos
conjuntos y bancos de oligopéptidos para determinar la secuencia de un oligopéptido peralquilado que se une
preferentemente con una molécula aceptora de interés. Asi, mediante estos métodos también pueden prepararse,
de forma rutinaria, analogos no peptidicos de los péptidos que portan epitopos de la descripcion.

Los anticuerpos utiles en los métodos de la invencién, tanto policlonales como monoclonales, pueden seleccionarse
para la especificidad de la proteina de fusion y el epitopo segun técnicas convencionales. Véase, por ejemplo,
Czemik et al., Methods in Enzymology, 201: 264-283 (1991). Por ejemplo, los anticuerpos pueden seleccionarse
frente a un banco de péptidos mediante ELISA para asegurar la especificidad par el antigeno deseado vy, si se
quiere, para la reactividad solo con un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS de la invencion y no con SLC34A2 de
tipo salvaje ni con ROS de tipo salvaje. Los anticuerpos también pueden ensayarse mediante un analisis de la
transferencia Western frente a preparaciones de células que contienen la proteina diana para confirmar la
reactividad solo con la diana deseada y para asegurarse de que no se produce una unidn apreciable con otras
proteinas de fusién que impliquen a ROS. La produccion, la seleccion y el uso de anticuerpos especificos de
proteinas de fusién son conocidos por los expertos en la técnica, y se han descrito. Véase, por ejemplo, la
publicacion de patente de EEUU 20050214301, Wetzel et al., 29 de septiembre de 2005.

Los anticuerpos especificos de polipéptidos de fusién utiles en los métodos de la invenciéon pueden mostrar cierta
reactividad cruzada limitada con epitopos de fusién similares en otras proteinas de fusién o con epitopos en
SLC34A2 de tipo salvaje y ROS de tipo salvaje que forman la zona de union de la fusion. Esto no resulta inesperado,
puesto que la mayoria de los anticuerpos muestra algun grado de reactividad cruzada, y los anticuerpos antipéptidos
a menudo tienen reactividad cruzada con epitopos que tienen una alta homologia o identidad con el péptido
inmunizante. Véase, por ejemplo, Czernik, supra. La reactividad cruzada con otras proteinas de fusion se caracteriza
con facilidad mediante un analisis de la transferencia Western junto con marcadores de peso molecular conocido.
Las secuencias de aminoacidos de las proteinas de reacciéon cruzada pueden estudiarse para identificar los sitios
muy homologos o idénticos a la secuencia del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS a la cual se une el anticuerpo.
La reactividad cruzada no deseada puede eliminarse mediante seleccion negativa empleando la purificacion de
anticuerpos sobre columnas de péptidos (por ejemplo, eliminando por seleccion los anticuerpos que se unen a
SLC34A2 de tipo salvaje y/o ROS de tipo salvaje).

Los anticuerpos especificos del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS de la descripcién que son Utiles para
practicar los métodos descritos en la presente son especificos, de manera ideal, para el polipéptido de fusién
humano, pero no se limitan solo a la union con la especie humana, per se. La descripcion incluye la produccion y el
uso de anticuerpos que también se unen a epitopos conservados y altamente homoélogos o idénticos en otras
especies de mamifero (por ejemplo, ratén, rata, mono). Las secuencias muy homdlogas o idénticas en otras
especies pueden identificarse con facilidad mediante comparaciones de secuencias convencionales, tales como el
empleo de BLAST, con las secuencias del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS humano descrito en la presente
(SEQ ID NO:1y 3).

Los anticuerpos empleados en los métodos de la invencion también pueden caracterizarse y validarse para su uso
en un formato de ensayo concreto, por ejemplo, FC, IHC y/o ICC. El uso de anticuerpos especificos del polipéptido
de fusidon de SLC34A2-ROS en estos métodos se describe mas a fondo en la siguiente seccion F. Los anticuerpos
también pueden conjugarse de modo ventajoso con tintes fluorescentes (por ejemplo, Alexa488, PE), o con
marcadores tales como puntos cuanticos, para su uso en analisis multiparamétricos junto con otros anticuerpos de
transduccion de sefales (fosfo-AKT, fosfo-Erk 1/2) y/o de marcador celular (citoqueratina), segun se describe mas a
fondo en la siguiente seccion F.

En la practica de los métodos de la descripcion, la expresion y/o la actividad de SLC34A2 de tipo salvaje y/o ROS de

tipo salvaje en una muestra bioldgica concreta también puede estudiarse de modo ventajoso empleando anticuerpos

(fosfoespecificos o totales) para estas proteinas de tipo salvaje. Por ejemplo, estan disponibles en el mercado

anticuerpos especificos del sitio de fosforilacion del receptor CSF (véase CELL SIGNALING TECHNOLOGY, INC.,

Beverly Mass., 2005/06 n.* de catalogo 3151, 3155, y 3154; y Upstate Biotechnology, 2006, n.° de catalogo 06-457).
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Estos anticuerpos también pueden ser producidos segun métodos convencionales, tal como se describid
anteriormente. Las secuencias de aminoacidos de SLC34A2 y ROS humanas estan publicadas (véanse las figuras 3
y 4, y los n.°® de registro de SwissProt mencionados), asi como las secuencias de estas proteinas procedentes de
otras especies.

La deteccion de la expresion y/o activacion de SLC34A2 de tipo salvaje y de ROS de tipo salvaje, junto con la
expresion del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS, en una muestra bioldgica (por ejemplo, una muestra de
tumor), puede proporcionar informacion sobre si la proteina de fusion esta dirigiendo por si sola al tumor, o si ROS
de tipo salvaje también esta activada y esta dirigiendo al tumor. Este informacion es util desde el punto de vista
clinico para evaluar si se deben tomar medidas contra la proteina de fusiéon o contra la proteina o proteinas de tipo
salvaje o todas, o si es probable que sea mas beneficioso inhibir el avance del tumor, y para seleccionar un producto
terapéutico apropiado o una de sus combinaciones. Los anticuerpos especificos para el dominio extracelular de ROS
quinasa de tipo salvaje, que no estan presentes en la ROS quinasa truncada descrita en la presente, pueden ser
particularmente Utiles para determinar la presencia/ausencia de la ROS quinasa mutante.

Se entendera que puede emplearse mas de un anticuerpo en la practica de los métodos descritos anteriormente.
Por ejemplo, uno o mas anticuerpos especificos del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS, junto con uno o mas
anticuerpos especificos para otra quinasa, receptor o sustrato de quinasa del cual se sospecha que esta, o que
potencialmente esta, activado en un cancer en el que el polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS se expresa, pueden
emplearse simultaneamente para detectar la actividad de estas otras moléculas de senalizacion en una muestra
bioldgica que comprenda células de dicho cancer.

Los expertos en la técnica apreciaran que los polipéptidos de fusion de SLC34A2-ROS de la presente invencion y
sus fragmentos que portan el epitopo de la zona de unién de la fusién descritos anteriormente pueden combinarse
con partes del dominio constante de inmunoglobulinas (IgG), para producir polipéptidos quiméricos. Estas proteinas
de fusion facilitan la purificacion y muestran una mayor semivida in vivo. Esto se ha demostrado, por ejemplo, para
proteinas quiméricas que consisten en los primeros dos dominios del polipéptido de CD4 humano y diversos
dominios de las regiones constantes de las cadenas pesada o ligera de inmunoglobulinas humanas (documento
394.827; Traunecker et al., Nature, 331: 84-86 (1988)). Las proteinas de fusion que tienen una estructura dimérica
unida por disulfuro, debido a la parte IgG, también pueden ser mas eficaces para la unién y la neutralizacién de otras
moléculas distintas al polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS monomérico por si solo (Fountoulakis et al., J.
Biochem., 270: 3958-3964 (1995)).

Péptidos marcados con isétopos pesados (péptidos AQUA)

Los reactivos especificos del polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS Utiles en la practica de los métodos descritos
también pueden comprender péptidos marcados con is6topos pesados adecuados para la cuantificacion absoluta
del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS expresado en una muestra bioldgica. Se ha descrito la produccion y el
uso de péptidos AQUA para la cuantificacion absoluta de proteina (AQUA) en mezclas complejas. Vease el
documento WO/03016861, “Absolute Quantification of Proteins and Modified Forms Thereof by Multistage Mass
Spectrometry,” Gygi et al., y también Gerber et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 100: 6940-6945 (2003).

La metodologia AQUA emplea la introduccion de una cantidad conocida de al menos un patron de péptido marcado
con un isotopo pesado (que tienen una firma exclusiva que puede detectarse mediante cromatografia LC-SRM) en
una muestra bioldgica digerida para determinar, por comparacion con el patrén peptidico, la cantidad absoluta de un
péptido con la misma secuencia y modificacion en la proteina en la muestra bioldgica. Brevemente, la metodologia
AQUA tiene dos etapas: la seleccion y validacion de patrones internos peptidicos, y el desarrollo del método; y la
puesta en practica empleando los patrones internos peptidicos validados para detectar y cuantificar una proteina
diana en una muestra. El método es una poderosa técnica para detectar y cuantificar una proteina/péptido concreto
dentro de una mezcla biolégica compleja, tal como un lisado de células, y puede emplearse, por ejemplo, para
cuantificar el cambio en la fosforilacion de proteinas como resultado de un tratamiento con farmacos, o para
cuantificar las diferencias en el nivel de una proteina en diferentes estados bioldgicos.

En general, para desarrollar un patrén interno adecuado, se elige un péptido (o un péptido modificado) concreto
dentro de una secuencia de proteina diana, basandose en su secuencia de aminoacidos y en la proteasa concreta
que se va a utilizar para la digestion. Después se genera el péptido mediante una sintesis Peptl’dica en fase solida,
de forma que un resto es reemplazado por el mismo resto que contiene is6topos estables ( 3c, 15N). El resultado es
un péptido que es quimicamente idéntico a su homdlogo nativo formado mediante proteolisis, pero que puede
distinguirse con facilidad mediante MS a través del desplazamiento de masas de 7-Da. El péptido de patrén interno
AQUA recién sintetizado después se evalua mediante LC-MS/MS. Este proceso proporciona informacion cualitativa
acerca de la retencion del péptido mediante una cromatografia en fase inversa, la eficacia de ionizacion, y la
fragmentacion a través de disociacion inducida por colisién. Se eligen los iones de los fragmentos informativos y
abundantes para conjuntos de péptidos de patron interno y nativos, y después se controlan de modo especifico en
una sucesion rapida como una funcion de la retencion cromatografica para formar un método de control de la
reaccion seleccionada (LC-SRM) basado en el perfil exclusivo del patrén peptidico.

La segunda etapa de la estrategia AQUA es su puesta en practica para medir la cantidad de una proteina o de una
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proteina modificada en mezclas complejas. Lisados de células completas se fraccionan generalmente mediante una
electroforesis en gel de SDS-PAGE, y se cortan y extraen las regiones del gel donde se produce la migracion de las
proteinas. A este proceso le sigue una proteolisis dentro del gel en presencia de los péptidos AQUA y un analisis de
LC-SRM (véase Gerber et al., supra). Los péptidos AQUA se siembran en la mezcla compleja de péptidos obtenida
mediante la digestion del lisado de células completas con una enzima proteolitica, y se someten a a una purificacion
de inmunoafinidad segun se describié anteriormente. El tiempo de retencion y el patron de fragmentacion del péptido
nativo formado mediante digestion (por ejemplo, tripsinizacién) son idénticos a los del péptido de patrén interno
AQUA determinados previamente; por tanto, un analisis de LC-MS/MS empleando un experimento SRM produce
una medicién muy especifica y sensible del patrén interno y del analito directamente a partir de mezclas
extremadamente complejas de péptidos.

Puesto que se afiade una cantidad absoluta del péptido AQUA (por ejemplo, 250 fmol), puede utilizarse la
proporcion de las areas bajo la curva para determinar los niveles de expresion precisos de una proteina o una forma
fosforilada de una proteina en el lisado de células original. Ademas, el patrén interno esta presente durante la
digestion dentro del gel a medida que se forman los péptidos nativos, de modo que la eficacia de extraccion del
péptido de los trozos del gel, las pérdidas absolutas durante la manipulacién de la muestra (que incluye una
centrifugacion al vacio), y la variabilidad durante la introduccién en el sistema de LC-MS no afectan a la proporcion
determinada de abundancias de los péptidos nativos y AQUA.

Se desarrolla un patrén de péptido AQUA para una secuencia conocida previamente identificada mediante el método
IAP-LC-MS/MS dentro de una proteina diana. Si el sitio esta modificado, puede desarrollarse un péptido AQUA que
incorpore la forma modificada del resto concreto dentro del sitio, y puede desarrollarse un segundo péptido AQUA
que incorpore la forma no modificada del resto. De esta forma, los dos patrones pueden empleaerse para detectar y
cuantificar las formas modificadas y no modificadas del sitio en una muestra bioldgica.

También pueden generarse patrones internos de péptidos estudiando la secuencia de aminoacidos primaria de una
proteina y determinando los limites de los péptidos producidos mediante ruptura con proteasa. Como alternativa,
una proteina puede ser realmente digerida con una proteasa y después puede secuenciarse un fragmento peptidico
concreto producido. Las proteasas adecuadas incluyen serina proteasas (por ejemplo, tripsina, hepsina),
metaloproteasas (por ejemplo, PUMP1), quimotripsina, catepsina, pepsina, termolisina, carboxipeptidasas, etc.

Se selecciona una secuencia peptidica dentro de una proteina diana segun uno o mas criterios para optimizar el uso
del péptido como patrén interno. Preferiblemente, el tamafio del péptido se selecciona para minimizar las
posibilidades de que la secuencia peptidica esté repetida en otro lugar en otras proteinas no diana. Asi, un péptido
tiene preferiblemente al menos aproximadamente 6 aminoacidos. El tamafo del péptido también se optimiza para
maximizar la frecuencia de ionoizaciéon. Asi, no se prefieren péptidos mas largos que aproximadamente 20
aminoacidos. El intervalo preferido es de aproximadamente 7 a 15 aminoacidos. También se selecciona una
secuencia peptidica que sea poco probable que sea quimicamente reactiva durante la espectrometria de masas, y
asi se evitan las secuencias que comprenden cisteina, triptéfano o metionina.

Una secuencia peptidica que no incluye una region modificada de la region diana puede seleccionarse de modo que
el patrén interno de péptido pueda emplearse para determinar la cantidad de todas las formas de la proteina. Como
alternativa, puede resultar deseable un patrén interno de péptido que incluya un aminoacido modificado para
detectar y cuantificar solo la forma modificada de la proteina diana. Los patrones de péptidos para ambas regiones
modifica y no modificada pueden emplearse juntos, para determinar el grado de una modificacién en una muestra
concreta (es decir, para determinar cual es la fraccién de la cantidad total de proteina que representa a la forma
modificada). Por ejemplo, pueden emplearse patrones de péptidos para la forma fosforilada y no fosforilada de una
proteina de la cual se sabe que esta fosforilada en un sitio concreto, para cuantificar la cantidad de forma fosforilada
en una muestra.

El péptido se marca empleando uno o mas aminoacidos marcados (es decir, el marcador es una parte real del
péptido) o, menos preferiblemente, los marcadores pueden unirse después de la sintesis segun métodos
convencionales. Preferiblemente, el marcador es un marcador que altera la masa seleccionado que se basa en las
siguientes consideraciones: la masa debe ser exclusiva para desplazar las masas de los fragmentos producidos
mediante el analisis de MS hasta regiones del espectro con bajo fondo; el componente de firma de masa idnica es la
porcion del resto marcador que muestra preferiblemente una firma de masa iénica exclusiva en un analisis de MS; la
suma de las masas de los atomos constituyentes del marcador es preferible y exclusivamente diferente a la de los
fragmentos de todos los aminoacidos posibles. Como resultado, los péptidos y aminoacidos marcados pueden
distingurise con facilidad de los no marcados mediante el patron de iones/masa en el espectro de masas resultante.
Preferiblemente, el componente de firma de masa i6nica imparte una masa a un fragmento de la proteina que no se
corresponde con la masa del resto para ninguno de los 20 aminoacidos naturales.

El marcador debe ser robusto bajo las condiciones de fragmentacién de MS y no sufrir una fragmentacion
desfavorable. La quimica del marcaje debe ser eficaz bajo una gama de condiciones, en particular condiciones
desnaturalizantes, y el marcador marcado preferiblemente permanece soluble en el sistema tampoén de MS elegido.
El marcador preferiblemente no reprime la eficacia de ionizacion de la proteina y es quimicamente no reactivo. El
marcador puede contener una mezcla de dos o mas especies isotépicamente diferenciadas para generar un patron
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espectrométrico de masas exclusivo en cada posicion del fragmento marcado. Los isétopos estables, tales como ?H,
3¢, N, 70, "0, o *S, estan entre los marcadores preferidos. También pueden prepararse parejas de patrones
internos de péptidos que incorporen un marcador de isétopo diferente. Los restos aminoacidos preferidos en los que
pueden incorporarse un marcador de isétopo pesado incluyen leucina, prolina, valina y fenilalanina.

Los patrones internos de péptidos se caracterizan segun su proporciéon de masa a carga (m/z), y preferiblemente,
también segun su tiempo de retenciéon en una columna cromatografica (por ejemplo, una columna de HPLC). Los
patrones internos que coeluyen con los péptidos no marcados de secuencia idéntica se seleccionan como patrones
internos 6ptimos. El patrén interno después se analiza fragmentando el péptido mediante cualquier medio adecuado,
por ejemplo, mediante disociacion inducida por colision (CID) empleando, por ejemplo, argén o helio como gas de
colision. Después los fragmentos se analizan, por ejemplo, mediante espectrometria de masas de multiples etapas
(MS") para obtener un espectro de iones de fragmentos, para obtener una firma de fragmentacion del péptido.
Preferiblemente, los fragmentos del péptido presentan diferencias significativas en las proporciones de m/z para
permitir que los picos que se corresponden con cada fragmente estén bien separado, y se obtiene una firma que es
exclusiva del péptido diana. Si no se obtiene una firma de los fragmentos adecuada en la primera etapa, se realizan
mas etapas de MS hasta que se obtiene una firma exclusiva.

Los iones de fragmentos en los espectros de MS/MS y MS? generalmente son muy especificos para el péptido de
interés, y, junto con los métodos de LC, permiten un medio muy selectivo para detectar y cuantificar un
péptido/proteina diana en una mezcla compleja de proteinas, tal como un lisado celular, que contenga muchos miles
o decenas de miles de proteinas. Puede ensayarse cualquier muestra bioldégica que contenga potencialmente un
péptido/proteina diana de interés. Se emplean preferiblemente extractos celulares brutos o parcialmente purificados.
En general, la muestra tendra al menos 0,01 mg de proteina, generalmente una concentracion de 0,1-10 mg/ml, y
puede ajustarse al pH y la concentracion del tampon deseado.

Entonces se afade una cantidad conocida de un patron interno de péptido marcado, preferiblemente
aproximadamente 10 femtomoles, que se corresponde con una proteina diana que se va a detectar/cuantificar, a
una muestra bioldgica, tal como un lisado de células. Después la muestra sembrada se digiere con una o mas
proteasas durante un periodo de tiempo adecuado para permitir la digestion. Entonces se realiza una separacion
(por ejemplo, mediante HPLC, HPLC de fase inversa, electroforesis capilar, cromatografia de intercambio i6nico,
etc.) para aislar el patron interno marcado y su correspondiente péptido diana de los otros péptidos en la muestra. La
LC microcapilar es un método preferido.

Cada péptido aislado después se estudia controlando una reaccién seleccionada en el MS. Esto implica emplear el
conocimiento previo obtenido a través de la caracterizacion del patron interno de péptido y después se requiere del
MS para controlar de modo continuo un ion especifico en el espectro de MS/MS o MS" para el péptido de interés y el
patron interno. Después de la elucion, se calcula el area bajo la curva (AUC) para el patrén de péptido y el péptido
diana. La proporcién de las dos areas proporciona la cuantificacion absoluta que puede normalizarse para el nimero
de células empleado en el analisis y el peso molecular de la proteina, para proporcionar el nimero de copias preciso
de la proteina por células. Otros detalles de la metodologia AQUA se describen en Gygi et al., y Gerber et al., supra.

De modo deseable, pueden producirse patrones de péptidos internos AQUA (péptidos marcados con isétopos
pesados), segun se describié anteriormente, para detectar y cuantificar cualquier sitio exclusivo (por ejemplo, la zona
de unién de la fusion dentro de un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS) dentro de un polipéptido de ROS
mutante de la invencién. Por ejemplo, puede prepararse un fosfopéptido AQUA que se corresponda con la
secuencia de la zona de union de la fusidn del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS (véase la figura 7 (panel
inferior)). Pueden producirse patrones de péptidos para la zona de unién de la fusién de SLC34A2-ROS, y estos
patrones pueden emplearse en la metodologia AQUA para detectar y cuantificar la zona de unién de la fusién (es
decir, la presencia del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS) en una muestra bioldgica.

Por ejemplo, un ejemplo de péptido AQUA de la descripcion comprende la secuencia de aminoacidos LVGDDF
(véase la figura 7, panel inferior), que se corresponde con los tres aminoacidos inmediatamente flanqueantes a cada
lado de la zona de unién de la fusién en el segundo variante (corto) del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS
(véase SEQ ID NO:11). Se apreciara que los péptidos AQUA mas grandes que comprenden la secuencia de la zona
de union de la fusion (y otros restos cadena abajo o cadena arriba de esta) también pueden construirse. De modo
similar, un péptido AQUA mas pequefio que comprenda menos de todos los restos de dicha secuencia (pero que
todavia comprenda el punto de la zona de union de la fusién en si mismo) puede construirse de modo alternativo. La
seleccion y la produccion de los péptidos AQUA peferidos puede realizarse como se describio anteriormente (véase
Gygi et al., y Gerber et al., supra).

Sondas de acidos nucleicos

Los reactivos especificos de la fusion proporcionados por la invencién también incluyen cebadores y sondas de
acidos nucleicos adecuados para la deteccion de un polinucledtido de SLC34A2-ROS, segun se describié en detalle
en la anterior seccion B. El uso espcifico de dichas sondas en ensayos, tales como la hibridacién in situ de
fluorescencia (FISH) o la amplificacion por PCR, se describe en la siguiente seccion F.
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La invencion también proporciona un kit para la deteccion de un polinucleétido y/o polipéptido de fusion de
SLC34A2-ROS en una muestra biolégica, comprendiendo dicho kit al menos un reactivo especifico del polinucleétido
o polipéptido de fusion de la invencién, y uno o mas reactivos secundarios. Los reactivos secundarios adecuados
para su empleo en un kit son conocidos por los expertos en la técnica e incluyen, como ejemplo, tampones, sondas
o anticuerpos secundarios detectables, quinasas, agentes activantes, sustratos de quinasa y similares.

F. Aplicaciones de diagnéstico y formatos de ensayo

Los métodos de la invencion pueden realizarse en una diversidad de formatos de ensayo diferentes conocidos por
los expertos en la técnica.

Inmunoensayos

Los inmunoensayos utiles en la practica de los métodos de la descripcion pueden ser inmunoensayos homogéneos
o inmunoensayos heterogéneos. En un ensayo homogéneo, la reacciéon inmunolégica habitualmente implica a un
reactivo especifico de un polipéptido de ROS mutante (por ejemplo, un anticuerpo especifico del polipéptido de
fusion de SLC34A2-R0OS), un analito marcado, y la muestra bioldgica de interés. La sefial que surge del marcador se
modifica, directa o indirectamente, tras la union del anticuerpo al analito marcado. Tanto la reacciéon inmunoldgica
como la deteccion del grado de esta se realizan en una disolucién homogénea. Los marcadores inmunoquimicos
que pueden emplearse incluyen radicales libres, radioisotopos, tintes fluorescentes, enzimas, bacteriéfagos,
coenzimas, etc. También pueden emplearse de modo ventajoso marcadores de nanocristales semiconductores, o
“puntos cuanticos”, y su preparacion y uso se ha descrito muy bien. Véase, en general, K. Barovsky, Nanotech. Law
& Bus, 1(2): articulo 14 (2004) y las patentes citadas alli.

En la estrategia del ensayo heterogéneo, los reactivos son habitualmente la muestra bioldgica, un reactivo especifico
del polipéptido de ROS quinasa mutante (por ejemplo, un anticuerpo), y un medio adecuado para producir una sefial
detectable. Pueden emplearse las muestras bioldgicas descritas con mas detalle a continuacion. El anticuerpo en
general se inmoviliza sobre un soporte, tal como una esfera, una placa o un portaobjetos, y se pone en contacto con
la muestra de la cual se sospecha que contiene el antigeno en una fase liquida. El soporte después se separa de la
fase liquida, y la fase de soporte o la fase liquida se estudia para una sefial detectable empleando medios para
producir dicha sefal. La sefial se relaciona con la presencia del analito en la muestra biolégica. Los medios para
producir una sefial detectable incluyen el uso de marcadores radiactivos, marcadores fluorescentes, marcadores
enzimaticos, puntos cuanticos, etc. Por ejemplo, si el antigeno que se va a detectar contiene un segundo sitio de
union, un anticuerpo que se una a ese sitio puede conjugarse con un grupo detectable y afiadirse a la disolucion de
reaccion en fase liquida antes de la etapa de separacion. La presencia del grupo detectable sobre el soporte sélido
indica la presencia del antigeno en la muestra de ensayo. Los ejemplos de inmunoensayos adecuados son un
radioinmunoensayo, métodos de inmunofluorescencia, inmunoensayos ligados a enzimas, y similares.

Los formatos de inmunoensayos y sus variaciones que pueden ser Utiles para realizar los métodos descritos en la
presente son muy conocidos en la técnica. Véase, en general, E. Maggio, Enzyme-Immunoassay (1980) (CRC
Press, Inc., Boca Raton, Fla.); véase también, por ejemplo, la patente de EEUU n.° 4.727.022 (Skold et al., “Methods
for Modulating Ligand-Receptor Interactions and their Application”); la patente de EEUU n.° 4.659.678 (Forrest et al.,
“Immunoassay of Antigens”); la patente de EEUU n.° 4.376.110 (David et al, “Immunometric Assays Using
Monoclonal Antibodies”). Las condiciones adecuadas para la formacion de complejos de reactivo-anticuerpo son
muy conocidas por los expertos en la técnica. Véase id. Los anticuerpos monoclonales especificos del polipéptido de
fusion de SLC34A2-ROS pueden emplearse en un ensayo de “dos sitios” o “sandwich”, con una Unica linea celular
de hibridoma como fuente para el anticuerpo monoclonal marcado y el anticuerpo monoclonal unido. Estos ensayos
se describen en la patente de EEUU n.° 4.376.110. La concentracion del reactivo detectable debe ser suficiente para
que la unioén del polipéptido de fusién de SLC34A2-R0OS sea detectable, comparado con el fondo.

Los anticuerpos utiles en la practica de los métodos descritos en la presente pueden conjugarse con un soporte
soélido adecuado para un ensayo de diagndstico (por ejemplo, esferas, placas, portaobjetos o pocillos formados por
materiales tales como latex o poliestireno) segun técnicas conocidas, tales como la precipitacion. De forma similar,
los anticuerpos u otros reactivos de union al polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS pueden conjugarse con grupos
detectables, tales como radiomarcadores (por ejemplo, 358, 125I, 131I), marcadores enzimaticos (por ejemplo,
peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina), y marcadores fluorescentes (por ejemplo, fluoresceina) segun técnicas
conocidas.

Los ensayos basados en células, tales como la citometria de flujo (FC), la inmunohistoquimica (IHC) o la
inmunofluorescencia (IF) son particularmente deseables en la practica de los métodos de la invencion, puesto que
dichos formatos de ensayo son adecuados desde el punto de vista clinico, permiten la deteccion de la expresion del
polipéptido de ROS mutante in vivo, y evitan el riesgo de cambios accidentales en la actividad que resulten de la
manipulacién de células obtenidas, por ejemplo, de una muestra de tumor para obtener extractos. Por consiguiente,
en alguna realizacion preferida, los métodos de la invencion se ponen en practica en un formato de ensayo de
citometria de flujo (FC), inmunohistoquimica (IHC) o inmunofluorescencia (IF).

La citometria de flujo (FC) puede emplearse para determinar la expresion de un polipéptido de ROS mutante en un
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tumor de mamifero antes, durante y después del tratamiento con un farmaco dirigido a la inhibicion de la actividad
ROS quinasa. Por ejemplo, pueden analizarse células tumorales procedentes de un aspirado con una aguja fina
mediante citometria de flujo para la expresion y/o activacion del polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS, asi como
para marcadores que identifiquen los tipos de células cancerosas, etc., si asi se desea. La citometria de fluijo puede
realizarse segun métodos convencionales. Véase, por ejemplo, Chow et al., Cytometry (Communications in Clinical
Cytometry), 46: 72-78 (2001). Brevemente y como ejemplo, puede emplearse el siguiente protocolo para el analisis
citométrico: fijacién de las células con paraformaldehido al 2% durante 10 minutos a 37 °C, seguido de
permeabilizaciéon en metanol al 90% durante 30 minutos en hielo. Las células después pueden tefiirse con el
anticuerpo especifico del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS primario, lavarse y marcarse con un anticuerpo
secundario marcado con fluorescencia. Las células después se analizaran en un citémetro de flujo (por ejemplo, un
Beckman Coulter FC500) segun los protocolos especificos del instrumento empleado. Este analisis identificara el
nivel del polipéptido de fusidon de SLC34A2-ROS expresado en el tumor. Analisis similares después del tratamiento
del tumor con un producto terapéutico que inhibe a ROS revelaran el grado de respuesta de un tumor que expresa el
polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS frente al inhibidor de ROS quinasa dirigido.

La tincion inmunohistoquimica (IHC) también puede emplearse para determinar el estado de expresion y/o
activacion de un polipéptido de ROS quinasa mutante en un cancer de mamifero (por ejemplo, NSCLC) antes,
durante y después de un tratamiento con un farmaco dirigido a inhibir la acividad ROS quinasa. La tincién IHC puede
realizarse segun técnicas muy conocidas. Véase, por ejemplo, ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, capitulo
10, Harlow y Lane eds., Cold Spring Harbor Laboratory (1988). Brevemente y como ejemplo, se prepara un tejido
embebido en parafina (por ejemplo, un tejido tumoral procedente de una biopsia) para la tincién inmunohistoquimica
desparafinando secciones de tejido con xileno, seguido de etanol; hidratando en agua y después en PBS;
exponiendo el antigeno mediante el calentamiento del portaobjetos en tampén citrato de sodio; incubando las
secciones en perdxido de hidrogeno; bloqueando en una disolucion de bloqueo; incubando el portaobjetos en un
anticuerpo primario anti-polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS y anticuerpo secundario; y, por ultimo, detectando
mediante el empleo de un método de biotina/avidina ABC segun las instrucciones del fabricante.

Los ensayos de inmunofluorescencia (IF) también pueden emplearse para determinar el estado de expresion y/o
activacion de un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS en un cancer de mamifero antes, durante y después de un
tratamiento con un farmaco dirigido a inhibir la acividad ROS quinasa. Los ensayos de IF pueden realizarse segun
técnicas muy conocidas. Véase, por ejemplo, J. M. Polak y S. Van Noorden (1997), INTRODUCTION TO
IMMUNOCYTOCHEMISTRY, 22 ed., ROYAL MICROSCOPY SOCIETY MICROSCOPY HANDBOOK 37,
BioScientific/Springer-Verlag. Brevemente y como ejemplo, las muestras del paciente pueden fijarse en
paraformaldehido, seguido de metanol, bloquearse con una disolucion de bloqueo, tal como suero de caballo,
incubarse con el anticuerpo primario contra el polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS, seguido de un anticuerpo
secundario marcado con un tinte fluorescente, tal como Alexa 488, y analizarse con un microscopio de
epifluorescencia.

Los anticuerpos empleados en los ensayos descritos anteriormente pueden conjugarse de modo ventajoso con
tintes fluorescentes (por ejemplo, Alexa 488, PE) u otros marcadores, tales como puntos cuanticos, para su uso en
analisis mlutiparamétricos, junto con otros anticuerpos de transduccion de sefiales (EGFR, fosfo-AKT, fosfo-Erk 1/2)
y/o de marcador celular (citoqueratina).

Una diversidad de otros protocolos, que incluyen el ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA),
radioinmunoensayo (RIA) y clasificacion de células activada por fluorescencia (FACS), para medir los polipéptidos
de ROS quinasa mutantes, son conocidos en la técnica y proporcionan una base para diagnosticar unos niveles
alterados o andmalos de la expresion del polipéptido de fusiéon de SLC34A2-R0OS. Se establecen unos valores
normales o patrén para la expresion del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS combinando los fluidos corporales o
extractos celulares obtenidos de sujetos mamiferos normales, preferiblemente seres humanos, con un anticuerpo
contra el polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS bajo condiciones adecuadas para la formacién de complejos. La
cantidad de formacion de complejo de patréon puede cuantificarse mediante diversos métodos, pero preferiblemente
por medios fotométricos. Las cantidades del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS expresadas en un sujeto, el
control y las muestras de la enfermedad procedentes de los tejidos de biopsia se comparan con los valores patron.
La desviacion entre los valores patrén y del sujeto establece los parametros para diagnosticar la enfermedad.

Ensayos de péptidos y nucledtidos

De modo similar, pueden prepararse péptidos AQUA para la deteccion/cuantificacion del polipéptido de ROS
mutante expresado en una muestra biolégica que comprende células de un tumor y utilizarse en ensayos AQUA
convencionales, segun se describe en detalle en la anterior seccion E. Por consiguiente, en algunas realizaciones
preferidas de los métodos de la descripcion, el reactivo especifico del polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS
comprende un fosfopéptido marcado con un is6topo pesado (péptido AQUA) que se corresponde con una secuencia
peptidica que comprende la zona de union de la fusién del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS, segun se
descibié anteriormente en la seccion E.

Los reactivos especificos del polipéptido de ROS quinasa mutante Utiles para practicar los método de la invencion
también pueden ser sondas de ARNm, de oligonucleotidos o de ADN que se pueden hibridar directamente y detectar
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los transcritos de expresion del polipéptido de fusion o truncado en una muestra biolégica. Estas sondas se analizan
en detalle en la anterior seccion B. Brevemente y como ejemplo, muestras de un paciente fijadas con formaldehido y
embebidas en parafina pueden sondarse con una sonda de ARN marcada con fluoresceina, seguido de unos
lavados con formamida, SSC y PBS, y un analisis con un microscopio de fluorescencia.

Los polinucleétidos que codifican un polipéptido de ROS quinasa mutante también pueden utilizarse con fines de
diagnéstico. Los polinucledétidos que pueden utilizarse incluyen secuencias de oligonucleétidos, moléculas de ADN y
ARN antisentido y PNA. Los polinucleétidos pueden emplearse para detectar y cuantificar la expresion génica en
tejidos de biopsia en los que la expresion de un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS o un polipéptido de ROS
truncado puede correlacionarse con una enfermedad. El ensayo de diagndstico puede empelarse para distinguir
entre la ausencia, la presencia y un exceso de expresion del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS, y para
controlar la regulacion de los niveles del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS durante una intervencion
terapéutica.

En una realizacion preferida, la hibridaciéon con sondas de PCR que son capaces de detectar secuencias de
polinucledtidos, que incluyen secuencia genémicas, que codifican el polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS o el
polipéptido de ROS quinasa truncado, o moléculas muy relacionadas, puede utilizarse para identificar secuencias de
acidos nucleicos que codifican un polipéptido de ROS mutante. La construcciéon y el uso de dichas sondas se
describe en la anterior seccion B. La especificidad de la sonda, tanto si se produce a partir de una regiéon muy
especifica, por ejemplo, 10 nucléotidos exclusivos en la zona de union de la fusiéon, o de una regién menos
especifica, por ejemplo, la region codificadora 3’, y la rigurosidad de la hibridacion o la amplificacion (maxima, alta,
intermedia o baja) determinara si la sonda identifica solo a las secuencias que aparecen en naturaleza que codifican
el polipéptido de ROS quinasa mutante, los alelos o secuencias relacionadas.

Las sondas también pueden emplearse para la deteccion de secuencias relacionadas, y deberian contener
preferiblemente al menos 50% de los nucledtidos de cualquiera de las secuencias codificadores del polipéptido de
ROS mutante. Las sondas de hibridacion de la presente invencion pueden ser ADN o ARN y pueden derivarse de
las secuencias de nucleotidos de SEQ ID NO:2 o 4, y lo mas preferiblemente incluyen la zona de unién de la fusién
(véase la figura 7, panel inferior), o derivarse de una secuencia gendémica que incluya un promotor, elementos
potenciadores e intrones de los polipéptidos SLC34A2 y ROS naturales, como se describe mas a fondo en la
anterior seccion B.

El polinucledtido de fusion de SLC34A2-ROS o el polinucleétido de ROS truncado puede utilizarse en analisis de la
transferencia Southern o Northern, transferencias por puntos, u otras tecnologias basadas en membranas; en
tecnologias de PCR; o en ensayos de bastones de inmersion, espigas, ELISA o de chip empleando fluidos o tejidos
procedentes de biopsias de pacientes para detectar una expresion alterada del polipéptido de ROS quinasa mutante.
Estos métodos cualitativos o cuantitativos son muy conocidos en la técnica. En un aspecto concreto, las secuencias
de nucleétidos que codifican el polipéptido de ROS mutante pueden ser Utiles en ensayos que detectan la activacion
o la induccién de diversos canceres, incluyendo canceres de pulmén, que incluye NSCLC. Los polinucledtidos de
ROS mutante pueden marcarse por métodos convencionales, y afiadirse a una muestra de fluido o tejido procedente
de un paciente bajo condiciones adecuadas para la formacion de complejos de hibridacion. Después de un periodo
de incubacion adecuado, la muestra le lava y se cuantifica la sefial y se compara con un valor patrén. Si la cantidad
de sefial en la muestra procedente de biopsia o extraida esta significativamente alterada con respecto a la de una
muestra control comparable, esto indica que las secuencias de nucleétidos se han hibridado con las secuencias de
nucledtidos en la muestra, y la presencia de unos niveles alterados de secuencias de nucleétidos que codifican el
polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS o el polipéptido de ROS quinasa truncado en la muestra indica la presencia
de la enfermedad asociada. Estos ensayos también se pueden utilizar para evaluar la eficacia de un régimen de
tratamiento terapéutico concreto en estudios animales, en ensayos clinicos, o en el control deel tratamiento de un
paciente individual.

Para proporcionar una base para el diagndstico de una enfermedad caracterizada por la expresion de un polipéptido
de ROS mutante, se establece un perfil normal o patrén para la expresion. Esto puede lograrse combinando fluidos
corporales o extractos de células obtenidos de sujetos normales, tanto animales como humanos, con una secuencia,
o con uno de sus fragmentos, que codifica el polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS o el polipéptido de ROS
quinasa truncado, bajo condiciones adecuadas para la hibridacion o la amplificacién. La hibridacion patréon puede
cuantificarse comparando los valores obtenidos de sujetos normales con los obtenidos en un experimento en el que
se emplea una cantidad conocida de un polinucleétido sustancialmente purificado. Los valores patrén obtenidos a
partir de muestras normales pueden compararse con los valores obtenidos de muestras procedentes de pacientes
que son sintomaticos para la enfermedad. La desviacion entre los valores patron y del sujeto se emplea para
establecer la presencia de la enfermedad.

Tras haber establecido la enfermedad e iniciarse un protocolo de tratamiento, los ensayos de hibridacién pueden
repetirse de manera regular para evaluar si el nivel de expresion en el paciente empieza a aproximarse al observado
en un paciente normal. Los resultados obtenidos de los ensayos sucesivos pueden emplearse para demostrar la
eficacia del tratamiento a lo largo de un periodo que varia de varios dias a meses.

Otros usos de diagndstico de los polinucleétidos de ROS mutante de la invencién pueden implicar el uso de la
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reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), otro formato de ensayo preferido que es habitual entre los expertos en
la técnica. Véase, por ejemplo, MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL, 22 edicién, Sambrook, J.,
Fritsch, E. F. y Maniatis, T., eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989). Los
oligémeros de la PCR pueden sintetizarse de modo quimico, generarse de modo enzimatico, o producirse a partir de
una fuente recombinante. Los oligdmeros preferiblemente consistiran en dos secuencias de nucledtidos, una con la
orientacion sentido (5’ a 3’) y otra con la orientacion antisentido (3’ a 5’), y emplearse bajo condiciones optimizadas
para la identificacion de un gen o trastorno especifico. Pueden emplearse los mismos dos oligdmeros, conjuntos
anidados de oligébmeros, o incluso un agrupamiento degenerado de oligémeros bajo condiciones menos rigurosas
para la deteccion y/o la cuantificacion de secuencias de ADN o ARN muy relacionadas.

Los métodos que también pueden emplearse para cuantificar la expresion del polipéptido de fusion de SLC34A2-
ROS o el polipéptido de ROS quinasa truncado incluyen el radiomarcaje o la biotinilacion de nucleétidos, la
coamplificacion de un acido nucleico control, y las curvas patrén en las cuales se interpolan los resultados
experimentales (Melby et al., J. Immunol. Methods, 159: 235-244 (1993); Duplaa et al., Anal. Biochem., 229-236
(1993)). La velocidad de la cuantificacion de multiples muestras puede acelerarse realizando el ensyao en un
formato ELISA en el que el oligbmero de interés se presenta en diversas diluciones, y una respuesta
espectrofotométrica o colorimétrica produce una cuantificacion rapida.

En otra realizacién de la invencion, los polinucléotidos de ROS mutantes de la invenciéon pueden emplearse para
generar sondas de hibridaciéon que son utiles para el cartografiado de la secuencia gendmica natural. Las
secuencias pueden cartografiarse en un cromosoma concreto o en una region especifica del cromosoma empleando
técnicas muy conocidas. Estas técnicas incluyen la hibridacion in situ de fluorescencia (FISH), FACS, o
construcciones de cromosomas artificiales, tales como cromosomas artificiales de levadura, cromosomas artificiales
bacterianos, construcciones P1 bacterianas, o bancos de ADNc de cromosomos individuales, tal como se indica en
Price, C. M., Blood Rev., 7: 127-134 (1993), y Trask, B. J., Trends Genet., 7: 149-154 (1991).

En una realizacion preferida, se emplea FISH (tal como se describe en Verma et al., HUMAN CHROMOSOMES: A
MANUAL OF BASIC TECHNIQUES, Pergamon Press, Nueva York, N.Y. (1988)) y puede correlacionarse con otras
técnicas de cartografiado de cromosomas fisicas y datos de mapas genéticos. Pueden encontrarse ejemplos de
datos de mapas genéticos en the 1994 Genome Issue of Science (265: 1981f). La correlacion entre la localizacion
del gen que codifica el polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS o el polipéptido de ROS truncado sobre un mapa
cromosomico fisico y una enfermedad especifica, o predisposicion a una enfermedad especifica, puede ayudar a
delimitar la region del ADN asociada con esa enfermedad genética. Las secuencias de nucleétidos de la presente
invencion pueden emplearse para detectar diferencias en las secuencias génicas entre individuos normales,
portadores o afectados.

Puede emplearse la hibridacion in situ de preparaciones cromosémicas y técnicas de cartografiado fisico, tales como
analisis de vinculacién que emplean marcadores cromosomicos establecidos, para extender mapas genéticos. A
menudo, la colocacién de un gen sobre el cromosoma de otra especie de mamifero, tal como un ratén, puede
revelar marcadores asociados, incluso si no se conoce el nimero o brazo de un cromosoma humano concreto.
Pueden asignarse nuevas secuencias a los brazos cromosomicos, o a sus partes, mediante cartografiado fisico.
Esto proporciona informacién valiosa a los investigadores que buscan genes de enfermedades empleando la
clonaciéon posicional u otras técnicas de descubrimiento de genes. Tras haber localizado de forma general la
enfermedad o el sindrome mediante vinculaciéon genética con una regidon gendémica concreta, por ejemplo, AT con
11922-23 (Gatti et al., Nature, 336: 577-580 (1988)), cualquier secuencia cartografiada en esa area puede
representar genes asociados o reguladores para la posterior investigacion. La secuencia de nucleétidos de la
presente invencion también puede emplearse para detectar diferencias en la localizaciéon cromosémica debidas a la
translocacion, inversion, etc., entre individuos normales, portadores o afectados.

Muestras bioldgicas

Las muestras bioldgicas utiles en la practica de los métodos de la descripcion pueden obtenerse a partir de cualquier
mamifero en el que un cancer que se caracteriza por la presencia de un polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS
esta o pueda estar presente o en desarrollo. En una realizacion, el mamifero es un ser humano, y el ser humano
puede ser un candidato para emplear un producto terapéutico que inhibe a ROS, para el tratamiento de un cancer de
pulmén, por ejemplo, NSCLC. El candidato humano puede ser un paciente que esta siendo tratado en la actualidad,
0 que se considere para un tratamiento con un inhibidor de ROS quinasa. En otra realizacién, el mamifero es un
animal grande, tal como un caballo o una vaca, mientras que en otras realizaciones el mamifero es un animal
pequerio, tal como un perro o un gato, de los cuales se sabe que todos pueden desarrollar canceres, incluyendo
canceres de pulmon.

Cualquier muestra biolégica que comprenda células (o extractos de células) procedentes de un cancer de mamifero
es adecuada para su uso en los métodos de la invencion. En una realizacién, la muestra biolégica comprende
células obtenidas a partir de una biopsia de tumor. La biopsia puede obtenerse, segun las técnicas clinicas
convencionales, a partir de tumores primarios que aparezcan en el érgano de un mamifero, o de tumores
secundarios que han metastatizado hacia otros tejidos. En otra realizacion, la muestra biolégica comprende células
obtenidas a partir de un aspirado con una aguja fina extraidas de un tumor, y las técnicas para obtener estos
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aspirados son muy conocidas en la técnica (véase Cristallini et al., Acta Cytol., 36(3): 416-422 (1992)).

La muestra bioldgica también puede comprender células obtenidas a partir de una efusién, tal como una efusion
pleural. Se sabe que, en muchos pacientes con cancer de pulmoén avanzado (que incluye NSCLC), se forman
efusiones pleurales (el liquido que se forma fuera del pulmén en la cavidad toracica y que contiene células
cancerosas), y la presencia de dicha efusion es predictiva de un resultado malo y un tiempo de supervivencia corto.
Se han descrito técnicas convencionales para obtenier muestras de efusion pleural y estas son muy conocidas en la
técnica (véase Sahn, Clin Chest Med., 3(2): 443-452 (1982)). Las células tumorales en la circulacion también pueden
obtenerse a partir del suero empleando marcadores tumorales, marcadores de proteina de citoqueratina u otros
métodos de seleccion negativa, segun se ha descrito (véase Ma et al., Anticancer Res., 23(1A): 49-62 (2003)). Las
muestras de suero y de médula 6sea pueden ser particularmente preferidas en pacientes con leucemia. Se ha
observado la expresion aberrante de ROS en un glioblastoma. Véase Charest et al., supra.

Una muestra biolégica puede comprender células (o extractos de células) procedentes de un cancer en el que un
polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS o un polipéptido de ROS quinasa truncado se expresa y/o se activa, pero no
una ROS quinasa de tipo salvaje. Como alternativa, la muestra puede comprender células procedentes de un cancer
en el que un polipéptido de ROS mutante y una ROS quinasa de tipo salvaje se expresan y/o se activan, o en el que
una ROS quinasa de tipo salvaje y/o SLC34A2 se expresan y/o activan, pero no un polipéptido de ROS mutante.

Pueden prepararse extractos celulares de las anteriores muestras bioldgicas, brutas o parcial (o totalmente)
purificadas, segun técnicas convencionales, y emplearse en los métodos de la descripcion. Como alternativa,
pueden utilizarse muestras bioldégicas que comprenden células completas en formatos de ensayo preferidos, tales
como ensayos de inmunohistoquimica (IHC), citometria de flujo (FC), y de inmunofluorescencia (IF), tal como se
describi6 mas a fondo anteriormente. Estos ensayos de células enteras son ventajosos porque minimizan la
manipulacion de la muestra de células tumorales y, asi, reducen los riesgos de alterar el estado de
sefializacién/activacion in vivo de las células y/o introducir sefiales accidentales. Los ensayos de células completas
también son ventajosos porque caracterizan la expresion y la sefalizacion solo en células tumorales, en lugar de
una mezcla de células tumorales y normales.

En la practica del método descrito para determinar si un compuesto inhibe el avance de un tumor caracterizado por
un polipéptido de fusion y/o de translocacion de SLC34A2-ROS, también pueden emplearse de forma ventajosa
muestras bioldégicas que comprenden células de xenoinjertos de mamifero (o transplantes de médula ésea). Los
xenoinjertos preferidos (o los receptores de transplantes) son mamiferos pequefios, tales como ratones, que portan
tumores humanos (o leucemias) que expresan un polipéptido de ROS quinasa mutante. Los xenoinjertos que portan
tumores humanos son muy conocidos en la técnica (véase Kal, Cancer Treat Res., 72: 155-169 (1995)), y la
produccion de xenoinjertos de mamiferos que portan tumores humanos ha sido bien descrita (véase Winograd et al.,
In Vivo, 1(1): 1-13 (1987)). De forma similar, la generacion y el uso de modelos de transplante de médula dsea ha
sido bien descrito (véase, por ejemplo, Schwaller, et al., EMBO J., 17: 5321-333 (1998); Kelly et al., Blood, 99: 310-
318 (2002)). Un “cancer caracterizado por” un polipéptido de fusién y/o de translocacion de SLC34A2-ROS significa
un cancer en el que dicho polipéptido expresado y/o gen de ROS mutante esta presente, comparado con un cancer
en el que dicho polipéptido de fusion y/o de translocacion no esta presente.

Para evaluar la presencia del polinucléotido de ROS mutante o la expresion del polipéptido en una muestra biolégica
que comprende células procedentes de un tumor de cancer de mamifero, puede emplearse de modo deseable una
muestra control que representa una célula en la que dicha proteina de fusion y/o translocacion no aparece, para
fines comparativos. De modo ideal, la muestra control comprende células de un subconjunto del cancer concreto
(por ejemplo, NSCLC) que es representativo del subconjunto en el que no aparece la mutacién (por ejemplo,
translocacion de SLC34A2-ROS) y/o el polipéptido de fusidon no se expresa. Asi, la comparacion del nivel en la
muestra control frente a la muestra biolégica de ensayo indica si el polipéptido y/o el polinucléotido mutante estan
presentes. Como alternativa, puesto que el polipéptido y/o el polinucléotido de fusién de SLC34A2-ROS puede no
estar presente en la mayoria de los canceres, cualquier tejido que, de forma similar, no expresa el polipéptido de
ROS mutante (o no porta el polinucleétido mutante) puede emplearse como control.

Los métodos descritos a continuacion tienen una utilidad diagnostica valiosa para canceres que se caracterizan por
un polinucleétido y/o un polipéptido de ROS mutante, y para las decisiones de tratamiento que los conciernen. Por
ejemplo, pueden obtenerse muestras biolégicas de un sujeto que no ha sido previamente diagnosticado con un
cancer que se caracteriza por un polipéptido de fusién y/o de translocacion de SLC34A2-ROS, ni que se haya
sometido aun a un tratamiento para dicho cancer, y el método se emplea para determinar diagndsticamente que un
tumor en dicho sujeto pertenece a un subconjunto de tumores (por ejemplo, tumores NSCLC) en los que un
polinucledtido y/o un polipéptido de ROS mutante esta presente/se expresa.

Como alternativa, una muestra bioldgica puede obtenerse de un sujeto que ha sido diagnosticado con un cancer
dirigido por un tipo de quinasa, tal como EFGR, y que ha estado recibiendo terapia, tal como una terapia con un
inhibidor de EGFR (por ejemplo, Tarceva™, Iressa™), para el tratamiento de dicho cancer, y el método de la
descripcion se emplea para determinar si el tumor del sujeto también se caracteriza por un polipéptido de fusion y/o
de translocacion de SLC34A2-ROS vy, por tanto, es probable que responda completamente a la terapia existente y/o
si resulta deseable o puede garantizarse una terapia de inhibicion de la ROS quinasa alternativa o adicional. Los
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métodos de la descripcion también pueden emplearse para controlar el avance o la inhibicion de un cancer que
expresa un polipéptido de ROS mutante después del tratamiento del sujeto con una composicién que comprende un
producto terapéutico o una combinacion de productos terapéuticos que inhiben la ROS quinasa.

Este ensayo de diagndstico puede realizarse después o antes de los procedimientos de la evaluacion preliminar o de
vigilancia quirurgica. El método de identificacion de la descripcon puede emplearse de modo ventajoso como un
diagnéstico para identificar pacientes que tienen un cancer, tal como NSCLC, dirigido por la proteina de fusion de
SLC34A2-R0OS, para saber cuales son los pacientes es mas probable que respondan a productos terapéuticos
dirigidos a la inhibicion de la actividad ROS quinasa. La capacidad para seleccionar dichos pacientes también sera
util en la evaluacion clinica de la eficacia de futuros productos terapéuticos dirigidos a ROS, asi como en la
prescripcion futura de dichos farmacos a pacientes.

Diagnésticos

La capacidad para identificar selectivamente canceres en los que un polipéptido de fusion y/o de translocacion de
SLC34A2-ROS esta presente permite desarrollar nuevos métodos importantes para la identificacién precisa de
dichos tumores para fines de diagndstico, asi como obtener informacién util para determinar si es probable que un
tumor responda a una composicién terapéutica inhibidora de ROS, o si es probable que no responda parcial o
totalmente a un inhibidor que se dirija a una quinasa diferentes cuando se administra como agente Unico para el
tratamiento del cancer.

Por consiguiente, en una realizacion, la descripcion proporciona un método para detectar la presencia de un
polinucleodtido y/o un polipéptido de ROS mutante de la invencién en una muestra biolégica obtenida de un paciente
que tiene cancer, comprendiendo dicho método la etapa de utilizar al menos un reactivo que detecta un
polinucleétido o un polipéptido de ROS mutante de la invencién para determinar si un un polinucleétido y/o un
polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS esta presente en la muestra bioldgica.

En algunos ejemplos, el cancer es un cancer de pulmon, tal como un carcinoma pulmonar no microcitico (NSCLC).
En otro ejemplo, la presencia de un polipéptido de ROS quinasa mutante identifica un cancer que es probable que
responda a una composicién que comprende al menos un producto terapéutico que inhibe la ROS quinasa.

En algunas realizaciones preferidas, los métodos de diagndstico de la invencion se ponen en practica en un formato
de ensayo de citometria de flujo (FC), de inmunohistoquimica (IHC), o de inmunofluorescencia (IF). En otra
realizacion preferida, se detecta la actividad del polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS. En otras realizaciones
preferidas, los métodos de diagndstico se ponen en practica en un formato de ensayo de hibridacion in situ de
fluorescencia (FISH) o de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La invencién proporciona también un método para determinar si un compuesto inhibe el avance de un cancer que se
caracteriza por un polinucleétido o un polipéptido de fusién de SLC34A2-R0OS, comprendiendo dicho método la
etapa de determinar si dicho compuesto inhibe la expresion y/o la actividad de dicha fusion de SLC34A2-ROS en
dicho cancer. En una realizacién preferida, la inhibicion de la expresion y/o la actividad del polipéptido de fusion de
SLC34A2-ROS se determina empleando al menos un reactivo que detecta un polinucléotido o un polipéptido de
fusion de SLC34A2-ROS de la invencion. Los compuestos adecuados para la inhibicién de la actividad ROS quinasa
se analizan con mas detalle en la siguiente seccién G.

En las anteriores secciones B y D se describen con mas detalles los reactivos especificos de polipéptidos y sondas
de polinucleétidos de ROS mutante utiles en la practica de los métodos de la descripcion. En un ejemplo, el reactivo
especifico del polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS comprende un anticuerpo especifico del polipéptido de fusién.
En otro ejemplo, el reactivo especifico del polipéptido de fusion comprende un fosfopéptido marcado con un isétopo
pesado (péptido AQUA) que se corresponde con la zona de unién de la fusion del polipéptido de fusion de
SLC34A2-ROS (véase la figura 7 (panel inferior)).

Los métodos de la invencién descritos anteriormente también pueden comprender opcionalmente la etapa de
determinar el nivel de expresion o de activacion de otras quinasas, tales como EGFR y ROS de tipo salvaje, u otras
moléculas de sefalizacion corriente abajo en dicha muestra bioldégica. La determinacion del perfil de
expresion/activacion del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS y de expresion/activacion de otras quinasas y vias
en una muestra biolégica concreta puede proporcionar informacién valiosa acerca de cuales son las quinasas y las
vias que dirigen la enfermedad, y de cual es el régimen terapéutico que, por tanto, es mas probable que sea el mas
beneficioso.

Seleccién de compuestos

El descubrimiento de los nuevos polipéptidos de fusion de SLC34A2-ROS descritos en la presente también permite

el desarrollo de nuevos compuestos que inhiben la actividad de estas proteinas mutantes, en particular su actividad

ROS quinasa. Por consiguiente, la invencion también proporciona, en parte, un método para determinar si un

compuesto inhibe el avance de un cancer que se caracteriza por un polipéptido y/o un polinucleétido de fusion de

SLC34A2-R0OS, comprendiendo dicho método la etapa de determinar si dicho compuesto inhibe la expresion y/o la

actividad de dicho polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS en dicho cancer. En una realizacién preferida, la
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inhibicién de la expresion y/o la actividad del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS se determina empleando al
menos un reactivo que detecte un polinucleétido de ROS mutante y/o un polipéptido de ROS mutante de la
invencion. Los reactivos de la invencion preferidos se han descrito anteriormente. Los compuestos adecuados para
la inhibicién de la actividad ROS quinasa se describen con mas detalle en la siguiente seccion G.

El compuesto puede ser, por ejemplo, un inhibidor de quinasas, tal como un inhibidor de molécula pequefa o de
anticuerpo. Puede ser un inhibidor de pan-quinasas con actividad contra varias quinasas diferentes, o un inhibidor
especifico de quinasa. Los compuestos que inhiben la ROS quinasa se analizan con mas detalle en la siguiente
seccion G. Las muestras biologicas de los pacientes pueden tomarse antes y después del tratamiento con el
inhibidor y después analizarse, empleando los métodos descritos anteriormente, para el efecto bioldgico del inhibidor
sobre la actividad ROS quinas, que incluyen la fosforilacion de la proteina sustrato corriente abajo. Este ensayo
farmacodinamico puede ser Util para determinar la dosis bioldgicamente activa del farmaco que puede ser preferible
hasta una dosis maxima tolerable. Esta informacién también seria util en propuestas para la aprobacién de farmacos
mediante la demostracion del mecanismo de acciéon del farmaco. La identificacion de compuestos con esas
caracteristicas inhibidoras deseadas se describe con mas detalle en la siguiente seccion G.

G. Inhibicién terapéutica de canceres

Segun la presente invencion, ahora se ha demostrado que el polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS aparece en al
menos un subgrupo de NSCLC humano. Por consiguiente, el avance de un cancer de mamifero (por ejemplo,
NSCLC), en el que se expresa la proteina de fusion de SLC34A2-ROS, puede ser inhibido in vivo mediante la
inhibicién de la actividad de ROS quinasa en dicho cancer. La actividad ROS en canceres que se caracterizan por la
expresion de una ROS quinasa mutante puede ser inhibida poniendo en contacto el cancer (por ejemplo, un tumor)
con un producto terapéutico inhibidor de la ROS quinasa. Por consiguiente, la invencion proporciona, en parte, un
método para inhibir el avance de un cancer que expresa el polipéptido de fusién de SLC34A2-ROS mediante la
inhibicion de la expresion y/o la actividad de una ROS quinasa en el cancer.

Un producto terapéutico inhibidor de la ROS quinasa puede tener cualquier composicién que comprenda al menos
un compuesto, biolégico o quimico, que inhiba, directa o indirectamente, la expresion y/o la actividad de la ROS
quinasa in vivo, que incluye los ejemplos de clases de compuestos descritos a continuacion. Esto compuestos
incluyen productos terapéuticos que actian directamente sobre la propia ROS quinasa, o sobre proteinas o
moléculas que modifican la actividad de ROS, o que actian indirectamente inhibiendo la expresién de ROS. Estas
composiciones también incluyen composiciones que comprenden solo un Unico compuesto inhibidor de ROS
quinasa, asi como composiciones que comprenden multiples productos terapéuticos (que incluyen productos contra
otras RTK), que también pueden incluir un agente terapéutico no especifico, tal como un agente quimioterapéutico o
un inhibidor de la transcripcion en general.

Inhibidores de molécula pequefia

En algunas realizaciones preferidas, un producto terapéutico inhibidor de ROS util en la practica de los métodos de
la descripcion es un inhibidor de molécula pequefia dirigido. Los inhibidores de molécula pequefia dirigidos son una
clase de moléculas que generalmente inhiben la actividad de su enzima diana mediante la union especifica, y a
menudo irreversible, al sitio catalitico de la enzima y/o la unién a un surco de unién a ATP u otro sitio de union
dentro de la enzima que evita que la enzima adopte una conformacién necesaria para su actividad. Un ejemplo de
inhibidor de quinasa dirigido de molécula pequefia es Gleevec® (Imatinib, STI-571), que inhibe a CSF1R y BCR-
ABL, y sus propiedades han sido bien descritas. Véase Dewar et al., Blood, 105(8): 3127-3132 (2005).

Los inhibidores de molécula pequefia pueden disefiarse racionalmente empleando la formacion de modelos
cristalograficos de rayos X o informaticos de la estructura tridimensional de la ROS quinasa, o pueden descubrirse
mediante la seleccion de alta capacidad de procesamiento de bancos de compuestos para la inhibiciéon de ROS.
Estos métodos son muy conocidos en el técnica y han sido descritos. La especificidad de la inhibicion de ROS
puede confirmarse, por ejemplo, estudiando la capacidad de dicho compuesto para inhibir la actividad ROS, pero no
otra actividad quinasa, en un panel de quinasas y/o estudiando la inhibiciéon de la actividad ROS en una muestra
biolégica que comprenda células tumorales de NSCLC, segun se describié anteriormente. Estos métodos de
seleccion se describen mas a fondo a continuacion.

Inhibidores de anticuerpos

Los productos terapéuticos que inhiben a ROS quinasa Utiles en los métodos de la invencién también pueden ser
anticuerpos dirigidos que se unen especificamente a sitios de unién o cataliticos criticos o a dominios requeridos
para la actividad ROS e inhiben a la quinasa bloqueando el acceso de ligandos, sustratos o moléculas secundarias a
a y/o evitando que la enzima adopte una conformacién necesaria para su actividad. La produccion, la seleccion y el
uso terapéutico de anticuerpos humanizados especificos de la diana ha sido bien descrito. Véase Merluzzi et al., Adv
Clin Path., 4(2): 77-85 (2000). Estan disponibles sistemas y tecnologias comerciales, tales como Morphosys, Inc.'s
Human Combinatorial Antibody Library (HUCAL®), para la seleccién y generacion de alta capacidad de
procesamiento de anticuerpos humanizados inhibidores especificos de la diana.

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2539830 T3

Se ha descrito la produccion de diversos anticuerpos dirigidos anti-receptor de quinasas y su uso para la inhibicion
de la actividad del receptor diana. Véase, por ejemplo, la publicacion de patente de EEUU n.° 20040202655,
“Antibodies to IGF-I Receptor for the Treatment of Cancers,” 14 de octubre de 2004, Morton et al.; la publicacién de
patente de EEUU n.° 20040086503, “Human anti-Epidermal Growth Factor Receptor Single-Chain Antibodies,” Apr.
15, 2004, Raisch et al.; la publicacion de patente de EEUU n.° 20040033543, “Treatment of Renal Carcinoma Using
Antibodies Against the EGFr,” 19 de febrero de 2004, Schwab ef al. En la técnica se conocen métodos
estandarizados para la produccion y el uso de anticuerpos inhibidores de la actividad del receptor de tirosina
quinasa. Véase, por ejemplo, la patente eurpoea n.° EP1423428, “Antibodies that Block Receptor Tyrosine Kinase
Activation, Methods of Screening for and Uses Thereof,” 2 de junio de 2004, Borges et al.

También pueden emplearse estrategias de presentacion de fagos para generar inhibidores de anticuerpos
especificos de ROS, y se proporcionan protocolos para la construccion de bancos de bacteriéfagos y la seleccion de
anticuerpos recombinantes en el texto de referencia muy conocido CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY,
Colligan et al. (eds.), John Wiley & Sons, Inc. (1992-2000), capitulo 17, seccion 17.1. Véase también la patente de
EEUU n.° 6.319.690, 20 de noviembre de 2001, Little et al.; la patente de EEUU n.° 6.300.064, 9 de octubre de 2001,
Knappik et al.; la patente de EEUU n.° 5.840.479, 24 de noviembre de 1998, Little et al.; la publicacién de patente de
EEUU n.° 20030219839, 27 de noviembre de 2003, Bowdish et al.

Puede producirse un banco de fragmentos de anticuerpos presentados sobre la superficie de bacteriéfagos (véase,
por ejemplo, la patente de EEUU n.° 6.300.064, 9 de octubre de 2001, Knappik et al.) y seleccionarse para la unién a
una forma dimérica soluble de un receptor de proteina tirosina quinasa (como ROS). Se identifica un fragmento de
anticuerpo que se une a la forma dimérica soluble de la RTK empleada para la seleccion, como molécula candidata
para bloguear la activacion constitutiva de la RTK diana en una célula, Véase la patente europea n.° EP1423428,
Borges et al., supra.

Los anticuerpos dirigidos a la union de ROS identificados en la seleccién de los bancos de anticuerpos segun se
describié anteriormente después pueden seleccionarse para su capacidad de bloquear la actividad de ROS, en un
ensayo de quinasa in vitro y en tumores y/o lineas celulares in vivo. La inhibicién de ROS puede ser confirmada, por
ejemplo, estudiando la capacidad de dicho producto terapéutico de anticuerpo para inhibir la actividad ROS quinasa,
pero no otra actividad quinasa, en un panel de quinasas y/o estudiando la inhibicion de la actividad ROS en una
muestra bioldégica que comprende células cancerosas, segun se describié anteriormente. Los métodos para
seleccionar estos compuestos para la inhibicion de ROS quinasa se describen mas a fondo a continuacion.

Inhibidores indirectos

Los compuestos inhibidores de ROS utiles en la practica de los métodos descritos también pueden ser compuestos
que inhiben indirectamente la actividad ROS mediante la inhibicién de la actividad de proteinas o moléculas distintas
de la propia ROS quinasa. Estos productos terapéuticos inhibidores pueden ser inhibidores dirigidos que modulan la
actividad de quinasas reguladoras clave que fosforilan o desfosforilan (y, por tanto, activan o desactivan) a la propia
ROS, o que interfieren con la unién de ligandos. Al igual que otros receptores de tirosina quinasa, ROS regula la
sefializacion corriente abajo a través de una red de proteinas adaptadoras y quinasas corriente abajo. Como
resultado, la induccién del crecimiento celular y de la supervivencia por la actividad ROS puede ser inhibida
afectando a estas proteinas de interaccion o corriente abajo.

La actividad ROS quinasa también puede inhibirse indirectamente empleando un compuesto que inhiba la unién de
una molécula activante necesaria por ROS para adoptar su conformacion activa. Por ejemplo, se ha descrito la
produccion y el uso de anticuerpos anti-PDGF. Véase la publicacién de patente de EEUU n.° 20030219839, “Anti-
PDGF Antibodies and Methods for Producing Engineered Antibodies,” Bowdish et al. La inhibicion de la unién del
ligando (PDGF) al receptor directamente infrarregula la actividad del receptor.

Los inhibidores indirectos de la actividad ROS pueden disefiarse racionalmente empleando la formacién de modelos
cristalograficos de rayos X o informaticos de la estructura tridimensional de ROS, o pueden descubrirse mediante la
seleccion de alta capacidad de procesamiento de bancos de compuestos para la inhibicion de enzimas reguladoras
corriente arriba claves y/o las moléculas de unién necesarias, que producen la inhibicion de la actividad ROS
quinasa. Estas estrategias son muy conocidas en el técnica y han sido descritos. La inhibicion de ROS por dichos
productos terapéuticos puede confirmarse, por ejemplo, estudiando la capacidad del compuesto para inhibir la
actividad ROS, pero no ofra actividad quinasa, en un panel de quinasas y/o estudiando la inhibicion de la actividad
ROS en una muestra biolégica que comprende células cancerosas, por ejemplo, células de NSCLC, segun se
describié anteriormente. Estos métodos para identificar compuestos que inhiben a un cancer que se caracteriza por
un polipéptido de fusiéon y/o de translocacion de SLC34A2-ROS y/o un polinucleétido y/o un polipéptido de ROS
truncado, se describen mas a fondo a continuacion.

Inhibidores de la transcripcién y/o antisentido

Los productos terapeuticos para la inhibicion de ROS también pueden comprender compuestos inhibidores de la
transcripcion y/o antisentido que inhiben la actividad ROS quinasa bloqueando la transcripcion del gen que codifica
ROS y/o el gen de fusién de SLC34A2-ROS. La inhibicién de diversas quinasas de receptores, que incluyen VEGFR,
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EGFR, e IGFR, y FGFR, por productos terapéuticos antisentido para el tratamiento del cancer se ha descrito.
Véanse, por ejemplo, las patentes de EEUU n.*® 6.734.017; 6.710.174; 6.617.162; 6.340.674; 5.783.683; 5.610.288.

Pueden disefiarse, construirse y emplearse oligonucledtidos antisentido como agentes terapéuticos contra genes
diana segun técnicas conocidas. Véase, por ejemplo, Cohen, J., Trends in Pharmacol. Sci., 10(11): 435-437 (1989);
Marcus-Sekura, Anal. Biochem., 172: 289-295 (1988); Weintraub, H., Sci. AM., pp. 40-46 (1990); Van Der Krol et al.,
Bio Techniques, 6(10): 958-976 (1988); Skorski et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1994), 91: 4504-4508.
Recientemente se ha descrito la inhibicién del crecimiento del carcinoma humano in vivo empleando un inhibidor de
ARN antisentido de EGFR. Véase la publicaciéon de patente de EEUU n.° 20040047847, “Inhibition of Human
Squamous Cell Carcinoma Growth In vivo by Epidermal Growth Factor Receptor Antisense RNA Transcribed from a
Pol 11l Promoter,” 11 de marzo de 2004, He et al. De forma similar, un producto terapéutico que inhibe a ROS que
comprende al menos un oligonucleétido antisentido contra un gen ROS de mamifero (véase la figura 4 (SEQ ID
NO:8) o el polinucledtido de fusién de SLC34A2-ROS o el polinucleétido de ROS truncado (véase la figura 2 (SEQ
ID NO:2 o 4) o truncado puede prepararse segun los métodos descritos anteriormente. Las composiciones
farmacéuticas que comprenden compuestos antisentido inhibidores de ROS pueden prepararse y administrarse
como se describe mas a fondo a continuacion.

ARN de interferencia pequeno

También pueden emplearse de forma deseable composiciones de moléculas de ARN de interferencia pequefio
(ARNIip), que inhiben la traduccién y, por tanto, la actividad, de ROS a través del proceso de la interferencia de ARN,
en los métodos de la descripcion. La interferencia del ARN vy el silenciamiento selectivo de la expresion de proteinas
diana mediante la introduccion de moléculas de ARN bicatenario pequefio exdgeno que comprende una secuencia
complementaria con el ARNm que codifica la proteina diana, ha sido bien descrito. Véase, por ejemplo, la
publicacion de patente de EEUU n.° 20040038921, “Composition and Method for Inhibiting Expression of a Target
Gene,” 26 de febrero de 2004, Kreutzer et al.; la publicacion de patente de EEUU n.° 20020086356, “RNA
Sequence-Specific Mediators of RNA Interference,” 12 de junio de 2003, Tuschl et al.; la publicacion de patente de
EEUU n.° 20040229266, “RNA Interference Mediating Small RNA Molecules,” 18 de noviembre de 2004, Tuschl et.
al.

Por ejemplo, tal como se describe en el ejemplo 3, el silenciamiento mediado por ARNip de la expresion de la
proteina de fusién de SLC34A2-ROS puede realizarse en una linea celular de NSCLC humano que exprese la
proteina de fusion.

Las moléculas de ARN bicatenario (ARNbc) ha demostrado bloquear la expresion de genes a través de un
mecanismo regulador altamente conservado conocido como ARN de interferencia (ARNi). Brevemente, la ARNasa
[l Dicer procesa el ARNbc en pequefios ARNp de interferencia (ARNip) de aproximadamente 22 nucléotidos, que
actuan como secuencias de guia para inducir la ruptura del ARNm especifico de diana mediante un complejo
silenciador inducido por ARN RISC (véase Hammond et al., Nature (2000), 404: 293-296). EI ARNi implica una
reaccion de tipo catalitico, mediante la cual se generan ARNip a través de la ruptura sucesiva de ARNbc mas largos.
Asi, a diferencia del ARN antisentido, el ARNi degrada el ARN diana de una manera no estequiométrica. Cuando se
administra a una célula o a un organismo, el ARNbc exdgeno ha demostrado dirigir la degradacion especifica de
secuencia del ARN mensajero (ARNm) enddgeno a través del ARNi.

Ahora esta disponible en el mercado una amplia diversidad de productos de ARNi especifico de diana, que incluyen
vectores y sistemas para su expresidon y uso en células de mamifero. Véase, por ejemplo, Promega, Inc.
(www.promega.com); Dharmacon, Inc. (www.dharmacon.com). Estan disponibles manuales técnicos detallados
sobre el disefio, la construccion y el uso de ARNbc para ARNi. Véase, por ejemplo, “RNAi Technical Reference &
Application Guide” de Dharmacon; “RNAi: A Guide to Gene Silencing” de Promega. También estan disponibles en el
mercado productos de ARNip inhibidores de ROS, y pueden ser empleados de modo adecuado en el método de la
invencion. Véase, por ejemplo, Dharmacon, Inc., Lafayette, Colo. (n.”® de catalogo M-003162-03, MU-003162-03, D-
003162-07 thru -10 (ARNip sSiGENOME™ SMARTselection y SMARTpool®).

Recientemente se ha establecido que unos ARNbc pequefios menores que 49 nucledtidos de longitud, y
preferiblemente de 19-25 nucleétidos, que comprenden al menos una secuencia que es sustancialmente idéntica a
una parte de la secuencia de ARNm diana, y cuyo ARNbc 6ptimamente tiene al menos un grupo pendiente de 1-4
nucledtidos en un extremo, es muy eficaz para mediar en el ARNi en mamiferos. Véase la publicacion de patente de
EEUU n.° 20040038921, Kreutzer et al., supra; la publicacion de patente de EEUU n.° 20040229266, Tuschl et al.,
supra. La construccion de estos ARNbc y su uso en preparaciones farmacéuticas para silenciar la expresion de una
proteina diana in vivo se describen con detalle en dichas publicaciones.

Si se conoce la secuencia del gen diana en un mamifero, pueden producirse ARN de 21-23 nt, por ejemplo, y
ensayarse para su capacidad para mediar en el ARNi en una célula de mamifero, tal como una célula humana o de
otro primate. Las moléculas de ARN de 21-23 nt que demuestren mediar en el ARNi puede ensayarse, si se desea,
en un modelo animal apropiado para evaluar también su eficacia in vivo. Los sitios diana que se conozcan, por
ejemplo, los sitios diana que se ha determinado que son sitios diana eficaces basandose en estudios con otras
moléculas de acidos nucleicos, por ejemplo, ribozimas o antisentido, o las dianas que se sabe que estan asociadas
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con una enfermedad o un trastorno, tales como los sitios que contienen mutaciones o deleciones, pueden utilizarse
para disefiar moléculas de ARNip que también se dirijan a esos sitios.

Como alternativa, las secuencias de los ARNbc eficaces pueden disefiarse/predecirse racionalmente seleccionando
el ARNm diana de interés para sitios diana, por ejemplo, empleando un algoritmo informatico de plegamiento. La
secuencia diana puede ser analizada mediante simulaciéon por ordenador para producir una lista de todos los
fragmentos o subsecuencias de una longitud concreta, por ejemplo, fragmentos de 23 nucleétidos, empleando una
secuencia de instrucciones Perl o programas de analisis de secuencias del mercado, tales como Oligo, McVector, o
el paquete GCG Wisconsin.

Pueden utilizarse diversos parametros para determinar los sitios que son los sitios diana mas adecuados dentro de
la secuencia de ARN diana. Estos parametros incluyen la estructura de ARN secundaria o terciaria, la composicion
de bases nucleotidicas de la secuencia diana, el grado de homologia entre diversas regiones de la secuencia diana,
o la posicién relativa de la secuencia diana dentro del transcrito de ARN. Basandose en estas determinaciones,
puede elegirse cualquiera de una serie de sitios diana dentro del transcrito de ARN para seleccionar las moléculas
de ARNip para su eficacia, por ejemplo, empleando ensayos de ruptura de ARN in vitro, cultivos celulares o modelos
animales. Véase, por ejemplo, la publicacion de patente de EEUU n.° 20030170891, 11 de septiembre de 2003,
McSwiggen J. También se ha descrito recientemente un algoritmo para identificar y seleccionar sitios diana de ARNi.
Véase la publicacion de patente de EEUU n.° 20040236517, “Selection of Target Sites for Antisense Attack of RNA,”
25 de noviembre de 2004, Drlica et al.

Las técnicas de transferencia de genes empleadas habitualmente incluyen fosfato de calcio, DEAE-dextrano,
electroporacion y microinyeccion y métodos viricos (Graham et al. (1973), Virol., 52: 456; McCutchan et al. (1968), J.
Natl. Cancer Inst., 41: 351; Chu et al. (1987), Nucl. Acids Res., 15: 1311; Fraley et al. (1980), J. Biol. Chem., 255:
10431; Capecchi (1980), Cell, 22: 479). El ADN también puede introducirse en las células empleando liposomas
catiénicos (Feigner et al. (1987), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 7413). Las formulaciones de lipidos catidnicos
disponibles en el mercado incluyen Tfx 50 (Promega) o Lipofectamin 200 (Life Technologies). Como alternativa,
pueden emplearse vectores viricos para transportar ARNbc a las células y mediar en el ARNi. Véase la publicacion
de patente de EEUU n.° 20040023390, “siRNA-mediated Gene Silencing with Viral Vectors,” 4 de febrerod de 2004,
Davidson et al.

Los sistemas de transfeccion y vector/expresion para el ARINi en células de mamifero estan disponibles en el
mercado y han sido bien descritos. Véase, por ejemplo, Dharmacon, Inc., sistema DharmaFECT™; Promega, Inc.,
sistema de horquilla siSTRIKE™ U6 Hairpin; véase también Gou et al. (2003), FEBS, 548, 113-118; Sui, G. et al., A
DNA vector-based RNAI technology to suppress gene expression in mammalian cells (2002), Proc. Natl. Acad. Sci.,
99, 5515-5520; Yu et al. (2002), Proc. Natl. Acad. Sci., 99, 6047-6052; Paul, C. et al. (2002), Nature Biotechnology,
19, 505-508; McManus et al. (2002), RNA, 8, 842-850.

Asi, puede realizarse la interferencia de ARNip en un mamifero empleando moléculas de ARNbc preparadas
administrando una preparacion farmcéutica que comprende el ARNbc al mamifero. La composicién farmacéutica se
administra en una dosificacion suficiente para inhibir la expresion del gen diana. EI ARNbc puede administrarse
generalmente a una dosificacion menor que 5 mg de ARNbc por kilogramo de peso corporal diarios, y es suficiente
para inhibir o suprimir completamente la expresion del gen diana. En general, una dosis adecuada de ARNbc estara
en el intervalo de 0,01 a 2,5 miligramos por kilogramo de peso corporal del receptor diarios, preferiblemente en el
intervalo de 0,1 a 200 microgramos por kilogramo de peso corporal diarios, mas preferiblemente en el intervalo de
0,1 a 100 microgramos por kilogramo de peso corporal diarios, ain mas preferiblemente en el intervalo de 1,0 a 50
microgramos por kilogramo de peso corporal diarios, y lo mas preferiblemente en el intervalo de 1,0 a 25
microgramos por kilogramo de peso corporal diarios. Una composicion farmacéutica que comprende el ARNbc se
administra una vez diaria, o en multiples subdosis, por ejemplo, empleando formulaciones de liberacion sostenida
muy conocidas en la técnica. La preparacion y la administracion de dichas composiciones farmacéuticas puede
realizarse segun técnicas convencionales, tal como se describe mas a fondo a continuacion.

Estos ARNbc después pueden utilizarse para inhibir la expresion y la actividad de ROS en un cancer, mediante la
preparacion de una preparacion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho
ARNDbc, tal como se describié anteriormente, y la administracion de la preparacion a un sujeto humano que tenga un
cancer que exprese la proteina de fusion de SLC34A2-ROS o el polipéptido de ROS quinasa truncado, por ejemplo,
mediante una inyeccion directa en el tumor. La inhibicion similar de otros receptores de tirosina quinasas, tales como
VEGFR y EGFR, empleando inhibidores de ARNip se ha descrito recientemente. Véase la publicacion de patente de
EEUU n.° 20040209832, 21 de octubre de 2004, McSwiggen et al.; la publicacion de patente de EEUU n.°
20030170891, 11 de septiembre de 2003, McSwiggen; la publicacion de patente de EEUU n.° 20040175703, 9 de
septiembre de 2004, Kreutzer et al.

Composicién terapéuticas y administracion

Las composiciones terapéuticas inhibidoras de ROS quinasa Utiles en la practica de los métodos de la descripcion
pueden administrarse a un mamifero mediante cualquier medio conocido en la técnica que incluye, pero no se limita
a la via oral o peritoneal, que incluye la administracién intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea,
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transdérmica, por las vias respiratorias (aerosol), rectal, vaginal y topica (que incluye bucal y sublingual).

Para la admnistraciéon oral, un producto terapéutico inhibidor de ROS en general se proporcionara en forma de
comprimidos o capsulas, como un polvo o granulos, o0 como una suspension o disolucion acuosa. Los comprimidos
para un uso oral pueden incluir ingredientes activos mezclados con excipientes farmacéuticamente aceptables, tales
como diluyentes inertes, agentes disgregantes, agentes ligantes, agentes lubricantes, agentes edulcorantes, agentes
aromatizantes, agentes colorantes y conservantes. Los diluyentes inertes adecuados incluyen carbonato de sodio y
calcio, fosfato de sodio y calcio, y lactosa, mientras que el almidén de maiz y el acido alginico son agentes
disgregantes adecuados. Los agentes ligantes pueden incluir almidén y gelatina, mientras que el agente lubricante,
si esta presente, en general sera estearato de magnesio, acido estearico o talco. Si se desea, los comprimidos
pueden estar revestidos con un material, tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo, para retrasar
la absorcion en el tracto gastrointestinal.

Las capsulas para un uso oral incluyen capsulas de gelatina dura, en las que el ingrediente activo esta mezclado con
un diluyente sdlido, y capsulas de gelatina blanda, en las que el ingrediente activo se mezcla con agua o un aceite,
tal como aceite de cacahuete, parafina liquida o aceite de oliva. Para un uso intramuscular, intraperitoneal,
subcutaneo e intravenoso, las composiciones farmacéuticas de la descripcion en general se proorcionaran en
suspensiones o disoluciones acuosas estériles, tamponadas hasta un pH e isotonicidad adecuados. Los vehiculos
acuosos adecuados incluyen disolucion de Ringer y cloruro de sodio isoténico. El vehiculo puede consistir
exclusivamente en un tampoén acuoso (“exclusivamente” significa que no estan presentes agentes auxiliares ni
sustancias encapsulantes que puedan afectar o mediar en la captacion del producto terapéutico inhibidor de ROS).
Estas sustancias incluyen, por ejemplo, estructuras micelares, tales como liposomas o capsidas, tal como se
describe a continuacion. Las suspensiones acuosas pueden incluir agentes suspensores, tales como derivados de
celulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona y goma de tragacanto, y un agente humectante, tal como lecitina. Los
conservantes adecuados para las suspensiones acuosas incluyen p-hidroxibenzoato de etilo y n-propilo.

Las composiciones terapéuticas inhibidoras de ROS quinasa también pueden incluir formulaciones encapsuladas
para proteger al producto terapéutico (por ejemplo, un compuesto de ARNbc) frente a la eliminacion rapida del
cuerpo, tal como una formulacién de liberacion controlada, que incluye implantes y sistemas de transporte
microencapsulados. Pueden emplearse polimeros biodegradables y biocompatibles, tales como etileno-acetato de
vinilo, polianhidridos, poli(acido glicdlico), colageno, poliortoésteres y poli(acido lactico). Los métodos para la
preparacion de dichas formulaciones seran evidentes para los expertos en la técnica. Los materiales también
pueden obtenerse en el mercado en Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. Las suspensiones liposdmicas
(que incluyen liposomas dirigidos a células infectadas con anticuerpos monoclonales contra antigenos viricos)
también pueden emplearse como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estos pueden prepararse segun
métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, segin se describe en la patente de EEUU n.°
4.522.811; la publicacion PCT WO 91/06309; y la publicacion de patente europea EP-A-43075. Una formulacion
encapsulada puede comprender una proteina de la envuelta virica. La proteina de la envuelta virica puede derivarse
o estar asociada con un virus, tal como un virus de polioma, o puede ser parcial o totalmente artificial. Por ejemplo,
la proteina de la envuelta puede ser una proteina virica 1 y/o una proteina virica 2 del virus del polioma, o uno de
sus derivados.

Las composiciones inhibidoras de ROS pueden comprender también un vehiculo de transporte, que incluye
liposomas, para la administracién a un sujeto, vehiculos y diluyentes y sus sales y/o pueden estar presentes en
formulaciones farmacéuticamente aceptables. Por ejemplo, los métodos para el transporte de moléculas de acidos
nucleicos se describen en Akhtar et al., 1992, Trends Cell Bio., 2, 139; DELIVERY STRATEGIES FOR ANTISENSE
OLIGONUCLEOTIDE THERAPEUTICS, ed. Akbtar, 1995; Maurer et al., 1999, Mol. Membr. Biol., 16, 129-140;
Hofland y Huang, 1999, Handb. Exp. Pharmacol., 137, 165-192; y Lee et al., 2000, ACS Symp. Ser., 752, 184-192.
En Beigelman et al., patente de EEUU n.° 6.395.713, y Sullivan et al., PCT WO 94/02595, también se describen
métodos generales para el transporte de moléculas de acidos nucleicos. Estos protocolos pueden utilizarse para el
transporte de casi cualquier molécula de acido nucleico.

Los productos terapéuticos inhibidores de ROS pueden administrarse a un tumor de mamifero mediante una
diversidad de métodos conocidos por los expertos en la técnica, que incluyen, pero no se limitan a encapsulacién en
liposomas, mediante iontoforesis o mediante la incorporacion en otros vehiculos, tales como hidrogeles,
ciclodextrinas, nanocapsulas biodegradables, y microesferas bioadhesivas, o mediante vectores proteicos (O'Hare y
Normand, publicacion PCT internacional n.° WO 00/53722). Como alternativa, la combinacién de producto
terapéutico/vehiculo se administra localmente mediante una inyeccion directa o mediante el uso de una bomba de
infusioén. La inyeccion directa de la composicion, por via subcutanea, intramuscular o intradérmica, puede realizarse
empleando metodologias convencionales de aguja y jeringa, o mediante tecnologias sin aguja, tales como las
descritas en Conry et al., 1999, Clin. Cancer Res., 5, 2330-2337, y Barry et al., publicacion PCT internacional n.° WO
99/31262.

Las formulaciones farmacéuticamente aceptables de productos terapéuticos inhibidores de ROS quinasa incluyen

sales de los compuestos descritos anteriormente, por ejemplo, sales de adicién de acidos, por ejemplo, sales del

acido clorhidrico, bromhidrico , acético y bencensulfonico. Una composicion o formulacién farmacoldgica se refiere a

una composicion o formulacién en una forma adecuada para la administracion, por ejemplo, administracion
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sistémica, en una célula o paciente, que incluye, por ejemplo, un ser humano. Las formas adecuadas, en parte,
depende del uso o de la via de entrada, por ejemplo, oral, transdérmica o mediante inyeccion. Estas formas no
deben evitar que la composicion o la formulacion alcance a la célula diana. Por ejemplo, las composiciones
farmacoldgicas inyectadas en la corriente sanguinea deben ser solubles. Otros factores son conocidos en la técnica,
e incluyen consideraciones tales como la toxicidad y las formas que evitan que la composicion o formulacién ejerza
su efecto.

Las vias de administracion que conducen a una absorcion sistémica (es decir, absorcion sistémica o acumulacion de
farmacos en la corriente sanguinea, seguido de su distribucion a través de todo el cuerpo) son deseables e incluyen,
sin limitacién, la via intravenosa, subcutanea, intraperitoneal, por inhalacién, oral, intrapulmonar e intramuscular.
Cada una de estas vias de administracion expone el producto terapéutico inhibidor de ROS a un tumor o tejido
enfermo accesible. La velocidad de entrada de un farmaco en la circulacién ha demostrado ser una funcién del peso
molecular o el tamafio.

El uso de un liposoma u otro vehiculo de farmaco que comprende los compuestos de la presente invenciéon puede
trasladar potencialmente el farmaco, por ejemplo, a ciertos tipos de tejidos, tales como los tejidos del sistema
endotelial reticular (RES). Una formulacién de liposomas que puede facilitar la asociacién del farmaco con la
superficie de las células, tales como linfocitos y macréfagos, también es util. Esta estrategia puede proporcionar una
mayor administracion del farmaco a las células diana aprovechando la especificidad de los macrofagos y el
reconocimiento inmunoldgico de los linfocitos de las células anémalas, tales como las células cancerosas.

Una “formulacion farmacéuticamente aceptable” significa una composicion o una formulacion que permite la
distribucién eficaz de las moléculas de acidos nucleicos de la presente invencién en la localizacion fisica mas
adecuada para su actividad deseada. Los ejemplos no limitantes de agentes adecuados para la formulacion con las
moléculas de acidos nucleicos de la presente invencion incluyen inhibores de P-glicoproteinas (tales como Pluronic
P85), que pueden potenciar la entrada de farmacos en el SNC (Jolliet-Riant y Tillement, 1999, Fundam. Clin.
Pharmacol., 13, 16-26); polimeros biodegradables, tales como micoresferas de poli(DL-lactida-coglicélido) para la
administracion de liberacion sostenida después de la implatacion intracerebral (Emerich et al., 1999, Cell Transplant,
8, 47-58) (Alkermes, Inc. Cambridge, Mass.); y nanoparticulas cargadas, tales como las fabricadas con
polibutilcianoacrilato, que puede trasladar farmacos a través de la barrera hematoencefalica y pueden alterar los
mecanismos de captacion neuronal (Prog. Neuro-psychopharmacol. Biol. Psychiatry, 23, 941-949, 1999). Otros
ejemplos no limitantes de estrategias de administracion y transporte para los compuestos inhibidores de ROS dtiles
en el método de la invencion incluyen los materiales descritos en Boado et al., 1998, J. Pharm. Sci., 87, 1308-1315;
Tyler et al., 1999, FEBS Lett., 421, 280-284; Pardridge et al., 1995, PNAS USA, 92, 5592-5596; Boado, 1995, Adv.
Drug Delivery Rev., 15, 73-107; Aldrian-Herrada et al., 1998, Nucleic Acids Res., 26, 4910-4916; y Tyler et al., 1999,
PNAS USA, 96, 7053-7058.

Las composiciones terapéuticas que comprenden liposomas con la superficie modificada que contienen lipidos de
polietilenglicol (modificados con PEG, o liposomas de tiempo de circulacién largo o liposomas fantasmas) también
pueden emplearse de modo adecuado en los métodos de la descripcion. Estas formulaciones ofrecen un método
para aumentar la acumulacién de farmacos en los tejidos diana. Esta clase de vehiculos de farmacos resisten la
opsonizacion y la eliminacion por el sistema fagocitico mononuclear (MPS o RES), permitiendo con ello unos
tiempos de circulacion mas largos en la sangre y una mayor exposicion a los tejidos del farmaco encapsulado (Lasic
et al., Chem. Rev., 1995, 95, 2601-2627; Ishiwata et al., Chem. Pharm. Bull., 1995, 43, 1005-1011). Estos liposomas
han demostrado acumularse selectivamente en tumores, probablemente debido a la extravasacion y la captura en
los tejidos diana neovascularizados (Lasic et al., Science, 1995, 267, 1275-1276; Oku et al., 1995, Biochim. Biophys.
Acta, 1238, 86-90). Los liposomas de tiempo de circulacién largo potencian la farmacocinética y la farmacodinamica
del ADN y ARN, en particular comparado con los liposomas catidnicos convencionales que se sabe que se
acumulan en tejidos del MPS (Liu et al., J. Biol. Chem., 1995, 42, 24864-24870; Choi et al., publicacion PCT
internacional n.° WO 96/10391; Ansell et al., publicacién PCT internacional n.° WO 96/10390; Holland et al.,
publicacion PCT internacional n.° WO 96/10392). También es probable que los liposomas de tiempo de circulacion
largo protejan a los farmacos frente a la degradacion por nucleasas en un grado mayor comparado con los
liposomas catidnicos, en base a su capacidad para evitar la acumulacion en tejidos del MPS metabdlicamente
agresivos, tales como el higado y el bazo.

Las composiciones terapéuticas pueden incluir una cantidad farmacéuticamente eficaz de los compuestos deseados
en un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos o diluyentes aceptables para un uso
terapéutico son muy conocidos en la técnica farmacéutica, y se describen, por ejemplo, en REMINGTON'S
PHARMACEUTICAL SCIENCES, Mack Publishing Co. (A. R. Gennaro edit., 1985). Por ejemplo, pueden
proporcionarse conservantes, estabilizantes, tintes y agentes aromatizantes. Estos incluyen benzoato de sodio,
acido sorbico y ésteres del acido p-hidroxibenzoico. Ademas, pueden utilizarse antioxidantes y agentes
suspensores.

Una dosis farmacéuticamente eficaz es la dosis requerida para prevenir, inhibir la aparicion o tratar (aliviar un

sintoma hasta cierto grado, preferiblemente todos los sintomas) de un estado de enfermedad. La dosis

farmacéuticamente eficaz depende del tipo de enfermedad, la composicion utilizada, la via de administracion, el tipo

de mamifero que se esta tratando, las caracteristicas fisicas del mamifero especifico considerado, la medicacion
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concurrente, y otros factores que reconoceran los expertos en la técnica médica. En general, se administra una
cantidad entre 0,1 mg/kg y 100 mg/kg de peso corporal/dia de los ingredientes activos que depende de la potencia
del polimero cargado negativamente.

Unos niveles de dosificacion del orden de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 140 mg por kilogramo de
peso corporal diarios son utiles en el tratamiento de los trastornos indicados anteriormente (de aproximadamente 0,5
mg a aproximadamente 7 g por paciente diarios). La cantidad del ingrediente activo que puede combinarse con los
materiales vehiculo para producir una forma de dosificacion unitaria que varia dependiendo del hospedante tratado y
de la via de administracién concreta. Las formas de dosificacion unitarias contienen en general entre
aproximadamente 1 mg y aproximadamente 500 mg de un ingrediente activo. Se entiende que el nivel de dosis
especifico para cualquier paciente concreto depende de una diversidad de factores, que incluyen la actividad del
compuesto especifico empleado, la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el momento de la
administracion, la via de administracion y la velocidad de excrecion, la combinacion de farmacos y la gravedad de la
enfermedad concreta que se esta sometiendo a terapia.

Para la administracion a animales no humanos, la composicion también puede afiadirse al pienso animal o al agua
para beber. Puede resultar conveniente formular composiciones para pienso animal y para el agua para beber de
modo que el animal ingiera la cantidad terapéuticamente apropiada de la composicion junto con su dieta. También
puede resultar conveniente presentar la composicién como una premezcla para la adicion al pienso o al agua para
beber.

Un producto terapéutico inhibidor de ROS dutil en la practica de la descripcién puede comprende un Unico
compuesto, tal como se describié anteriormente, o una combinaciéon de multiples compuestos, de la misma clase
que el inhibidor (es decir, un inhibidor de anticuerpo) o de clases diferentes (es decir, inhibidores de anticuerpo e
inhibidores de molécula pequefa). Esta combinacion de compuestos puede aumentar el efecto terapéutico global
inhibiendo el avance de un cancer que expresa la proteina de fusion. Por ejemplo, la composicion terapéutica puede
incluir un inhibidor de molécula pequefia, tal como STI-571 (Gleevec®) solo , o estar en combinaciéon con otros
analogos de Gleevec® dirigidos a afectar la actividad ROS y/o inhibidores de molécula pequefia de EGREF, tales
como Tarceva™ o Iressa™. La composicion terapéutica también puede comprender uno o mas agentes
quimioterapéuticos no especificos ademas de uno o mas inhibidores dirigidos. Estas combinaciones han demostrado
recientemente que proporcionan un efecto sinérgico destructor del tumor en muchos canceres. La eficacia de dichas
combinaciones para inhibir la actividad de ROS y el crecimiento tumoral in vivo puede evaluarse segun se describe a
continuacion.

Identificacion de compuestos inhibidores de ROS quinasa mutante

La invencién también proporciona, en parte, un método para determinar si un compuesto inhibe el avnace de un
cancer que se caracteriza por un polipéptido de fusion y/o de translocacion de SLC34A2-ROS, determinando si el
compuesto inhibe la actividad del polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS en el cancer. En algunas realizaciones
preferidas, la inhibicion de la actividad de ROS se determina estudiando una muestra biolégica que comprende
células de la médula ésea, sangre o un tumor. En otra realizacion preferida, la inhibicion de la actividad de ROS se
determina empleando al menos un reactivo especifico del polipéptido o polinucleétido de ROS mutante de la
invencion.

El compuesto ensayado puede ser cualquier tipo de composicion o producto terapéutico segin se describid
anteriormente. Los métodos para evaluar la eficacia de un compuesto, in vitro e in vivo, estan bien establecidos y
son conocidos en la técnica. Por ejemplo, una composicion puede ensayarse para su capacidad para inhibir ROS in
vitro empleando una célula o un extracto celular en el que la ROS quinasa esta activada. Puede emplearse un panel
de compuestos para ensayar la especificidad del compuesto por ROS (en oposicién a otras dianas, tales como
EGFR o PDGFR).

Otra técnica para la seleccién de farmacos que puede utilizarse proporciona una seleccion de alta capacidad de
procesamiento de compuestos que tienen una afinidad de unién adecuada con una proteina de interés, segun se
describe en la solicitud PCT pulbicada WO84/03564. En este método, al igual que se aplica a los polipéptidos de
ROS mutante, se sintetiza un gran ndmero de compuestos de ensayo pequefios diferentes sobre un sustrato sélido,
tal como varillas de plastico o alguna otra superficie. Los compuestos de ensayo se hacen reaccionar con un
polipéptido de ROS mutante, o con uno de sus fragmentos, y se lavan. El polipéptido mutante unido (por ejemplo, el
polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS) después se detecta mediante métodos muy conocidos en la técnica. El
polipéptido de ROS mutante purificado también puede revestirse directamente sobre placas para su uso en las
técnicas de seleccion de farmacos mencionadas anteriormente. Como alternativa, pueden emplearse anticuerpos no
neutralizantes para capturar el péptido e inmovilizarlo sobre un soporte sélido.

Un compuesto que se ha descubierto que es un inhibidor eficaz de la actividad ROS in vitro después puede
estudiarse para su capacidad para inhibir el avance de un cancer que exprese el polipéptido de fusion de SLC34A2-
ROS in vivo empleando, por ejemplo, xenoinjertos de mamifero que portan tumores NSCLC humanos que estan
dirigidos por la proteina de fusion de SLC34A2-ROS. En este procedimiento, lineas celulares que se sabe que estan
dirigidas por la proteina de fusion de SLC34A2-ROS se colocan de modo subcutaneo en el ratén. Las células
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después se hacen crecer hasta una masa tumoral que puede controlarse de forma visual. El ratén después puede
ser tratado con el farmaco. El efecto del tratamiento del farmaco sobre el tamafio del tumor puede observarse
externamente. El ratén después se sacrifica y el tumor se retira para su analisis mediante IHC y analisis de la
transferencia Western. De modo similar, pueden prepararse transplantes de médula 6ésea de mamifero mediante
métodos convencionales para estudiar la respuesta del farmaco en tumores hematoldgicos que expresen una ROS
quinasa mutante. De esta forma pueden observarse los efectos del farmaco en un entorno biolégico que es lo mas
parecido posible a un paciente. Puede determinarse la capacidad del farmaco para alterar la sefalizacién en las
células tumorales o las células estromaticas circundantes mediante un analisis con anticuerpos especifidos de la
fosforilacion. También puede observarse la eficacia del farmaco para inducir la muerte celular o la inhibicién de la
proliferacion celular mediante un analisis con marcadores especificos de la apoptosis, tales como caspasa 3 rota y
PARP rota.

Puede determinarse la toxicidad y la eficacia terapéutica de estos compuesetos mediante procedimientos
farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la
LD50 (la dosis letal para 50% de la poblacion) y la ED50 (la dosis terapéuticamente eficaz en 50% de la poblacion).
La proporcion de dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico, y puede expresarse como la
proporcion de LD50/ED50. Se prefieren los compuestos que muestran unos indices terapéuticos altos.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar mas a fondo la invencion.

Ejemplo 1: Identificacion de la actividad ROS quinasa en una linea celular NSCLC mediante determinacion de
los perfiles de fosfopéptidos globales

Se estudié el perfil de fosforilacion global de la activicion de quinasas en varias lineas celulares de NSCLC
humanas, que incluyen HCC78, empleando una técnica poderosa recientemente descrita para el aislamiento y la
caracterizacion espectrométrica de masas de péptidos modificados a partir de mezclas complejas (la técnica “IAP”,
véase Rush ef al., supra). La técnica IAP se realizd6 empleando un anticuerpo especifico de fosfotirosina (CELL
SIGNALING TECHNOLOGY, INC., Beverly, Mass., 2003/04, n.° de catalogo 9411) para aislar y posteriormente
caracterizar los péptidos que contienen fosfotirosina a partir de extractos de las lineas celulares de NSCLC.

De forma especifica, se empleo la estrategia IAP para facilitar la identificacion de las tirosina quinasas activadas en
las lineas celulares de NSCLC, para identificar nuevos directores de esta enfermedad.

Cultivo celular

Las células HCC78 se obtuvieron en DSMZ (German National Resource Centre for Biological Material), se cultivaron
en medio RPMI-1640 (Invitrogen) con suero bovino fetal al 10% (FBS) (Sigma).

Inmunoprecipitacién de fosfopéptidos

Un total de 2 x 108 células fueron lisadas en tampon de lisis de urea (HEPES 20 mM, pH 8,0, urea 9 M, vanadato de
sodio 1 mM, pirofosfato de sodio 2,5 mM, beta-glicerofosfato 1 mM) a 1,25 x 108 células/ml y se sonicaron. Los
lisados sonicados se aclararon mediante centrifugacion a 20.000 x g, y las proteinas se redujeron y se alquilaron tal
como se ha descrito previamente (véase Rush ef al., Nat. Biotechnol., 23(1): 94-101 (2005)). Las muestras se
diluyenron con HEPES 20 mM, pH 8,0, hasta una concentracionfinal de urea de 2 M. Se afiadié tripsina (1 mg/ml en
HCI 0,001 M) al lisado aclarado a 1:100 en v/v. Las muestras se digirieron durante la noche a temperatura ambiente.

Después de la digestion, los lisados se acidificaron hasta una concentracion final de TFA al 1%. La purificacion de
los péptidos se realizd6 empleando columnas Sep-Pak C+sg, tal como se ha descrito previamente (véase Rush ef al.,
supra). Después de la purificacion, se reunieron todas las eluciones (acetonitrilo al 8%, 12%, 15%, 18%, 22%, 25%,
30%, 35% y 40% en TFA al 0,1%) y se liofilizaron. Los péptidos secados se resuspendieron en tampén MOPS 1,4 ml
(MOPS 50 mM/NaOH, pH 7,2, Na;HPO, 10 mM, NaCl 50 mM) y se retir6 el material insoluble mediante
centrifugacion a 12.000 x g durante 10 minutos.

El anticuerpo monoclonal de fosfotirosina P-Tyr-100 (Cell Signaling Technology) procedente del fluido de ascitis se
acoplo de modo no covalente a esferas de agarosa-proteina G (Roche) a 4 mg/ml de esferas durante la noche a 4
°C. Después del acoplamiento, el anticuerpo-resina se lavé dos veces con PBS y tres veces con tampén MOPS. El
anticuerpo inmovilizado (40 pl, 160 ng) se afiadié como una suspension 1:1 en tampén MOPS IP a la fraccion de
péptidos solubilizada, y la mezcla se incubd durante la noche a 4 °C. Las esferas de anticuerpos inmovilizados se
lavaron tres veces con tampon MOPS y dos veces con ddH20. Los péptidos se eluyeron dos veces de las esferas
mediante incubacion con 40 pl de TFA al 0,1% durante 20 minutos cada una, y las fracciones se reunieron.

Analisis mediante espectrometria de masas LC-MS/MS

Los péptidos en el eluato de IP (40 pl) se concentraron y se separaron del anticuerpo eluido empleando puntas de

extraccion Stop and Go (StageTips) (véase Rappsilber et al., Anal. Chem., 75(3): 663-670 (2003)). Los péptidos se

eluyeron de las microcolumnas con 1 ul de MeCN al 60%, TFA al 0,1% hacia 7,6 ul de acido acético al 0,4%/acido

heptafluorobutirico al 0,005% (HFBA). La muestra se cargé sobre una columna capilar PicoFrit de 10 cm x 75 pm
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(New Objective) cargada con la resina de fase inversa Maic C18 AQ (Michrom Bioresources) empleando un
muestreador automatico Famos con una valvula de inyeccion de la muestra inerte (Dionex). La columna se reveld
con un gradiente lineal de 45 min de acetonitrilo en acido acético al 0,4%, HFBA al 0,005% adminitrado a 280 nl/min
(Ultimate, Dionex).

Los espectros de masas en tandem se adquirieron de una manera dependiente de los datos con un espectréometro
de masas de atrapamiento de iones LCQ Deca XP Plus (ThermoFinnigan) empleando un método de los cuatro
superiores, un recuento de repeticion de exclusiéon dinamica de 1, y una duracion de repeticion de 0,5 min.

Analisis de bases de datos y asignaciones

Los espectos de MS/MS se evaluaron empleando TurboSequest (ThermoFinnigan) (en el paquete Sequest Browser
(v. 27, rev. 12) suministrado como parte de BioWorks 3.0). Los espectros de MS/MS individuales se extrajeron del
archivo de datos bruto empleando el programa CreateDta de Sequest Browser con los siguientes ajustes: PM
inferior, 700; PM superior, 4.500; nimero minimo de iones, 20; TIC minima 4 x 105; y estado de carga del precursor,
no especificado. Los espectros se obtuvieron desde el principio del archivo de datos bruto antes de la inyeccion de la
muestra hasta el final del gradiente de elucion. No se emplearon los programas lonQuest ni VuDta para seleccionar
los espectros de MS/MS para el analisis Sequest. Los espectros de MS/MS se evaluaron con los siguientes
parametros TurboSequest: tolerancia de masas de péptidos, 2,5; tolerancia de fragmentos de iones, 0,0; nimero
maximo de aminoacidos diferentes por modificaciéon, 4; tipo de masa parental, promedio; tipo de masa de los
fragmentos, promedio; numero maximo de sitios de ruptura internos, 10; se consideraron las pérdidas neutras de
agua y amoniaco de los iones b e y en los analisis de correlacién. Se especifica la enzima proteolitica excepto para
los espectros recogidos de las digestiones con elastasa.

Se realizaron busquedas en la base de datos humana NCBI facilitada el 24 de agosto de 2004, que contiene 27.175
proteinas que permiten la metionina oxidada (M+16) y la fosforilacion (Y+80) como modificaciones dinamicas.

En la investigacion protedmica, resulta deseable validar las identificaciones de proteinas basandose solamente en la
observacion de un Unico péptido en un resultado experimental, para indicar que la proteina esta presente de hecho
en una muestra. Esto ha conducido al desarrollo de métodos estadisticos para validar asignaciones de péptidos, que
aun no estan universalmente aceptados, y de lineas directrices para la publicacion de resultados de identificacion de
proteinas y péptidos (véase Carr et al., Mol. Cell. Proteomics, 3: 531-533 (2004)), que han sido seguidas en este
ejemplo. Sin embargo, debido que la estrategia de inmunoafinidad separa a los péptidos fosforilados de los péptidos
no fosforilados, la observacién de un solo fosfopéptido procedente de una proteina es un resultado comun, puesto
que muchas proteinas fosforiladas solo tienen un sitio de tirosina fosforilada.

Por esta razoén, resulta apropiado emplear otros criterios para validar las asignaciones de fosfopéptidos. Es probable
que las asignaciones sean correctas si se cumple cualquiera de estos criterios adicionales: (i) la misma secuencia se
asigna a iones coeluyentes con diferentes estados de carga, puesto que el espectro de MS/MS cambia
notablemente con el estado de carga; (ii) el sitio aparece en mas de un contexto de secuencia peptidica debido a
solapamientos de secuencia debido a una proteolisis incompleta o al uso de proteasas diferentes de la tripsina; (iii)
el sitio aparece en mas de un contexto de secuencia peptidica debido a isoformas de proteinas homdlogas, pero no
idénticas; (iv) el sitio aparece en mas de un contexto de secuencia peptidica debido a la existencia de proteinas
homologas, pero no idénticas, entre especies; y (v) sitios validados mediante analisis de MS/MS de fosfopéptidos
sintéticos que se corresponden con secuencias asignadas, puesto que el espectrometro de masas de atrapamiento
de iones produce espectros de MS/MS altamente reproducibles. Este Ultimo criterio se emplea habitualmente para
confirmar nuevas asignaciones de sitios de particular interés.

Todos los espectros y las asignaciones de secuencias realizados por Sequest se importaron en una base de datos
de relaciones. Las secuencias asignadas se aceptaron o se rechazaron después de un proceso de dos etapas
conservador. En la primera etapa, un subconjunto de asignaciones de secuencia de puntuacion alta se
seleccionaron filtrando para unos valores de XCorr de al menos 1,5 para un estado de carga de +1, 2,2 para +2, y
3,3 para +3, permitiendo un valor maximo de RSP de 10. Las evaluaciones en este subconjunto se rechazaron si se
cumple cualquiera de los siguientes criterios: (i) el espectro contiene al menos un pico principal (al menos 10% tan
intenso como el ion mas intenso en el espectro) que no puede cartografiarse en la secuencia asignada como un ion
a, b oy, como un ion que surge de la pérdida neutra de agua o amoniaco de un ion b 0 y, o como un ion protonado
multiple; (ii) el espectro no contiene una serie de iones b 0 y equivalentes al menos a seis restos ininterrumpidos; o
(iii) la secuencia no se observa al menos cinco veces en todos los estudios que los inventores han realizado
(excepto para secuencias solapantes debido a una proteolisis incompleta o al uso de proteasas distintas de la
tripsina). En la segunda etapa, se aceptaron las asignaciones con puntuaciones por debajo del umbral si el espectro
de puntuacién baja muestra un alto grado de similitud con el espectro de puntuacion alta recogido en otro estudio,
que simula una estrategia de busquede en bancos de referencia verdadera. Todos los espectros que apoyan la lista
final de secuencias asignadas (no se muestran en la presente) fueron revisados por al menos tres cientificos para
establecer su credibilidad.

Los anteriores analisis de IAP identificaron 454 péptidos que contienen fosfotirosina no redundantes, 395 sitios de
fosfotirosina, y 240 proteinas fosforiladas en tirosina, la mayoria de los cuales son nuevos, procedentes de células
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HCC78 (los datos no se muestran). Entre las quinasas con tirosina fosforilada, varias de las detectadas no son
detectadas normalmente mediante un analisis de MS en otras lineas celulares de NSCLC (datos sin publicar), que
incluyen la ROS quinasa.

Ejemplo 2: Analisis de la transferencia Western de la expresion de ROS quinasa en una linea celular de
NSCLC

La observacion de que la linea celular de NSCLC HCC78 (pero no las otras lineas celulares de NSCLC) expresa una
ROS quinasa activada se confirmé mediante un analisis de la transferencia Western de extractos celulares
empleando anticuerpos especificos para ROS y otros receptores de tirosina quinasa (RTK) y quinasas corriente
abajo.

Las células HCC78 se lisaron en 1 x tampon de lisis celular (Cell Signaling Technology) suplementado con Protease
Arrest™ (G Biosciencies) y se separaron mediante electroforesis. Todos los anticuerpos y reactivos para la
inmunotranferencia proceden de Cell Signaling Technology, Inc. (Beverly, MA). La transferencia Western se realizd
como se describe en “Western Immunoblotting Protocol” (Cell Signaling Technology, Inc., catalogo de 2005-2006). El
anticuerpo anti-ROS se obtuvo en Santa Cruz Biotechnology, Inc.

La figura 5 muestra los resultados de la transferencia Western. Solo HCC78 expresa la proteina ROS entre muchas
lineas celulares de NSCLC diferentes. La proteina de ROS en HCC78 tiene un peso molecular mucho menor que la
proteina ROS de tipo salvaje, lo cual indica una proteina de fusion.

La transferencia Western confirma que la proteina de fusién de ROS esta fosforilada en la tirosina. El lisado de
proteinas procedente de las células HCC78 se inmunoprecipitdé con un anticuerpo de fosfotirosina, y se
inmunotransfirié con el anticuerpo de ROS total. Fueron detectadas las mismas bandas de pY-iP que en el lisado
total por el anticuerpo de ROS, teniendo las bandas IPed una migracién un poco mas lenta, lo cual también indica la
fosforilacion de la proteina.

Ejemplo 3: Inhibicion del crecimiento de lineas celulares de NSCLC de mamifero que expresan la ROS
quinasa empleando ARNip

Para confirmar que la forma truncada de ROS esta dirigiendo el crecimiento y la supervivencia de las células en la
linea celular HCC78, se estudio la capacidad del ARNip silenciador para inhibir el crecimiento de estas células. La
expresion de ROS se infrarreguléd mediante interferencia de ARN. Se encargé el siguiente ARNip de ROS a Proligo,
Inc., indicandose las correspondientes secuencias de ROS entre paréntesis: 5’ AAGCCCGGAUGGCAACGUUTT3'
(ROS1(6318-6340) (SEQ ID NO:23); 5’AAGCCUGAAGGCCUGAACUTT3' (ROS1(7181-7203) (SEQ ID NO:24).

Se sembraron 2 x 10° células en placas de 12 pocillos el dia anterior a la transfeccion. Se transfectaron 100 nM de
ARNip de ROS1 empleando el reactivo de transfeccion Mirus TransIT-TKO. Cuarenta y ocho horas después de la
transfeccion, las células se trasladaron a un medio de inanicion manteniéndose en este durante 24 horas mas. Las
células se recolectaron mediante tripsinizacion y después se contaron, y el lisado celular se empleé en WB para
comprobar el nivel de proteinas de ROS.

Un analisis de inmunotransferencia revel6 que la expresion de ROS se redujo especifica y significativamente a las
72 horas depués de la transfeccion del ARNip a las células HCC78, y que la linea celular control H2066 no expresa
la proteina de ROS (véase la figura 10, panel B). A esto le acompafia una disminucion en la fosforilacion de los
sustratos corriente abajo, tales como p-Erk1/2 y p-Akt, tal como se esperaba (véase la figura 10, panel C). Ademas,
tal como se esperaba, el tratamiento con ARNip de ROS producjo un aumento en la apoptosis de la linea celular
HCC78 (pero no en la linea celular control H2066), segun se determina mediante la deteccion de la PARP rota
(véase la figura 10, panel B). El 80% de la células murieron 3 dias después de la transfeccion con ARNip de ROS,
segun se muestra en la figura 10, panel A. Estos resultados indican que la ROS quinasa mutante/truncada en la
linea celular HCC78 esta dirigiendo la proliferacion y el crecimiento de estas células NSCLC, y que este crecimiento
y proliferacion pueden ser inhibidos empleando ARNip para inhibir la expresion de ROS quinasa.

Ejemplo 4: Aislamiento y secuenciacion del gen de fusion de SLC34A2-ROS

Dada la presencia de la forma truncada de la ROS quinasas detectada en una linea celular de NSCLC (HCC78), se
realizé una amplificacién rapida 5’ de los extremos del ADNc en la secuencia que codifica el dominio quinasas de
ROS, para determinar si esta presente un transcrito de ROS quimérico.

Amplificacion rapida de los extremos del ADN complementario

Se empled el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) para extraer el ARN de la linea celular HCC78. El ADN se extrajo
empleando el kit DNeasy Tissue Kit (Qiagen). La amplificacion rapida de los extremos del ADNc se realizé
empleando el sistema 5 RACE (Invitrogen), con los cebadores ROS-GSP1 para la sintesis de ADNc y ROS-GSP2 y
ROS-GSP3 para la reacciéon PCR anidada.

Ensayo de PCR
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Para la RT-PCR, se sintetiz6 ADNc de primera hebra a partir de 2,5 ug de ARN total empleando el sistema de
sintesis de primera hebra SuperScript™ Il (Invitrogen) con oligo(dT)2. Después, el gen de fusion de SLC34A2-ROS
se amplificd mediante el uso de las parejas de cebadores SLCROS-F1 y SLCROS-R1, SLCROS-F2 y SLCROS-R2.

Construcciones

El marco de lectura abierto del gen de fusion de SLC34A2-ROS se amplific6 mediante PCR a partir del ADNc de
células HCC78 empleando la ADN polimerasa de alta fidelidad Platinum Taq (Invitrogen) y las parejas de cebadores
SLC-Fb y ROS-Rb (con un sitio de restriccion Bgl Il). Este producto de la PCR se clond en el vector retrovirico
MSCV-Neo. Los cebadores fueron:

ROS-GSP1: ACCCTTCTCGGTTCTTCGTTTCCA (SEQ ID NO:13)
ROS-GSP2: GCAGCTCAGCCAACTCTTTGTCTT (SEQ ID NO: 14)
ROS-GSP3: TGCCAGACAAAGGTCAGTGGGATT (SEQ ID NO:15)
SLCROS-F1: TCCATCCCAGCACCTGCGGAG (SEQ ID NO:16)
SLCROS-R1: CTCAACTCTCTATTTCCCAAACAACGC (SEQ ID NO:17)
SLCROS-F2: CATGGCTCCCTGGCCTGAATTG (SEQ ID NO:18)
SLCROS-R2: CAACGCTATTAATCAGACCCATCTCC (SEQ ID NO:19)
SLC-Fb: GAAGATCTCTGACCATGGCTCCCTGGCCTGAA (SEQ ID NO:20)
ROS-Rb: GAAGATCTACGCTATTAATCAGACCCATCTCC (SEQ ID NO:21)

La figura 7 muestra la deteccion del producto de la amplificacion de PCR después de 2 rondas. El analisis de la
secuencia del producto resultante revela que el C-terminal de ROS estd condensado con el N-terminal del gen
SLC34A2 (véase la figura 1, panel B y C). El gen de fusion de SLC34A2-ROS esta dentro del marco y condensado
con los primeros 126 aminoacidos de SLC34A2 hasta los ultimos 598 o 495 aminoacidos de ROS (véase la figura 1,
panel B), respectivamente, lo cual resulta en dos variantes de la proteina de fusion (largo, corto). EI SLC34A2 se
localizé en el cromosoma 4p15, mientras que ROS esta sobre el cromosoma 6g22. Asi, se creo el gen de fusion con
t(4;6)(p15;922). Véase la figura 8, panel superior.

La fusion de SLC34A2 y ROS fue confirmada mediante PCR de transcriptasa inversa del ARN.

Ejemplo 5: La proteina de fusion de SLC34A2-ROS dirige el crecimiento y la supervivencia de células 293
transfectadas

Para confirmar que la expresion de la proteina de fusion de SLC34A2-ROS puede transformar células normales en
un fenotipo canceroso, células de rifion embrionario humanas (células 293) se transfectaron con la construccion de
ADNCc descrita anteriormente, que codifica el variante largo de la proteina de fusion de SLC34A2-ROS.

La construccion del ADNc de SLC34A2-ROS descrita anteriormente (que codifica el variante largo de la proteina de
fusion) se inserté en un vector de virus MSCV y se transfectdé en células HEK293 empleando el reactivo de
transfeccion SuperFect (Qiagen). Cuarenta y ocho horas después, las células HEK293 transfectadas se recolectaron
y se comprobaron mediante transferencia Western para confirmar la expresion de la proteina de fusion de SLC34A2-
ROS recombinante (variante largo) con el peso molecular esperado (véase la figura 9).

Ejemplo 6: La proteina de fusion de SLC34A2-ROS dirige el crecimiento y la supervivencia de una linea de
células de mamifero transformadas

Para confirmar que la expresion de la proteina de fusion de SLC34A2-ROS puede transformar células normales en
un fenotipo canceroso, pueden transformarse células 3T3 con una construcciéon de ADNc descrita anteriormente.
Las células se mantienen en medio DMEM (Invitrogen) con suero de ternera fetal al 10% (FCS) (Invitrogen).

La produccion del sobrenadante retrovirico y la transduccién se realizan como se ha descrito previamente. Véase
Schwaller et al., Embo J., 17(18): 5321-5333 (1998). Las células 3T3 se transdujeron con el sobrenadante retrovirico
que contiene los vectores MSCV-Neo o MSCV-Neo/SLC34A2-ROS (largo) o MSCV-Neo/ROS (corto),
respectivamente, y se seleccionaron para G418 (500 ug/ml). Las células transfectadas de forma estable se emplean
en un ensayo de agar blando para confirma que SLC34A2-ROS transformara a las células 3T3.

Este analisis confirmara que la expresion de la proteina de fusion de SLC34A2-ROS transforma a las células 3T3 de
modo que el crecimiento celular sea independiente de la unién a un sustrato. Después se realiza un analisis de la
transferencia Western para comprobar el estado de fosforilaciéon de ROS, SLC34A2, SHP-1 y otras posibles dianas
de ROS corriente abajo.
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Ejemplo 7: Deteccion de la expresion de la proteina de fusion de SLC34A2-ROS en una muestra de cancer
humano empleando el ensayo FISH

La presencia de la proteina de fusion de SLC34A2-ROS en muestras de tumor NSCLC humano se detectd
empleando un ensayo de hibridacion de fluorescencia in situ (FISH), segun se ha descrito previamente. Véase, por
ejemplo, Verma et al., HUMAN CHROMOSOMES: A MANUAL OF BASIC TECHNIQUES, Pergamon Press, Nueva
York, N.Y. (1988). Se estudiaron mas de 200 muestras de tumores NSCLC humanso embebidas en parafina.

Para analizar las redisposiciones que implican a ROS, se disefi¢ una sonda de ruptura de dos colores. Una sonda
proximal (BAC clon RP1-179P9) y dos sondas distales (BAC clon RP11-323017, RP1-94G16) se marcaron con
Spectrum Orange dUTP o Spectrum Green dUTP, respectivamente. El marcaje de las sondas mediante FISH de
desplazamiento de mella e interfase empleando secciones de tejido FFPE se realizé6 segun las instrucciones del
fabricanet (Vysis) con las siguientes modificaciones. Brevemente, las secciones de tejido embebidas en parafina se
rehidrataron y se sometieron a la recuperacion de los antigenos con microondas en tampén citrato 0,01 M (pH 6,0)
durante 11 minutos. Las secciones se digirieron con proteasa (pepsina 4 mg/ml, 2000-3000 U/mg) durante 25
minutos a 37 °C, se deshidrataron y se hibridaron con la sonda FISH a 37 °C durante 18 horas. Después de lavar se
aplicé 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; mg/ml) en medio de montaje Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame,
CA\) para la contratincion nuclear.

La sonda de redisposicion de ROS contiene dos sondas marcada de modo diferente en los lados opuestos del punto
de rotura del gen ROS en la secuencia de tipo salvaje (véase la figura 4B y la figura 1). Cuando se hibrida, la regiéon
ROS nativa aparecera como una sefal de fusiéon naranja/verde, mientras que la redisposicion en este locus (tal
como aparece en la proteina de fusion de SLC34A2-ROS) producira sefiales naranjas y verdes distintas. Véase la
figura 11.

El analisis FISH revel6 una baja incidencia de esta mutacion de ROS en la muestra de poblacion estudiada. Dos de
123 tumores, o 1,6% de los tumores, contenian la mtuacién de fusién. Sin embargo, dada la alta incidencia de
NSCLC a nivel mundial (mas de 151.000 nuevos casos anuales solo en EEUU), se espera que exista un nimero
significativo de pacientes que porten esta ROS mutante, y estos pacientes pueden beneficiarse de un régimen
terapéutico inhibidor de ROS.

Ejemplo 8: Deteccion de la expresion de la ROS quinasa mutante en una muestra de cancer humano
empleando el ensayo de PCR

La presencia de una ROS quinasa truncada y/o una proteina de fusién de SLC34A2-ROS en una muestra de cancer
humano puede detectarse empleando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con transcriptasa inversa (RT)
0 genomica, tal como ha sido descrito previamente. Véase, por ejemplo, Cools et al., N. Engl. J. Med., 348: 1201-
1214 (2003).

Brevemente y como ejemplo, pueden obtenerse muestras de tumor o de efusion pleural de un paciente que tiene
NSCLC empleando técnicas convencionales. Se construyen sondas de PCR contra la ROS quinasa truncada o la
proteina de fusién de SLC34A2-ROS. Puede emplearse el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) para extraer ARN de las
muestras de tumor o de efusion pleural. El ADN puede extraerse empleando el kit DNeasy Tissue Kit (Qiagen). Para
la RT-PCR, el ADNc de primer hebra se sintetiza, por ejemplo, a partir de 2,5 ug de ARN total empleando, por
ejemplo, el sistema de sintesis de primera hebra SuperScript™ Ill (Invitrogen) con oligo(dT)zo. Después, el gen de
fusion de SLC34A2-ROS se amplifica mediante el uso de parejas de cebadores, por ejemplo, SLC34A2-F1 y ROS-
P3 (véase el anterior ejemplos 4). Para la PCR gendmica, la amplificacion del gen de fusion puede realizarse
empleando la ADN polimerasa Taq de alta fidelidad Platinum (Invitrogen) con parejas de cebadores, por ejemplo,
gSLC34A2-F1y gROS-R1, 0 Gslc34A2-F1 y gROS-R2 (véase el anterior ejemplo 4).

Este analisis identificara a un paciente que tenga un cancer que se caracteriza por la expresion de la ROS quinasa
truncada (y/o la proteina de fusion de SLC34A2-ROS), y este paciente es candidato a un tratamiento empleando un
producto terapéutico inhibidor de ROS.

Ejemplo 9: Deteccion de la expresion de la ROS quinasa mutante en una muestra de cancer humano
empleando la formacion de perfiles de fosfopéptidos globales

Para confirmar la incidencia de la mutacién de fusion de ROS en NSCLC humano, se estudid un grupo de 34
tumores NSCLC humanos, empleando la técnica IAP de la formacion de perfiles de fosfopéptidos globales descrita
anteriormente (véase el ejemplo 1) para identificar los fosfopéptidos ROS en estos tumores. Las muestras de
tumores (tumores diseccionados congelados inmediatamente y mantenidos en nitrégeno liquido) se obtuvieron de un
colaborador clinico en China (Segundo Hospital Xiangya, Universidad Sur Central Changsha, Hunan).

Se homogeneizaron aproximadamente 300 miligramos de tejido congelado en 3 ml de tampdn de lisis de urea
empleando un homogeneizador Polytron. El lisado celular se aclard, se redujo, se alquilé y después se digirié6 con
tripsina durante la noche a temperatura ambiente. Estos 34 tumores se preseleccionaron para la sefializacion de
fosfotirosina mediante inmunohistocitoquimica empleando protocolos convencionales y se determind que eran
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positivos.

La formacion de perfiles de fosfotirosina global de estas muestras se realizé6 como se describié en el anterior ejemplo
1. Los resultados de la formacién de los perfiles mostraron que una de estas 34 muestras presentaba fosfopéptidos
de ROS y fosfopéptidos de SLC34A2 (véase la siguiente tabla 1 (los otros fosfopéptidos detectados no se muestran)
y también moléculas corriente abajo, tales como fosfopéptidos IRS-1 e IRS-2. La firma del perfil de tirosina de este
tumor es muy similar a la de la linea celular de NSCLC HCC78 (véase la tabla 1), tal como se esperaba. El analisis
FISH también demostré que el tumor tenia una translocacion de ROS (véase el ejemplo 7). Una RT-PCR y un
analisis de secuenciacion de ADN puede utilizarse para confirmar que la activacion de ROS en este pacientes (y
otros pacientes que portan la translocacion de ROS) es debida al transcrito aberrante de SLC34A2/ROS.

Tabla 1. Formacion de perfiles de fosfopéptidos de tumores NSCLC humanos

HCC78 cs042

Nombre Registro Sitio Péptidos (linea celular) (tumor)
ROS P08922 1923 GLAAGVGLANACYAIHTLPTQEEIENLPAFPR 1 1
DIyKNDYYR; DIYKNDYyR; DIyKNDyYR;
ROS P08922 2110 DIyKNDyyRKRGEGLLPVR 12
ROS P08922 2114 ~ DIYKNDyYR; DIYyKNDyYYR; DIyKNDnyKRGEGLLPVR 11 3
ROS P08922 2115 DIyYyKNDYyR; DIyKNDyyRKRGEGLLPVR 1 1
EGLNyMVLATECGQGEEK;
NREGLNyMVLATECGQGEEK;
EGLNYMVLATECGQGEEKSEGPLGSQESESCGLR;
ROS ) P08922 2274 NREGLNyMVLATECGQGEEKSEGPLGSQESESCGLR 20

QVAyCPSGKPEGLNYACLTHSGYGDGSD;
. QVAyCPSGKPEGLNYACLTHSGYGDGSD;
ROS P08922 2323 QVAyCPSGKPEGLNYACLTHSGYGDGSD 4 1

QVAYCPSGKPEGLNyACLTHSGYGDGSD;
QVAYCPSGKPEGLNyACLTHSGyGDGSD;

ROS P08922 2334 QVAYCPSGKPEGLNyACLTHSGYGDGSD 7 2
QVAYCPSGKPEGLNyACLTHSGyGDGSD;
ROS P08922 2342 QVAYCPSGKPEGLNYACLTHSGyGDGSD 3
IRS-1 P35568 612 GGHHRPDSSTLHTDDGyMPMSPGVAPVPSGR 1
IRS-1 P35568 632 KGSGDyMPMSPK 2 1
‘ VDPNGyMMMSPSGGCSPDIGGGPSSSSSSSNAVPSGT
IRS-1 P35568 662 SYGK 3
IRS-2 Q9Y4H2 598 QRPVPQPSSASLDEYTLMR 1
IRS-2 Q9Y4H2 653 SSSSNLGADDGYMPMTPGAALAGSGSGSCR 5
IRS-2 Q9Y4H2 675 SDDyMPMSPASVSAPK 4
~ 1RS-2 Q9Y4H2 742 ASSPAESSPEDSGyMR 3 3
APYTCGGDSDQyVLMSSPVGR;
IRS-2 Q9Y4H2 823 SYKAPYTCGGDSDQyVLMSSPVGR 2 5
SLC34A2 095436 54 IELLPSySTATLIDEPTEVDDPWNLPTLQDSGIK 1 1
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Pro

Phe

Trp

Thr

Leu

- 600

Val
615

Asn
Glu
élu
Leu
Glu

695

Tyr

Ile

Ser

Gly

Lys

Arg

630

Lys

Ala

ES 2539830 T3

Asn

Phe

585

Asn

Asn

Asp

Leu

Ser

665

Lys

Gln

Cys

Leu

570

His

Ser

Glu

Asp

Asn

650

Glu

.Glu

Val

Leu

555

Met

Arg

Ile

Ser

Ile

635

Tyr

Gly

Glu

Ala

Thr
715

45

Thr

Ile

Phe

620

Met

Met

Pro

Lys

Tyr

700

His

Gln

Gln

Lys

605

Glu

Pro

Val

Leu

Glu

685

Cys

Ser

Cys

Asp

Trp
575

Gln

590 -

Ser

Gly

val

Leu

Gly

670

Pro

Pro

Gly

Arg

Glu

Ala

Ala

655

Ser

His

Ser

Tyr

560

Ala

Leu

Asp

Asp

Leu

640

Thr

Gin

Ala

Gly

Gly
720

60



gcegeaggte
actgaggcac
gatgagcecca
aagtggtcag
ttgattttac
gccttccage
gggagtaaaa
tatatccttg
aagatgacat
ggaatatttc
atcagtgaga
cttactatta
agaagattaa
aaagagttag
gcaatacata
aaactgactc
gcagtggaca
aagagttcca
tttaatcoatc
attatcctgg
gcaacgtttt
tcaaaagget
aattgcctty
ggactcgcca
ccagttcggt
gtatggtctt

gctcatteca

agcagcccac
c%gtaaccau
ctgagatgga

agagagacac

ttctcggatt

tggttggage
attcaataca
agataagaaa
ttaatggatc
agttcagagt
atattatatt
tagttogaat
agaatcaaaa
ctgagetgeg
ctettecaac
tgcgtctctt
tcttaggaét
cagaﬁcaggu
ccaacattct
aactgatgéa
atggtectit
gtgtctactt
tttccgtgaa
gagacatcta
ggatggctcc
ttggaattct

accttgatgt

toccectgat
gattgaactt
tgacccctgg
caaagggaag
tctctacttt
tggagtccca
gtgggagaaa
gagcacttca
cégcagtagt
agtagctgca
agttggagat
atttctggtt
aagtgccaag
aggtctggcea
ccaagaggag
gctgggaagt
tggaagtgga
gaagattgaa
gaagcagett
gggaggagac
actcaccttg
ggaacggatg
agactatace
taaaaatgat
agacagtttyg
gatttgggag

gttaaactat

ES 2539830 T3

aaaagcaaag
ctgcegtect
aacctaccca
attctctgtt
ttcgtgtgct
aataaaccag
gftgaagata
aataatttac
gtttgecacat
oataatctag
gatttttgga-
gttacaatcce
gaaggggtga
gccggagtag
attgaaaatc
ggagcctttg
gaaatcaaég
ttcctgaags
ggagtttgtc_
cttcttactt
gttgaccttg
catttcatte
agtccacgga
tactatagaa
atggatggaa
attttaactc

gtgcaaacag

46

agaccaacaq
actccacgyc
ctcttcagga
tcttccaagg
ccctggatat
gcattecccaa
atggatgtag
agaaccagaa
ggaagtccaa
ggtttggtga
taccagaaac

cactgacctt

cagtgcttat’

gcctggcetaa
ttcctgccit
gagaagtgta
tagcagtgaa
aggcabgtct
tgctgaatga
atttgcgtaa
tagacctgtg
acagggatct
tagtgaagat
agagagggaa
tcttcactac
ttggtcatca

gagggagact

aacagataac
tacactgata
ctcggggate
gattgggaga
tcttagtage
attactagaa
aattacatac
tttaagatgg
aaacctgaaa
atatagtgga
aagtticata
tatctggeat
aaacgaagac
tgcctgetat

cectegggaa

tgaaggaaca

gactttgaag
gatgagcaaa
accccaatac
agcccggata
tgtagatatt
ggcagcetaga
tggdgacttt
aggcctgetc
tcaatctgat
gccttatcca

ggageccacca

120
189
249
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

200

. 960@

1020

1080

1149

1200

1260
132@
1389
1449
1500
1560
1629

1680



10

agaaattgtc
cacagaccta
uatagcﬁ%tt
gaaggtgaag
utégaaacga
ggtgaagaaa
a;agaagaga
tgcccttctg

gatgggtctg

<210>3
<211> 621
<212> PRT

ctgatgatct
cttttcatag
ataagtccag
atggcgatgt
agaaccgaga
agtctgagag
aggaaccaca
gcaagcctga

gttaa

<213> Homo sapiens

<400> 3

Met Ala Pro Trp

1

Tyr Leu

Lys Glu

35

Glu Leu

50

Glu
65

Val
Lys

Trp

Gly Ile

Glu
Thr
Leu
e
Ser

Gly

Pro

Gly Ala

Asn Lys

Pro Ser:

Asp .Pro

Glu Arg

Arg Leu

1e9

gtggaattta
aattcaggac
agatgaagca
gatttgtttg
aggattaaac
tcctctagge
tgcagacaaa

aggcctgoac

Glu Leu

Ala Gly

Thr Asp

49

Ser
55

Tyr
Trp Asn
Thr

Asp

Ile Leu

Gly Asp
Gin éln
Asn Thr
Thr Ala
Leu Pro
Lys Gly

Leu Leu

ES 2539830 T3

atgacccagt
caacttcagt
aacaocagtg
aattcagatg
tatatggtac
tcccaggoat
gatttetgece

tatgcctgtc

Ala
10

Pro
25

Glu
Thr
Thr
Lys
90

Gly
105

47

Gln

Thr

Alg

Leu

Leu

Ile

Phe

gctgggcetca
tqttcagaau
gagtcataaa
acattatgce
ttgctacaga
ctgaatcttig
gagaaaaaca

tcactcacag

Pro Asn

Ala

Val
45

Pro

Ile
60

Asp
“Gln
Leu

Cys

Leu Tyr

Pro

Asp

agaaccegac
ttttttctta
tgaaagcttt
agttgcttta
atgtggccao
tggtctgagg
agtggcttac

tggatatgga

Pro Asp

Asp
30

Lys

Thr Lys

Glu Pro

Ser Gly

- 80

Phe Phe

95

Phe
110

Phe

Lys

Ser

Ile

The

Ile

Gln

Val

1740
180@
1860
1920
1930
2040
2100
2160

2175



Cys

Phe

Phe

145

Lys

Asp

Ala

Glu

Leu

225

Ile

Lys

His

Vn'L'

Gly
305

Tyr

Ser
Trp
13¢
Leu
Asn
Lys
Asn
Asn
219
Gly
Leu
Lys
Leu
Cyé
29@

Gly

Gly

Leu

115

Ile

Val

Gln

Glu

Ala

195

Leu

Ser

Gly

Gly

Met

275

Leh

Asp

Pro.

Asp

Pro

Yal

Lys

Leu

186

Cys

Pro

Gly

Val

Sér

260

Ser

Leu

Leu

Leu

Ile

Glu

Thr

Ser

165

Ala

Tyr

Ala

Al_a

Gly

245

Thr

Lys

ASn

Leu

Leu

Leu

Thr

Ile

150

Ala

Glu

Ala

Phe

Phe

230

Ser

Asp

Phe

Glu

Thr

310

Thr

Ser

Ser

135

Pro

Lys

Leu

Ile

Pro

215

Gly

Gly

Gin

Asn

pro

295

Tyr

Leu

ES 2539830 T3

Ser

120

Phe

Leu

Glu

Arg

His

200

Arg

Glu

Glu

Glu

His

280

(_iln

Leu

vVal

Ala

Ile

Thr

Gly

Gly

185

Thr

Glu

Val

Ile

Lys

265

Pro

Tyr

Arg

Asp

Phe

Leu

Phe

Val

170

Leu

Leu

Lys

Tyr

Lys

250

Ile

Asn

V‘Ile

Lys

Leu

48

Gln

Thr

Vai

155

Thr

Ala

Pro

Leu

Glu

235

Val

Glu

Ile

Ile

Ala
315

Val

Leu
Ile
146
Trp
Val
Ala
Thr
Thr
220
Gly
Ala
Phe
Leu
Leu
300

Arg

Asp

val

125

Ile

His

Leu

Gly

Gln

205

Leu

Thr

Val

Leu

Lys
285
Glﬂu

Met

Leu

Gly
Val
Arg
Ile
val
190
Glu
Arg
Ala
Lys
Lys
270
Gin
Leu
Ala

Cys

Asp

Gly

Arg

Asn

175

Gly

Glu

Ley

Val

The

255

Gtu

Leu

Met

Thr

Val

Asp
Ile
Leu
160
Glu
Leu
Ile
Leu
Asp
240
Leu
Ala
Gly
Glu

Phe

320

Asp



Ile
Asp
Pro
Lys
385
Trp
Asp
His
Gln
Trp
465
Thr
Leu

Ile

Ser

Ser

Leu

Arg

370

Asn

Met

Val

Gln

Thr

450

Asn

Phe

Asn

Asn

Asp
530

Lys
Ala

355

Ile
Asp
Ala
Trp
Pro
435
Gly
Leu
His
S_er'
Glu

515

Asp

Gly
349

Ala

Val

Pro

Ser

420

Tyr

Gly

Met

Arg

Ite

500

Ser

Ile

325

Cys
Arg
Lys
Tyr'l

Glu

Val

Asn

Ile

Arg

390

Ser

405 -

Phe

Pro

Arg

Thr

Ile

485

Tyr

Phe

Met

Gly

Ala

Leu

Gln

4740

Gln

Lys

Glu

Pro

Gly

375

Leu

Ile

His

Glu

455

Cys

Asp

Ser

Gly

Val
535

ES 2539830 T3

Leu

Leu

360

Asp

Arg

Met

Leu

Ser

440

Pro

Trp

Gln

Arg

. 505

Glu
520

Ala

Glu

345

Val

Phe

Gly

Asp

Ile

425

Asn

Pro

Ala

Leu

Asp

Asp

Leu

330

Arg

Ser

Gly

Glu

Gly

419

Trp

leu

Arg

Gin

Gln

490

Glu

Gly

Met

49

Met

Val

Leu

Gly

395

ile

Glu

Asp

Asn

Glu

475

Leu

Ala

Asp

Glu

His
Lys
Ala
380
Leu
Phe
Ile
Val
Cys
460
Pro
Phe
Asn

Val

Thr
540

Phe

Asp

365

Arg

Leu

Thr

Leu

Leu

445

Pro

Asp

Arg

Asn

Ile

525

Lys

Ile
350

Ty_r

Asp

Pro

Thr

"Thre

430

Asn

Asp

Gln

Asn

Ser

510

Cys

Asn

335

His

Thr

Ile

Val

Gin

415

Leu

Tyr

Asp

Arg

Phe

495

Gly

Leu

Arg

Arg

Ser

Tyr

Arg

400

Ser

Gly

Val

Leu

Pro

480

Pﬁe

Val

Asn

Glu -



10

Gly Leu
545

Lys Ser

Arg Lys

Lys Gln

Ala Cys
610

<210> 4
<211> 1866
<212> DNA

Asn

Glu

Glu

Val

595

Leu

Tyr Met

Val

Leu Ala

550

Pro
565

Gly

Glu
580

Lys
Ala

Tyr

Thr His

<213> Homo sapiens

<400> 4
atggctcect

gcegeaggte
actgaggcac
gatgagccca
aagtggtcag
ttgattttac
gccttecage
atagttggaa
aagaatcaaaq
getgagetge
actcttecaa
ctgcgtctct
atcttaggag

acagaccagqg

ggcctgaatt
agcageceac
ctgtaaccaa
ctgaégtgga
agagagacac
ttctcggatt
tggttggaga
tatttctggt
aaagtgccaa
gaggtctgge
cccaagagga
tgctgggaag
ttagaagtag

agaagattga

Leu

Glu

Cys

Ser

Gly Ser

His

Pro

Ser
600

Pro

Gly
615

Tyr

gggagatgcc
tgccectgat
gattgaactt
tgacccetgg
caaagggaag
tctetacttt
tgotttttygg
tgttacaatc
ggaaggagtg
agceggagta
gattgoaaat
tggogcctitt
agaaatcaaa

attcctgaag

ES 2539830 T3

Cys

Thr Glu
- 585

Gln Glu Ser
579

Ala Asp
585

Lys

Gly Lys Pro

Gly Asp Gly

cagcccaacc
aaaagcaaag
ctgecgtect
aacctaccca
attctctgtt
ttcgtgtget
ataccagaaa
ccactgacct
ucaétgctta
ggcctggcta
cttcctgect
ggagaagtgt
gtagcagtga

gaggcacatc

50

Gly Gln

Glu

Ser

Asp Phe

Gly Glu Glu

560

Cys Gly Leu

575

Cys Gln Glu

590

Glu Gly

€05

Ser

Asp
629 B

ccgataagta
agaccaacaa
actccacagce
ctcttcagga
tcttccaagg
ccctggatat
caagtttcat
ttgtctagcea
taaacgaaga
atgcctgeta
tccetcggga
atgaaggaac
agactttgaa

tgatgagcaa

teu Asn Tyr

cctcgaaggg
aacagataac
tacactgata
ctcggggatc
gattgggaga
tcttagtage

acttactatt

tagoagatta

caaogagttg

tgcaatacat :

aaaactgact
agcagtggac
gaagggttce

atttaatcat

60

120

189

249

300

360

420

480

540

600

660

720

780

340
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cccaacattce
gauétgatgg
tatggtcctt
tgtgtctact
gtttccgtga
agagacatct
tggatggctc
tttggaatte
aaccttgatg
cctgatgutc
acttttcata
tataagtcca
gotggcgatg
aagaaccgag
oagtctgagg
aaggaaccac
ggcaagcctg
gattaa
<210>5

<211>690
<212> PRT

tgaagcagct
agggaggaga
tactcacctt
tggaacggat
aagactatac
ataaaﬁatga
cagoaagttt
tgatttggga
tgttaaacta
tgtggaattt
gaattcagga
gagatgaagc
tgatttgttt

aagggttaan

gtcctectagg

atgcagacaa

aaggcctgaa

<213> Homo sapiens

<400> 5

tggagtttgt
ccttcttact
ggttgacctt
gcatttcatt
cagtccacgg
ttactataga
gatggatgéa
gattttaact
tgtgcaaaca
aatgacccag
ccaacttcag
aaacaacagt
gaattcagat
ctatatggta
ctcccaggaa
agatttctgc

ctatgcctgt

ES 2 539

ctgctgaatg
tatttgcata
gtagacctgt
cacagggatc
atagtgoaga
aagagagggg
atcttcacta
cttggtcatc
ggagggagac
tgctgggcte
ttattcagaa
ggagtcataa
gacattntgc.
cttgctacag
tctgaatctt
caagaaaaac

ctcactcaca

830 T3

aaccccoata
aagcceggat
gtgtagatat
tagcagetag
ttggagactt
aaggcctgcet
ctcaatctga
agccttatcce
tggagccace
aagaascega
attttttctt
atgaaagctt
cagttgcttt
aatgtggcca
gtggtctgag
aagtggctta

gtggatatgg

cattatcctg
ggcaacgttt
técuaaaggc
oaattgcctt
tggactcgece
cccagttegg
tgtatggtct
agctéattcc
aagaaattgt
ccaaagacet
aaatagcatt
tgaaggtoaa

aatggoaacg

aggtgaagaa

gaaagaagag
ctgceccttct

agatgggtct

9¢9
960
1020
1089
1140
1260

126¢

1320

1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740
1200
1860

1866

Met Ala Pro Tep Pro Glu Leu Giy Asp Ala_Gln Pﬁo Asn PrdrAsp Lys

1

5

19

15

Tyr Leu Glu Gly Ala Ala Gly Gln Gln Pro Thr Ala Pro Asp Lys Ser

20

25

3e

Lys Glu Thr Asn Lys Thr Asp Asn Thr Glu Ala Pro Vol Thr Lys Ile

51



Glu
Glu
65
Lys
Gly
Cys
Met
Leu
145
Ser
Thr
Ser
Glu
Trp

225

Leu

Leu,

50

Val
Trp
Ile
Ser
Ala
130
Gly
Thr
val

Ile

Phe

210

Leu

Glu

35

Leu

Asp

Ser

Gly

Leu

115

Gly

Leu

Ser

Arg

Thr

195

Arg

Ser

Ile

Pro

Asp

Glu

Arg

100

Asp

Gln

val

Thr

Ala

182

Asn

Arg

Val

Ile

Ser

Pro

Arg

85

Leu

Ile

Phe

Ile

Ser

165

Ala

Thr

Ala

Leu

Thr
245

Tyr
Trp
Asp
Ile
Leu
Phe
Gly
15@
Ilg
Ile
Ile
Phe
Val

230

Gln

Ser

55

Asn

Thr

Leu

Ser

Ser

135

Val

Val

Pro

‘Val

Ala
215

Leu

Leu

ES 2539830 T3

40

The Ala

Leu Pro

Lys Gly

Leu Leu
105

Ser Ala
120

Asn Ser
Leu Val
Val Ser
Ite Ile

185

Ala Leu
200 .

Gly Ala

Leu Pro

Ile Val

Thr

Thr

Lys

99

Gly

Phe

Ser

Thr

Met

Leu

Leu
.75

Ile

Phe

Gln

Ile

Val

155

Val

170

Met

Met

Thr

Val

Glu
259

Gy
Gln
.Val
Glu

235

Ser

52

Ile
6@

Gln
Leu
Leu
Leu
Met
140
Leu
Ser
Ala
Val
His
220

Val

Phe

43

Asp

Asp

Cys

Tyr

Val

125

Ser

val

Sep

Asn

Gly

205

Asp

Ala

His

Glu

Ser

Phe

Phe

110

Gly

Asn

Gln

Ser

Ile

-19e

Asp

Phe

Thr

Phe

Pro

Gly

Phe

95

Phe

Gly

Pro

Ser

Leu

175

Gly

Arg

Phe

His

Lys
255

Thr

Ile

80

Gln

Val

Lys

Leu

Ser

160

Leu

Thr-

Ser

Asn

Tyr

240

Asn



Gly

Lys

Asn

The

305

Asn

Thr

Ile

Leu

Lys

385

Lys

Tyr

Ser

Ile

Glu

Leu

Asp

290

Phe

'Cys

Met

Phe

Asp

Ile

275

Glu

The

Thr

Lys

Val

. 355

Ile
3790
Ile
1"hr'
Leu
Ser

Thr

459

Thr

Thr

Leu

Leu

Ile

Ala-

Val
435

Ile

Thr

Ala

260

Val

Lys

Asn

Ser

Asn

340

Asn

Ser

Gly

Asn

Ile

420

Phe

Glu

Thr

Pro

Gln

Ala

Lys

Pro

325

Val

Phe

Leu

Ser

Thr

485

Leu

Thr

Arg

Ala

Asp

Leu

Lys

Thr

31e

Ser

Thr

His

Leu

Leu

Asp

Asn

295

Gln

Leu

Tyr

Leu

val-

- 375

Val
390
Asp
Val
Ser

Ala

Ile

Leu
Phe
Gly
Ala
Tyr

455

Leu

Leu
Lys
280
Lys
Ile
Cys
Lys
Pro
360
Leu
Lys

Pro

Ala

Leu

440

Pro

Ala

ES 2539830 T3

Lys

265

Ser

Asn

Trp

Glu

345

Asp

Cys

Phe

Gly

425

Thr

Leu

Alag

Val

Val

Leu

Val

Thr

330

Asn

Leu

Gly

Gln

Pro

410

Met

Pro

Thr

Leu

Ile.

Ile

Val

Thr

315

Asp

Ile

Ala

Cys

Val

395

Phe

Thr

Leu

Leu

Ala

53

Thr
Ser
Lys
300
Val
Gly
Ala
Val
Leu
386
Ala
Ala
Phe
Ile
Gly

460

Sgr

Lys
Gln
285
Ile
Pro
Ile
Lys

Gly

365

Ile
Thr
Trp
Ile
Gly
445

Ser

Pro

Pro

270

Ile

Trp

Ser

Gln

Cys

350

Thr

Met

Val

Leu

Val
430

Ile

Asn

Gly

Phe

Ala

Cys

Thr

Asn

335

Gln

Ile

Ile

Ile

Thr

415

Gin

Gly

Ile

Asn

Thr

Met

Lys

Ala

320

Trp

His

Leu

Val

Lys

400

Gly

Ser

val

Gly

Ala



ES 2539830 T3

465 | 470 475 480

Leu Arg Ser Ser Leu Gln Ile Ala Leu Cys His Phe Phe Phe Asn Ile
485 490 495

Ser Gly Ile Leu lLeu Trp Tyr Pro Ile Pro Phe Thr Arg Leu Pro Ile
500 505 510

Arg Met Ala Lys Gly Leu Gly Asn Ile Ser Ala Lys Tyr Arg Trp Phe
515 529 - 525

Ala Val Phe Tyr Leu Ile Ile Phe Phe Phe Leu Ile Pro Leu Thr Val
530 _ 535 549

Phe Gly Leu Ser Leu Ala Gly Trp Arg Val Leu Val Gly Val Gly Val
545 550 555 , 56@

Pro Val Val Phe Ile Ile Ile Leu Val Leu Cys Leu Arg Leu Leu Gln
565 57¢ 575

Ser Arg Cys Pro Arg Val Leu Pro Lys Lys Leu Gln Asn Trp Asn Phe
580 585 590

Leu Pro Leu Trp Met Arg Ser Leu Lys Pro Trp Asp Ala Val Val Ser
595 600 605

Lys Phe Thr Gly Cys Phe Gln Met Arg Cys Cys Tyr Cys Cys Arg Val
610 615 620 '

Cys Cys Arg Ala Cys Cys Leu Leu Cys Gly Cys Pro Lys Cys Cys Arg
625 630 635 " 640

Cys Ser Lys Cys Cys Glu Asp Leu Glu Glu Ala Gln Glu Gly Gln Asp
645 .. 650 . 655

Val Pro Val Lys Ala Pro Glu Thr Phe Asp Asn Ile Thr Ile Ser Arg
060 665 670 .

Glu Ala Gln Gly Glu Val Pro Ala Ser Asp Ser Lys Thr Glu Cys Thr
675 680 685

Ala Leu
690

<210> 6
<211> 2280
<212> DNA

54



<213> Homo sapiens

<400> 6
cgggccaggt

accatggete
ggggccgeag
aacactgagg
atagatgagc
atcaagtggt
agattgattt
agcgecttee
atgtccaacc
fccagcucct
gétgccatcc
gcgctecatgce
catgacttct
tacctcgaga
gcceccagatc
aaaadagtta
aagatttggt
gctaﬁctgca
aatgtgacct
ccggatettg
ctgatcatga

aagaagacca

ttccaggcete
cctagectga
gtcagcagece
cacctgtaac
ccactgaggt
cagagagaga
tacttetcgg
agctggttgg
ctttgttagg
caacgtccat
ccattatcat
aggtgggaga
tcaactgget
tcataaccca
ttctgaaagt
tcagccaaat
gcaaoacttt
cctcccctfc
acaaggagaa
ctgtgggceac
ttgtcaagat

tcaacactga

ggecgecgee
ottgggagat
cactgccect
caagattgaa

ggatgaccce

caccaaaggg

atttetctace
aggaaaaatg
gctggtgate
cgttgtcagce
gggggccaoac
tcggagtgag
otccgtgttg
gcftutagtg
catcactaag
tgcaatgaac
tac;aacadg
cctcfgttgg
catcgecaaa
catcttgetc
cctgggctct

tttcccettt
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tcecatcccag
chcagccca
gataaaagca
cttetgcegt
tggaacctac
aagattctct
tttttcgtat
gcaggacagt
ggagtgctag
atggtgtcct
attggaacgt
ttcagaagag
gtgctcttge
gagagcttce
cccttcacaa
gatgaaanaag
acccag&tta
aﬁggatggca
tgccagcata
utactctecc
gtgctcaoagyg

ccctttgeat
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cacctgegga
accccgataa
aagagaccaa
cctactccac
ccactcttea
gtttcttcca
gctccetgga
tetteageaa
tgabcgtctt
cttcattget
caatcaccaa
cttttgcagg
ccgtggagat
acttcaagaa
agctcattgt
cgaauaacaq
acgtcactgt
tccaaﬁactg
tctttgtgaoa
tgctggtect
ggcaggtcgce

gattgactgg

gagagcgctg
gtacctcgaa
caaaacagat

ggctacactg

ggactcgaag

agggattggg

tattcttagt

cagctctatt

agtgcagage

cqctgttcgg
cactattgtt
agccactgtc
ggccocccat
tggagaagat

ccagctggat

gagtettgte:

teccetegact
g&ccatgaag
tttccacctc
ctgtogttgce
cactgtcatc

ctacctggec

6@
120
130
240
300
360

‘420

. 480

549
600
660 -
720
789
840
9ee
960
1020
1080
1140
1200
1260

1320
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atcctegtcg gggqcaggeat gaccttcatc gtacagagca gectctgtgtt cacatcggec 1380
ttgacccece tgattggaat cggcgtgato accattgaga gggcttotce actcacgetg 1449
ggctccaaca tcggeaccac caccaccgec atcctggeeg ccttagecag ccctggeaat 1509
gecattgagga gttcactceca gatcgecetg tgccactttt tettcaacat ctecggeate 1560
ttgctgtggt acccegatccc gttcactege ctgeccatee geatggecaa gggactggac 1620
aacatctctg ccaagtatcg ctggttcgec gtcttctace tgatcatctt cttcttcectg _1630
atcccgetga cgatgtttyg cétctcgctg gcecggcetgge gaqtgctggt tggtatcagg - 174@
gttcecgteg tcttcatcat catcctggta ctgtgectcc gactcctgea gtctegetgec 1808
ccacgegtce tgccgaagaa actccagaac tggaacttcc tgccgetgtg gatgegetceg 1860
ctgaagccct gggatgcegt cgtctccaag ttcoccgget getteccagat gegetgetge 1920
tactgctgcc gcgtgtgetg ccgegegtge tgecttgetgt gtggctgece caagtgctge 1980
cgétgcagca agtgctgcga ggocttggag goggcgeagg dggggeagga tgteccctgte 2040
aaggctcctg agacctttga toaacatoacc attagcagag aggctcagag tgaggtecct 2100
gcctcggact ceaagaccga atgcacggece ttataggaga cgecccagat tgtcagggat 2160
aggdggatgg tccttgagtt tigeatgete toctccctec cacttctgea cocttteace 2220
acctcgagga gatttgctcc ccattagcga atgaoattga tgcagtccta aanaacaaaaa 2280
<210>7
<211> 2347
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400>7
Met Lys Asn Ile Tyr Cys Leu Ile Pro Lys Leu Val Asn Phe Ala Thr
1 5 10 15
Leu Gly Cys Leu Trp Ile Ser Val Val Gln Cys Thr Val Leu Asn Ser
20 25 30

Cys Leu Lys Ser (ys Val Thr Asn Leu Gly Gln Gln Leu Asp Leu Gly .

35 49 45
Thr Pro His Asn Leu Ser Glu Pro Cys Ile Gln Gly Cys His Phe Trp

56



Asn
65
Glu
Glu
" His
Tyr
Thr
145
" Phe
Gln
vVal
Asp
Ile
225

Ala

Thr

S50

Ser

Val

Asn

Asn

Ile

130

Lys

Thr

f.eu

Pro

Thr

210

Leu

Gly

Ile

val

Gly

Ala

Met

115

Ile

Thr

Glu

Tyr

Glu

195

val

Gly

Thr

Tyr

Asp

Cys

Asp-

100

Thr

Gln

Val

Tyr

Ser

180

Thr

Glu

Tyr'_

Gln

Arg
260

Gln
Ser
85

Leu
Leu
Trp
Ser
Ile
165
Pro
Ala
Val
Asn
Arg

245

Phe

Lys
70

Ser
Pro
Arg
Lys
Arg
150
Phe
Pro
Pro

Ser

Leu

230

Thr

Ser

55

Asn
Ala
Thr
Trp
Tyr
135
Pro
Arg
Ser
Leu
Trp
215
Arg

Ser

Ile
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Cys

Glu

Ala

Lys

120

Ald

Ser

Val

Pro

Ile

200

Asp

Leu

Phe

Ala

Ala

Gly

Pro

ies

Ser

Gln

Val

Ser

135

Pro

Ile

Gln

Ala
265

Leu
Ala
99

Phe

Ala

Leu

Val

Trp

170

Tyr

Asn
Pro
Ser
Phe

259

Val

Lys

75

Tyr

Ala

Asn

Leu

Val.

158

Ile

Arg

Ile

Gln

Lys

60 .

Cys
Glu
’Ser
Phe
Giy
140
Ly§
Phe
Thr
Glu
Phe

220

Asn

235 -

Tyrj

Asn

57

Ser

Glu

Arg

Glu

Ser

Ser

125

Ser

Pro

Tar

His

Ser

2@5

Pro

Gln

Thr

Val

Glu

Glu

Ile

110

Gly

Trp

Leu

Ala

Pro

199

Ser

Gly

Lys

Leu

Gly
270

Ser

Val

95

Gly

Val

Thr

His

Gln

175

His

Ser

Gly

‘Leu

Pro
258

Glu

Cys
80

Leu
Ser
Lys
Tyr
Pro
16@
Leu
Gly
Pro
Pro
Asp
240

Asn

Giy



Pro
Glu
Ser
305
Ile
Val
Met
Ile
Met
385
Glu
Asp
Arg
Ile
Lys

465

Phe

Glu

Glu

290

Leu

Tyr

Tyr

Ser

Ser

370

Asp

Glu

Ser

Ala

Val

450

Arg

Leu

Ala
275
Gln
Lys
His
Phe
Asp
355
Ser
Glu
Ile

Tyr

Asp
435

Glu

Ile

Asp

Glu

Trp

His
Asn
Ser
349
val
Ile
Leu
Thr
Asn
420
Leu
Ser

Ile

Gly

Ser
Leu
Leu
Ile
325
Glu
Ser
Ser
Val
Pro
4@5

Gly

Pfo

Cy§

Tyr

Ser

Ser

Phe

Val

310

Thr

Gly

Asp

Ile

Cyé

390

Pro

Tyr

Val

Thr

Phe.

470

Ala

Ile

Leu

ES 2539830 T3

Thr
280

Ser

295

Asp

Gly

Thr

Leu

Asp

375

Val

Ser

Val

Pro

Leh

455

Asn

Ser

Glu

Ile

Leu

Arg

360

Trp

Cys

Ile

Phe

Ser

440

LQS

Asp

His

Thr

Arg

Ala

Ser

Ile

345

Ile

Leu

Asp

Ser

Tyr

425

Gly

Asp

Thr

Leu

Ser

Lys

His

Val

33e

Trp

Phe

Tyr

Leu

Ala

410

Leu

Arg

Phe

Ala

Ile

58

Ser
Thr
Cys
315
Asp
Ala
Tye
Gln
Glu
395
Pro
Leu
Cys
Ala
Gln
475

Leu

Ser

Ser

3ee

Leu

Val

Lys

Arg

Arg

380

Asn

cln

Arg

Ala

Ile

460

Val

Pro

Ala
285
Leu
Arg
His
Lys
Gly
365
Met
Cys
Lys
Asp
Glu
445
Lys
Phe

Arg

Val

Arg

Leu

Gln

Ala

350

Ser

Tyr

Ser

Ile

Gly
430

Ala

bl"O

Met

Ile

Gln

Lys

Asp

Gln

335

Ala

Gly

Phe

Asn

Val

415

Tle

Val

761n

Seﬁ

Pro

Gln
Arg
Ala
320 .
Ile
Asn
Leu
Ile
Ile
490
Ala
Tyr
Arg
Ala
The

480

Phe
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435 490 . 485

Ala Asp Val Lys Ser Phe Ala Cys Glu Asn Asn Asp Phe Leu Val Thr
500 595 - 510

Asp Gly Lys Val Ile Phe Gln Gln Asp Ala Leu Ser Phe Asn Glu Phe
515 520 525

Ile Val Gly Cys Asp Leu Ser His Ile Glu Glu Phe Gly Phe Gly Asn
530 535 549

Leu Val Ile Phe Gly Ser Ser Ser Gln Leu His Pro Leu Pro Gly Arg
545 550 555 ; >568

Pro Gln Glu Leu Ser Val Leu Phe Gly Ser His Gln Ala Leu Val Gln
565 570 - 575

Trp Lys Pro Pro Ala Leu Ala Ile Gly Ala Asn Val Ile Lew Ile Ser'
- 580 ' 585 598

Asp Ile Ile Glu Leu Phe Glu Leu Gly Pro Ser Ala Trp Gln Asn Trp
595 600 605

Thr Tyr Glu Val Lys Val Ser Thr Gln Asp Pro Pro Glu Val Thr His
610 615 620

Ile Phe Leu Asn Ile Ser'Gly Thr Met Leu Asn Val Pro Glu Leu Gln
625 630 635 640

Ser Ala Met Lys Tyr Lys Val Ser Val Arg Ala Ser Ser Pro Lys Arg
645 650. : 655

Pro Gly Pro Trp Ser ﬁlu Pro Ser Val Gly Thr Thr Leu Val Pro Ala
660 665 ) + 670

Ser Glu Pro Pro Phe Ile Met Alg Val Lys Glu Asp Gly Leu Trp Ser
675 630 685

Lys Pro Leu Asn Ser Phe Gly Pro Gly Glu Phe Leu Ser Ser Asp Ile
690 : 695 700

59



Gly

705

Asp

Ser

Phe

Ile

Val

785

Leu

Glu

Val

Val

Gln

865

Ser

Trp

Thr

Asn

Thr

Glu

Glu

Glin

770

Lys

Tyr

‘Ser

Ile

Gln

850

Ser

Glu

Ile

Ser

Val

Lys

Asn

Trp

7535

Arg

Leu

Trp

Ser

Ala

835

Asp

Thr

Ile

Asn

Val

Ser

Gly

Tyr

740

Leu

Gln

Leu

Thr

Leu

820

Leu

Ser

Gly

Ser

Gly
980

Ser

Asp

Asp

725

His

Gly

Ser

Val

Thr

805

Val

Thr

Gln

Asp

Gln

885

Phe

Val

Met

719

Val

Leu

His

val

Asn

790

Leu

Leu

Leu

Cys

Thr

870

Asn

Arg

Leu

Asp
Phe
Pro
Phe
Leu
775
Asp
Tyr
Gln
Asp
Ile
355
Thr
Ala

Ile

Glu

ES 2539830 T3

Trp

Val

Ser

Leu

760

Thr

Met

Sar

Thr

Leu

840

His

Ile

Leu

Ile

Pro

Tyr
Trp
Ile
745
Tyr
Gly
Val
Val
Gln
825
Ser
Leu
Thr
Met
Thr

9205

Ala

Asn-

Leu

730

Ala

Trp

His

Val

Glu

810

Pro

Asp

Tyr

Glu

Tyr

890

Thr

Arg

60

Asn
715

Leu

Gly

Ala

Thr

Asp

795

Ser

Trp

Gly

Thr

Phe

875

Tyr

Gin

Phe

Ser

Asn

Ala

Gly

Asp

780

Ser

Thr

Phe

Leu

Ala

860

Alg

Ser

Glu

Asn

Leu

Gly

Gly

Lys

765

Ile

Val

Arg

Ser

Leu

845

Val

Ala

Ile

Tyr
Thr
Ala
750
Thr
val
Gly
Leu
Gly
330
Tyr
Leu
Trp

Arg

Gly

" 910

Gln

Pﬁe

Tyr

Asp

735

Leu

Tyr

Thr

Gly

Asn

815

Lys

Trp

Arg

Ser

l:eu

895

Gln

Thr

Ser

720

Ile

Ala

Val

His

Tyr

860

Gly

Lys

Leu

Giy

Thr
880

-Phe

Lys

Ile
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915 920 325

Ile Gln Thr Ser Leu Lys Pro Leu Pro Gly Asn Phe Ser Phe Thr Pro
930 935 949

Lys Val Ile Pro Asp ‘Ser Val Gln Glu Ser Ser Phe Arg Ile Glu Gly
945 as@ a55 960

Asn Ala Ser Ser Phe Gln Ile Leu Trp Asn Gly Pro Pro Ala Val Asp
965 ' 970 975

Trp Gly Val Val Phe Tyr Ser Val Glu Phe Ser Ala His Ser Lys Phe
A 98e 985 990

Leu Ala Seb Glu G1ln His Ser Leu Pro Val Phe Thr Val Glu Gly Leu
995 1660 1085

Giu Pro Tyr Ala Leu Phe Asn Leu Ser Val Thr Pro Tyr Thr Tyr
lpo10 1@15 1220 :

Trp Gly Lys Gly Pro Lys Thr Ser lLeu Ser Leu Arg Ala Pro Glu
1025 1839 1035

Thr Val Pro Ser Ala Pro Glu Asn Pro Arg Ile Phe Ile Leu Pro
1940 1045 : 1059

Ser Gly Lys Cys Cys Asn Lys Asn Glu Val Val Val Glu Phe Arg
1055 1060 1065

Trp Asn Lys Pro Lys His Glu Asn Gly Val Leu Thr Lys Phe Glu
107@ 1075 . 1080

Ile‘Phe Tyr Asn Ile Ser Asri  Gln Ser Ile Thr Asn Lys Thr C&s
1985 ‘ 1990 , 1095 S

Glu Asp Trp Ile Ala Val Asn Val Thr Pro Ser Val Met Ser Phe
1100 1105 111@

Gln Leu Glu Gly Met Ser Pro Arg Cys Phe Ile Ala Phe Gln VYal
1115 1120 1125

61



Arg

Lys

Leu

‘Val

Tyr

Leu

Gin

Ile

Met

Arg

Ser

“Asn

Leu

Arg

Ala
1130

Ser
1145

Leu
1169

Val
1175

Thr
1190

Phe
1205

Asp
1220

Ser
1235

Gln
125@

Glu
1265

Val
1280

Phe
1295

His
1310

Asn

Phe

Thr

Gly

Trp

Ala

Leu

Ser

Arg

val

Val

Tyr

Gly

Arg

Gln

Thr

Thr

Asn

Thr

Asp

Leu

Leu

His

Phe

Lys

Pro

Tyr

Ile

Cys

Ser
Ser
Lys
Phe
Asn
His
Val
Leu
Asp
Iie

Leu

“Gln

Leu

Ser

Lys

Glu

Ile

Ser

Glu

Leu

Phe

Tyr

Val

His

Leu

Met

Gin

Cys

Gly
1135

Ile
1159

Val
1165

Ala
118¢

Met
1195

His
1210

Asp
1225

Phe
1249

Asp
1255

Asn
1270

Ser
1285

Phe

1300

Pro
1315

Asn

ES 2539830 T3

Pro

AsSn

Phe

Glu

Gly

Asn

Ile

Ala

Leu

Arg

Arg

Tyr

Thr

Val

Gly

Pro

Leu

Arg

Tyr

Arg

Thr

Leu

Glu

Asn

Leu

Tyr

Ala

Thr

Pro

Phe

Asp

Val

Tyr

Ser

Val

Lys

His

Ser

Tyr

Ser

Thr

Glu

Tyr

Pro

Met.

Ile

Ala

Ser

Ile

Glu

Lys

Thr

Trp

Ile

Asn

Phe

62

Ala

1140

His
1155

Asp
1170

Ser
1185

Glu
. 1268

Ser
1215

Thr
123@

Ser
1245

vVal
1260

Ile
1275

Thr
1290

Ile
1365

Gln
1320

Glu

Asp

Léu

Gln

Ala

Gly

Glu

Ile

Gln

Lys

Ile

Glu

Ser

Gln

Leu

Val
Ile
Asn
Val
Asp
Leu
Asp
Asn
Tyr
Ser

Val

His

Asn

Ser

Val

Thr

Gln

Cys

Ser

Phe

Trp

Gly

Pro

Phe

Ser

Thr

Lys

Gly



1325

Ala Met
1340

Phe Ala
1355

Gln Cys
1370

Thr Leu
1385

Ile Thr
1400

Asn Gly
- 1415

Ile Leu
1430

Phe Leu
1445

Ala Thr
1460

~ Asn Leu
1475

Val Tyr
1490

Lys Tyr
1505

Asp Leu
1520

Ala

Lys

Trp

val

Ala

Ala

Ala

Ser

Asn

Thr

Tyr

Arg

Gin

Ile

Ala

Arg

Ser

Lys

Ile

Tyr

Leu’

Thr

Trp

Ala

Ile

Pro

Asp

Gln

Val

Leu

Asp

val

Ser

Ala

Ser

Tyr

Gtu

Leu

Phe

Thr

Glu

Ile

Thr

Ser

Ser

Ser

Ser

Leu

Gly

Val

Glu

Ser

1339

Ser
1345

Ile
1360

Thr

1375

Vai
1399

Thr
1405

Gln
1420

Val
;435

Asp
1450

Thr
1465

Ile
1480

Asn
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Asn

Trp

Val

Asp

Gln

Val

Met

The

Ile

Thr

Asp

1485

Phe

‘151e

Thr
1525

Gln

Tyr

Leu
Ala
Pré
Gly
Ile
Lys
Gln

val

Arg L

Ser

Arg

Asp

Met

Glu

Met

Ala

Asp

Tyr

Ala

Pro

Glu

Pro

Lys

Ser

Ile

Lys

Asp

Met

Leu

Gln

Leu

Phe

Pro

Pro

Thr

Asn

Ile

1335

Pro
135@

Leu
1365

Leu
1380

Ile
1395

Ala
1419

Arg
1425

Pro
1449

Thr
1455

Leu
1470

Pro
1485

Ser
1500

Ala

- 1515

Gln

63

Ile

153e

Leu

Glu

Ala

Tyr

Lys

Ser

Asp

Ile

AMa

Thr

Ser

Leu

Ala

Ile
Gly
Gly
Trp
Lys
Arg
Lys
Leu
Lys
Tyr
Asp
Ie

Val

Tyr

Cys

Lys

Ile

Gly

His

Ala

Asn

Thr

Leu

Leu

Glu

Lys



Asn
Ile
Tle
Arg
Gln
Arg
Arg
His
Glu
Asn
Leu
bhe
Cys

Val

Tyr
1535

Trp
1550

Asn
1565

Glu
1580

Leu
1595

Gln
1610

Leu
1625

Ser
1649

Met
1655

Thr
1670

Iie
1685

Tyr
1700

Asn
i715

Val

Tyr

Gly

Thre

Ser

Ala

Ser

Ser

Glu

Phe

Ser

Arg

Hié

Ile

Val

Ser

Lys

Thr

His

Ile

Glu

Gly

Glu

Asn

Leu

Phe

Val

Thr

vVal

Asp

Thr

val

Lys

Ser

Phe

Mef

Thr

Cln

Trp

Lys

Asn

Tyr

Pro
Lys
Arg
Pro
His
Pro
Asn
Trp
Pro
Phe
Val
Thr
Leu

Lys

Leu
1549

Asn

1555

Ser
1570

Asn
1585

Leu
1600

Asn
1615

Ile
1630

Cys
1645

Glu
1660

Asn
1675

Glu
1690

Sér
1725

Gin
1720

Thr
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Glu

Gly

Asp

Gly

Ala

Gly

Tyr

Thr

Lys

Trp

Leu

Cys

Pro

Gly

His

Val

Thr

Pro

Leu

Arg

Val

Glu

Pro

Lys

Gln

Ser

Tyr

Glu

Leu

Pro

Sep

Lys

Ile

Leu

Leu

Ser

Tyr

Ala

Lys

Gln

'Thr

Asn-

64

Pro

Glu

Leu

Glu

Pro

Thr

Lys

His

Ser

Pro

Trp

Gly

Ser

Ser

Pro
1545

Ala
1560

Ile
1575

Ser
159¢

Glu
1605

Leu
1620

Val

1635

Pro
1659

Leu
1665

lLeu
1c680@

Lys
1695

Pr6
1710

Tyr
1725

Thr

Gly

Val

Ile

Vai

Thr

Leu

Leu

Val

Val

Asn

Tyr

Ala

Asn

Ser

Lys

Gln

Ser

IArg

Pro

Val

Ala

Thr

Pro

val

Asn

Tﬁr

val

Leu

Qlu
Leu
Trp
Tyr.
Leu
Thr
Cys
Val
Glu
Asn

Glu

Val

Arg

Pro



Glu

Pro

Ala

Arg

1730

Ser
1745

Lys
1760

Glu
1775

Lys

- 1790

Lys

Ser

Asn

Ile

Leu

Thr

Glu

Met
1805

Lys
1829

Asn
1835

Leu
1850

Thr
1865

Phe
1880

Gly

1895

Leu

Ala

Arg
1910

Ile
1925

Phe

Leu

Asp

Ser

Thr

Asn

Leu

val

Ile

Val

val

Gly

His

Lys

Leu

Asn

Thr

Phe

Leu

Gly

Gly

Ile

Trp

Thr

Leu

Thr

Thr

Glu

Gly

Ser

Asn

Lys

Phe

Asp

Val

His

Val

Ala

Leu

Lys
Gly
Cys
Asn
;ly
Gly
Gly

Asp

1735

Ala
1750

Ser
1765

Arg
1780

Asn
17495

Ser
1810

Ile
1825

Glu
1840

Phe

1855

Gly

Arg

Leu

. 1990

Ala

Pro

Ile
1870

Arg
1885

Ile

Gly
1915

Thr
1930
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Gly

Lys

Ile

Leu

Cys

Phe

Tyr

Trp

Phe

Leu

Asn

Val

Gln

Val

Asn

Thr

Gln

Ser

Gin

Ser

Ile

Leu

lys

Glu

Gly

Glu

Pro Asn

Ser

Ile

Tyr Tyr

Asn

Ser

Phe

Gly

Pro

Val

Asn

Asp

Gln

Val

Arg

;le

1749

Lys
1755

Gln
1770

Ile
1785

Asn
130

Cys
1815

Val
1830

Ser

1845

Glu

Val

Gln

Lys

Leu Ala

Glu

65

Ile

Thr
1860

The

1375,

Lys
1896

Glu
1905

Asn
1920

Glu
1935

Pro

Trp

Leu

Leu

Thr

Vat

qu

Ser
Ile
Ser
LeF
Ala

Asn

Gly

Glu

Glu

Arg

Trp

Ala

Asn

Phe

Pro

Ala

Alo

Cys

Leu

Ile

Lys

Ile

Trp

Lys

Ata

Ile

Iie

Leu

Lys

Glu

Tyr

Pro



Ala

Gly

Gly

Lys

His

Gly

Met

Ala

Leu

His

Val

Gly

Gly

Met

Phe
1940

Ala
1955

Val
1970

Gly
1985

Leu
2000

Val
2015

Glu
2030

Thr
20435

Cys
2060

Phe
2075

Lys
2099

Leu
2105

Glu
2120

Asp

Pro

Phe

Gly

Ser

Met

Cys

Gly

Phe

Val

Ile

Asp

Ala

Gly

Gly

Arg

Gly

Ser

Thr

Ser

Leu

Gly

Tyr

Asp

His

Tyr

Arg

Leu

Ile

Glu

Glu

Gly

Asp

Lys

geu

Asp
Gly
II?
Arg
Thr
Asp
Leu

Phe

Lys
Vél
Glu
Gln
Phe
Asn
Leu
Pro
Ser
Asp
Ser
ile

Pro

Thre-

Leu
1945

Tyr
1960

Ile
1975

Glu
1994

Asn
2005

Glu
2020

teu
2035

Leu
2050

Lys
2065

Leu
2080

Pro
2095

Tyr

2110

val
2125

Thr

ES 2539830 T3

Thr

Glu

Lys

Lys

His

Pro_

Thr

Leu

Gly

Ala

Arg

Lyé

Arg

Gin

Leu

Gly

Val

Ile

Pro

Gln

Tyr

Thr

Cys

Ala

Ile

Asn

Trp

Ser

Arg

Thr

Ala

Glu

Asn

Tyr

Leu

Leu

val

Arg

Val

Asﬁ

Met

Asp

66

Leu

Ala

Val

Phe

Ile

Ile

Arg

Val

Tyr

Asn

Lys

Tyf

Ala

Val

Leu
1950

Val
1965

Lys
1980.

Leu
1995

Leu
z201e

Ile
2825

Lys
2040

Asp
2055

Leu
2070

Cys
2085

Ile
2100

Tyr

2115

Pro

2130

Trp

Leu

Asp

Thr

Lys

Lys

Leu

Alg

Leu

Glu

Leu

Gly

Arg

Glu

Ser

Gly

Ile

Leu

Glu

Gln

Glu

Arg

Val

Arg

Val

Asp

Lys

Ser

Phe

Ser
Leu
Lys
Ala
Leu
Leu
Met
Asp
Mef
Ser
Phe
Arg
Leu

Cly



2135

Ile Leu
2150

Ala His
2165

Arg Leu
2180

Met Thr
2195

His Arg
2210

Asn Ser
2225

Ile Asn
2240

Asn Ser
2255

Arg Glu
2270

Gly Glu
2285

Ser Cys
2300

Asp Phe
2315

Pro Glu
2330

Asp Gly
2345

<210> 8
<211> 7368
<212> DNA

Ile

Ser

Glu

Glin

Ile

Ile

Gilu

Asp

Gly

Glu

Gly

Cys

Gly

Ser

Trp

Asn

Pro

Cys

Gln

Tyr

Ser

Asp

Leu

Lys

Leu

Glin

Leu

Asp

<213> Homo sapiens

Glu
feu
Pro
Trp
Asn
Gin
Phe
Tle
Asn
Ser
Arg
Glu

Asn

Ile

Asp

Arg

2140

Leu
2155

Val
2179

Asn

2185

Ala

Gln

- 2200

Gln

Cys

Glu

Met

Tyr

Glu

Lys

Lys

Tyr

Leu
2215

Arg
2238

Gly.
2245

Pro
2260

Met
2275

Gly
2290

Glu
2305

Gln
2320

Ala
2335

ES 2539830 T3

Thr

Leu

Cys

Glu

Gln

Asp

Glu

Val

Val

Pro

Glu

Val

Cys

Leu
Asn
Pro
Pro
Leu
Glu
Asp
Val
Leu
Leu
F“

Ala

»Leb

Gly

Tyr

Asp

Asp

Phe

Ala

Gly

Leu

Ala

Gly

Glu

Tyr

Thr

His

‘Val

Asp

Gln

Arg

Asn

Asp

Met

Thr

Ser

Pro

Cys

His

67

2145

Gln
2160

Gln
2175

Leu
2190

Arg
2205

Asn
2220

Asn
2235

Val
2259

Glu
2265

Glu
2230

Gln
2295

His

Pro
2325

Ser
2340

Pro
Thr
Trp
Pro
Phe
Ser
Ile
Thr
Cys
Glu

Ala

2310

Ser

Gly

Tyr

Gly

Asn

Thr

Phe

Gly

Cys

Lys

Gly

Ser

Asp

Gly

Tyr

Pra

Gly

Leu

Phe

Leu

Val

Leu

Asn

Gln

Glu

Lys

Lys

Gly



<400> 8
caagctttca

gtatatccta
gtgatgaagc
atctgccbtt
tgcaactctt
aaagtcgtat
tgaaccgtgt
aqaogtgtcgg
agtactggaa
taééacatta
atatgcacaa
ggtcaagccc
gcagctgcag
tgaaactgcea
ctgaggatcca
caaaaatcaa
gccaaatact
agcagaatct
tttatccaga
ttgecttegg
gcaaattgtt

tgatgtatct

agcattcaaa
atatagcoaa
ccaactaatt
ggtgaagtga
ggctgectat
gtaactaatc
atccaaggdt
gﬁgtcgtgtg
actgcagacc
cgatggaaat
cttctgggaa
ctgcacccét
ctctactccce
cctttgatta
cctcaattcece
oaattagatg

atctacaggt

agtattacca

aaaacttctc
ttggatgcta
tatttctctyg

gacctgagaa

ES 2539830 T3

gatctaaatg
acaaacaaag
catatagcaa
tgaagaacat
ggatttctgt
tgggccagca
gtcacttttg
aggttggctg
taccaactgce

ctgcaaactt

gctggactta

tcactgagta
ctccaagtece

ggaatattga

-caggtggacc

cagggacaca
tttctattgc
cttcatcttc
taagaaagag
tataccataa
aaggaactct

ttttttacag

aaadaaggcta
caaaatccat
aatggagaaa
ttactgtctt
ggtacagtgt
gettgacett
gaactetgta
tagcagegeg
tccetttget
ctctggagta
tactaagact
cattttccga
cagttacagg
gagctcaagt
tattttgggt
gagaaccggt
agcagtaaat
agcagttcaa
utctttaaaul
tattacagga
Eatatgggcg

aggttcagga

68

agtattattt
cagctactcc
atfaguccgg
attccgaagc
acagttttaa
agcacaccac
gatcugaaca
gaaggtgcat
tetteccattg
aaatacatca
gtgtccagac
gtggtttgga
actcatccte
ccegacactyg
tataacttaa
ttccagtttt
gaagttggtg
caagaggaac
catttagtag
atétctgttg
aogaaggctg

ttaatttett

caaaaggcaa
tccaattgga
ccatctaaaa
ttgtcaattt
atagctgeet
atactctgag
actgtgettt
atgaagagga
gaagccacaa
ttcagtagaa
cgtcctatgt
tcttcacage
atggagttcc
tggaagtcag
ggctgatcag
actccacttt
agggtccaga
agtggetctt
atgaagcaca
atgtceeacca
ccaacatgtc

ctatctccat

60
120
180
240
300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

iZB@'

1260

1320



agattggett
agagaactgce
tgtgactgat
agaccttcct'
gttaaaggac
ccaagtctte
cccectttget
caaggteatt
gagtcacota
gcaccetctyg
tgttcaatgg
tattgadctc
atccacccaa
gaatgtacct
aaagaggceca
accoccattt
tgacccagga
caacagecte
ggatatctca
gtggctgggt
gttgacggga
ggattéagtt
aaatggggaa
tgctctaact
tattcacctg
atttgcagec

gctgttctgg

tatcacagaa
tcaaacatceg
tcatacaatg
gtaccatctg
tttgcaatca
atétcaacut
gatgtgaaaa
ttccaacagy
gaagaatttg
ccaggecegee
aagecctecta
tttgaattag
gaccctccetg
gagctgeaga
ggcccctggt
atcatggcetg
gagttcttat
tuctﬁcagtg
gagaattatc
cactttctct
cacacagaca
ggtggatatc
agttcccttg
ttagacctca
tacacagctg
tggagtactt:

atcoatggct

ES 2539830 T3

tgtatttcat
aggadattac
ggtatgtctt
gccggtatgce
agceacaage
ttctggatag
gttttgcttg
atgctttote
ggtttggtaa
cgcaggagct
cccttgececat
geeettetge
aagtcactcea
gtgctatgaa
cagagcccte
tgaaagaaga
cctetgatat
acacgaaagg
acctacccag
actgggctgg
ttgttaccca
tctactggac
tactacagac
gtgatggget
ttcttcggga
ctgaaatttc

ttaggattat

catggataaa

tccaccctct

ttacctectg

agaagctgtg
caaécgaatc
ctetgettec
tgaaaacaat
ttttaatgaa
cttggtcatc
ttcagtgctyg
aggagccaat
ctggcagaac
tattttcttg
atacaaggtt

agtgggtact

tggoctttag

aggacatgtg
cgacgtttte
cattgcagga
aaagacatat
cgtgaagcta
cacactctat
acagccttég
cctgtattygg
acagagcact
ccagaatgca

cacaactcaa

69

ctggtatgtg
attagtgcac
agagatggca
cgtattgtag
atttacttca
catctcatcc
gactttcttg
ttcatcgtgg
tttggctcat
tttggctcte
étcatcctga
tggacctdt§
aacataagtg
tctgtgagag
qccctgétgc
agtasaccat
tcagacatgg
gtgtggctge
gcaggggctt
gtgatacaaa
ttggtgaatg
tcagtggaona
ttttctggga
ttgattcaag
ggggatacca
ctgatgtact

gaaataggtc

tctgtgattt
ctcaaaaaat
tttatagagc
agagttgeac
atgacactgc
tacctcgeat

tcacagatgg

gatgtgacct.

ccteccaget

accaggctct
tcagtgatat

‘aggtgaaagt

gaaccatgct
caagttctcce

cagctagtga

taaatagett

attggtataa
tgaatgggac
tagcttttga
ggcagtctgt
acatggtgat
gcaccagact
adaaggtaat
acagtcaatg
ccatcacaga

utngtggtcg

agaaaaccag

1380
1440
1509
1560
1620
1680
1740
isee
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2230
2348
2460
2460
2520.
25809
2649
2700
2760
2820
2880

2940



tgtctctgtt

gccectgeca

ttcatttagg
ggtagactgg
tagtgaacaa
taatctttct
tcgagcacct
tggaaaatgc
tgaaaatggg
aaacaaoaca
acttgaaggce
ggggccagga
tcacctcata
tgtgtggacg
gatgggotat
ctctgagctt
ttcaaggceae
tgatcttgaa
aataatttct
ttttggctac
acccacaget
togagttaagt
thcaaagca
cacagtacct
tatatactgg
tggggccatc

agttatgeag

ttggaaccag
ggdaactttt
attgoaggaa
ggtgtagttt
cactctttac
gtcactcctt
gaacacagttc
tgcaacaagd
gtgttaacaa
tgtgoagact
atgagtccca
ccatatgctg
actcttcttg
ttttcagcag
tatgctgaag
ttccaagatt
ctctactttg
cacaaggtga
ttttctgtat
cagatgttct
acaaaccaac
ggagcaatgg
caagagatct
gctatgctcg
atcatcacag
ggttcccagé

ccttttccag

ccagatttaa
cctttaceee
atgcttcaag
tctacagtgt
ctgtatttac
atacctactg
catcagca;c
ctgaagttgt
aatttgaaat
ggattgctgt
gatgctttat
acgttgtaaa
gtaacaagat
aaagagttat
gggactcact
cactggtttt
cactgaaaga
aatatcccag
atcctetttt
octacagtat
aaaacaaaag
ctattgatac
gggcaatgga
caggaaaaac
caaaggacag
tgaaggccct

ataaagcgtt

ES 2539830 T3

tcagttcaca
taaggttatt
ttttcaaate
agaatttagt
tgtggaagga
gggaaagggc
agagaacccc
ggtggaattt
tttctacaat
caatgtcact
tgccttecag
gtctacaaca
agttttttta
cagtgcegtt
ctttcttctg
tgatatcaca
atcacacaat
agaggtgaag
aagtcgettg
tatcagtcac
gaatcaatgt
ctctaaccta
tctggoagge
ccttgttage
cacacagatt
aaggagtagg

tctgtcteta

70

attattcaga
ccagattctg
ctgtggaatg
gctcattcta
ctggaacctt
cccaqaacat
ageatattta
agatggaace
atatccaatc
ccctcagtaa
gttagggcct
tcagaantca
gatatgaatc
tgctacacag
cacttgcaca
gttattacaa
ggaatgcaag
attcacaata
tattggacag
accttgceace
tcttgtaatg
gagaaaccat
tgtcagtgtt
ttaactgtgg
tatcaggeaa
catatcttgg

gcttcagaca

catccettaa
ticaagagtc
gtcccecctge
agttcttggce
atgccttatt
ctctgtcact
tattaccaag
aacctaagca
aaagtattac
tgtcttttca
ttacatctaa
acccatttce

aaaatcaagt

ctgataatga.

atcgctctag
ttgactggat
tatttgatgt
ggaattcaac
aagtttccaa
gaattctgca
tgactgaatt
tgatatactt
ggagagttat

atggagatct

agaaaggaaa

cttacagtte

ctgtggaacc

3000

3060

3120

3180

3249

3300

- 3366

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500

4560



aactatactt
cctcacatgg
taatgacaag
agctcttott
ttattattca
aaafggagta
cattatatct
gttggcaatce
aaatggaagg
ggttcttgec
a&tgtttaac
taattggaag
Qaaatacaat
taatatcaca
gacgggagaa
. taaaécaggc
tgaagataat
taatttacag
ttgcacatgg
taatctaggg
tttttggata
tacaatccea
aggggtgaca
cggagtaggc
tgaaaatctt
agectttgga

aatcaaagta

aatgccacta
tatggcatca
aaaaacagct
gaagatttac
gatcctttgg
ccagaggcag
tggagagaat
tcacacctygg
ctcactctcc
tgccactcetg
acaccagaga
gctccattga
gagttttacc
aatctacaac
aatagcacct
attcccaaat
ggatgtagaa
aaccagaatt
aagtccaaaa
tttgatgaat
ccagaaacaa
ctgacctttg
gtgcttataa
ctgoctaatg
cctgeccttece
ghagtgtutg

gcagtgaaga
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acactagcct
ccagccctac
ctgacttgaa
aaccatttte
aacatttacc
tgcagctcat
ctcacaagece
ccctaattce
ttgttactag
aggaaatgtg
aaccttattc
atgttaacct

atgttacaac

cttatacttce

cacttccaga
tactagaagg
ttacatacta
taaggtggao
acctgaaagg
atagtggaat
gtttcatact
tctggcatag
acgaagacaa
cctgctatge
ctcggga&aa
aaggaacagc

ctttgaagaa

cacaatcaga
tccaacatac
atatagaatt
aaccatacatg
accaggaaaa
taatacaact
aaaiggacct
tgaaactcct
actgtctggt
agtatacagag
cttggttcca
catcagattt
ttcatgcage
atataatgte
ﬁagctttaag
gagtaaaaat
tatccttgag
gatgacattt

aatatttcag

cagtgagaat

tactattata
aagattaaag
agagttggct
aatacatact
actgactctg
agtggacatc

gagttccaca

71

ttacctctgg
ctggtttatt
ctggaatttc
ntaéagatag
gagatttggg
atgcggtcag
aaagaatcag
ctaagacaoa
ggaaatattt
agtcatcctg
gagaacacta
tgggttgagc
caaggtcctg
agagtagtgg
acaaaagctg
tcaatacagt
ataagaaaga
aatggatcct
ttcagagtag
attatattag
gttggaatat
aatcaaaaaa
gagctgcgag
cttccaacce
cgtctcttge
ttaggagttg

gaccaggaga

ccaagacaaa
atgcagaagt
aggacagtat
ctgtaaaaaa
gaaaaactaa
acaccagcct
tccgttatcea
gtgaatttcc
atgtagttaana
tcactgtgga
gtttgcaatt
tacagaagtg
cttatgtctg
tagtttatac
gagtcccaaa
gggagaaagc
gcacttcaaa
gcagtagtgt
tagctgcaaa
ttggagatga
ttctggttgt
gtgccoagga
atctgacage

aagaggagat

tgggaagtag

gaagtggaga

agattgaatt

4620
4680
4740
48009
4860
4920

4980

5040 -

510@
5166
5220
5280
5340
5480
5460
5520
5580
5642
5704@
5760
5820
5880
5940
6900

6064@

6120

6180



10

cctgaaagag
agtttgtctg
tcttacttat
tgaccttgta
tttcattcac
tccacggata
ctatagaaag
ggatggaatc
tttaactctt
gcaancaggo

gaceccagtge

" acttcagtta

caacagtgga
ttcagatgac
tatggtactt
ccaggaatct
tttctgccaa
tgcctgtcetce
tagagagttyg

ataaatgtca

<210>9
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 9
Ile Leu Ser Ser Ala Phe Gln Leu Val Gly Ala

1

gcacatctga
ctgaatgaac
ttgcgtaaag
gacctgtgtg
agggatctgg
gtgaagattg
agaggggaag
ttcactactc
ggtcatcagce
gggagactgg

tgggctcaag

ttcagaaatt

gtcataaatyg
attatgccag
gctacagaat
gaatcttgtg
gaaadacadag
actcacagtg
agataagacac

tggtggtcta

5

Pro Gly Ile Pro

20
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tgagcaaatt
cccaatacat
cceggatgge
tagatattte
cagctagaaa
gagactttgg
geetgetcecc
aatctgatgt
cttatccage
agccaccaag
5acccgacca
ttttcttaoa
aaagctttaa
ttgctttaat
gtggccaagg
gtctgaggaa
tggcttactg
gatatggaga
tctcattcag

taactccaaa

taatcateccec
tatcctggaa
aacgttitat
aaaaggctagt
ttgeccttgtt
actcgccaga
agttcggtgg
atggtctttt
tcattccaac
acattgtcct
aagacctact
tagcatttat
aggtgaagat
ggaaacgaag
tgaagaaaag
agaagagaag
cccttcfggc
tgggtctgat
tagttactga

taaacaatgc

10

aacaftctga
ctgatggaag
ggtcctttac
gtctacttgg
tccgtgaaag
gacatctata
atggctccag
ggaattctga
cttgatgtat
gatgatctgt
tttcatagaa
aagtccagag
ggcgatgtga
aeccgagaag
tctgagggté
gaaccacatg
aagcctgaag
taatagcgtt
aagaaaactc

aacgttec

agcagcttgg

gaggogacct
tcaccttgat
aacggataca
actatacca§
aaaatgatto

avagtttgat

tttgggagat

taaactatgt
ggaatttaat
ttcaggacca
atgaagcaaa
tttgtttgaa
ggttaaacta
ctctaggctc
cagacaaaga
gcctgaacta
gtttgggaoa

tgctagaatg

Gly Val Bro Asn Lys

15

6240

6300

© 6360

5420
6480
6540
6600
6660
6729
6780
6840
6300
69682
7020
7080
7140 )
7200
7260
7329

7368

<210>10

<211>60

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 10

attcttagta gcgccttcca getggttgga getggagtce caaataaacc aggcattcce 60

72



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<210> 11

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Ile Leu Ser Ser Ala Phe Gln Leu Val Gly Asp Asp Phe Trp Ile Pro

1 5

Glu Thr Ser Phe
20

<210> 12

<211>60

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 12

attcttagta gcgccttcca getggttgga gatgattttt ggataccaga aacaagtttc

<210> 13
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador

<400> 13
acccttctcg gttcttegtt tcca

<210> 14
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador

<400> 14
gcagctcagc caactctttg tett

<210> 15
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador

<400> 15
tgccagacaa aggtcagtgg gatt

<210> 16
<211>21
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador

<400> 16
tccatcccag cacctgcgga g
<210> 17

24

24

21

24

ES 2539830 T3
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73

60

15
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

<211> 27
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia del cebador

<400> 17
ctcaactctc tatttcccaa acaacgc

<210> 18
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

ES 2539830 T3

27

<223> Secuencia del cebador

<400> 18
catggctccc tggcctgaat tg

<210> 19
<211> 26
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

22

<223> Secuencia del cebador

<400> 19
caacgctatt aatcagaccc atctcc

<210> 20
<211> 32
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia del cebador

<400> 20

gaagatctct gaccatggct ccctggectg aa

<210> 21
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia del cebador

<400> 21
Gly Ala Ala Gly Ala Thr
1 5

Alg Ala Thr Cys Ala Gly Ald Cys Cys Cys Ald Thr Cys Thr Cys Cys
25 ' 30

20

Cys Thr Ala

26

32

Cys Gly Cys Thr Ala Thr Thre

19

74
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REIVINDICACIONES

1.- Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia de nucleétidos al menos 95% idéntica a una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:3;

(b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS, comprendiendo dicha
secuencia de nucledtidos la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:4;

(c) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS que comprende la
secuencia de aminoacidos N-terminal de SLC34A2 que consiste en los restos 1-126 de SEQ ID NO:5, y el dominio
quinasa de ROS que consiste en los restos 1945-2222 de SEQ ID NO:7;

(d) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de nucleétidos N-terminal de SLC34A2 que consiste
en los nucleodtidos 1-378 de SEQ ID NO:6, y la secuencia de nucledtidos del dominio quinasa de ROS que consiste
en los nucledtidos 6032-6865 de SEQ ID NO:8; y

(e) una secuencia de nucleotidos complementaria con cualquiera de las secuencias de nucleétidos de (a)-(d).

2.- El polinucledtido aislado de la reivindicacion 1, en el que dicha secuencia de nucleétidos de (b) comprende la
secuencia de nucleétidos codificadora del clon de ADNc contenido en ATCC n.° de depésito PTA-7877.

3.- Un método para producir un vector recombinante que comprende insertar una molécula de acido nucleico aislada
de la reivindicacion 1 en un vector.

4.- Un vector recombinante que comprende una molécula de acido nucleico aislada segun la reivindicacion 1.

5.- Un método para fabricar una célula hospedante recombinante que comprende introducir el vector recombinante
de la reivindicacion 4 en una célula hospedante.

6.- Una célula hospedante recombinante transformada con el vector recombinante de la reivindicacion 4.

7.- Un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoacidos que codifica un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:3; y

(b) una secuencia de aminoacidos que codifica un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS que comprende la
secuencia de aminoacidos N-terminal de SLC34A2 que consiste en los restos 1-126 de SEQ ID NO:5, y el dominio
quinasa de ROS que consiste en los restos 1945-2222 de SEQ ID NO:7.

8.- Un método para producir el polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS de la reivindicaciéon 7, comprendiendo dicho
método cultivar una célula hospedante recombinante que comprende un vector recombinante que codifica dicho
polipéptido de fusion bajo condiciones adecuadas para la expresion de dicho polipéptido de fusion, y recuperar dicho
polipéptido.

9.- Un reactivo aislado que se une especificamente o detecta un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS de la
reivindicacion 7, pero que no se une ni detecta la SLC34A2 de tipo salvaje ni la ROS de tipo salvaje, en el que dicho
reactivo es un anticuerpo.

10.- Un reactivo que detecta un polinucleétido de la reivindicacion 1 en un ensayo de PCR, que comprende un
primer oligonucleétido en la orientacion sentido y un segundo oligonucleétido en la orientacién antisentido.

11.- Un reactivo que detecta un polinucledétido de la reivindicacion 1, que comprende una molécula de acido nucleico
aislada que comprende al menos 15 nucledtidos contiguos, o uno de sus complementos, que incluye los restos de la
zona de unién de la fusion 376-381 de SEQ ID NO:2, o los restos 376-381 de SEQ ID NO:4 de un polinucleétido de
fusion de SLC34A2-ROS.

12.- Un método para determinar la presencia de un polinucledtido de ROS mutante en una muestra biolégica
procedente de un cancer de mamifero, comprendiendo dicho método detectar un polinucleétido segun la
reivindicacion 1 en dicha muestra para determinar si un polinucleétido de ROS mutante esta presente en dicha
muestra.

13.- Un método para determinar la presencia de un polipéptido de ROS mutante en una muestra bioldgica
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procedente de un cancer de mamifero, comprendiendo dicho método detectar un polipéptido segun la reivindicacion
7 en dicha muestra para determinar si un polinucleétido de ROS mutante esta presente en dicha muestra.

14.- El método de la reivindicacion 12 o 13, en el que dicho cancer es un cancer de pulmon.

15.- El método de la reivindicacién 14, en el que dicho cancer de pulmén es un carcinoma de pulmdn no microcitico
(NSCLC).

16.- El método de la reivindicacion 14, en el que la presencia de un polinucleétido o un polipéptido de ROS mutante
identifica a dicho cancer como un cancer que es probable que responda a una composicion que comprende al
menos un producto terapéutico inhibidor de la ROS quinasa.

17.- El método de la reivindicacion 14, puesto en practica en un formato de ensayo de citometria de flujo (FC), de
inmunohistoquimica (IHC), de inmunofluorescencia (IF), un formato de hibridacion in situ de fluorescencia (FISH), o
un formato de ensayo de reaccion en cadena de polimerasa (PCR).

18.- El método de la reivindicacion, 13, en el que se detecta la actividad ROS quinasa de dicho polipéptido en el
cancer.

19.- Un método para determinar si un compuesto inhibe el avance de un cancer, que comprende la etapa de
determinar si dicho compuesto inhiben la expresion y/o la actividad ROS quinasa de un polipéptido segun la
reivindicacion 7 en dicho cancer.

20.- El método de la reivindicacion 19, en el que se determina la inhibicién de la expresién y/o la actividad ROS
quinasa de dicho polipéptido empleando al menos un reactivo que detecta un polinucledtido de la reivindicacion 1 y/o
al menos un reactivo segun una cualquiera de las reivindicaciones 9-11.

21.- Un anticuerpo dirigido que se une a ROS e inhibe la actividad ROS quinasa, para su uso en un método para
inhibir el avance de un cancer que expresa un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS segun la reivindicacion 7,
comprendiendo dicho método la etapa de inhibir la expresion y/o la actividad ROS quinasa de dicho polipéptido de
fusién de SLC34A2-ROS en dicho cancer.

22.- El anticuerpo de la reivindicacion 21 para su uso en un método segun la reivindicacion 21, en el que dicho
cancer es cancer de pulmon.

23.- El anticuerpo de la reivindicacion 22 para su uso en un método segun la reivindicacion 21, en el que dicho
cancer de pulmén es un carcinoma pulmonar no microcitico (NSCLC).

24 .- Un kit para la deteccion de un polinucledtido y/o un polipéptido de fusion de SLC34A2-ROS en una muestra
bioldgica, comprendiendo dicho kit al menos un polinucleétido de la reivindicacion 1 y/o al menos un reactivo segun
una cualquiera de las reivindicaciones 9-11, y uno o mas reactivos secundarios.
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Fig. 2A

MAPWPELGDAQPNPDKYLEGAAGQQPTAPDKSKETNKTDNTEAPVTKIELLPSYSTATLIDEPTEVDDPWNLPTLODSGT
KWSERDTKGKILCFFQGIGRLILLLGFLYFFVCSLDILSSAFQLVGAGVPNKPGIPKLLEGSKNSIQWEKAEDNGCRITY
YILEIRKSTSNNLQNQNLRWKMTFNGSCSSVCTWKSKNPKGIFQFRVVAANNLGFGEYSGISENIILVGDDFWIPETSFI
LTIIVGIFLVVTIPLTFVWHRRLKNQKSAKEGVTVLINEDKELAELRGLAAGVGLANACYAIHTLPTQEEIENLPAFPRE
KLTLRLLLGSGAFGEVYEGTAVDILGVGSGEIKVAVKTLKKGS TDQEKIEFLKEAHLMSKFNHPNILKQLGVCLLNE PQY
ITILEIMEGGDLLTYLRKARMATFYGPLLTLVDLVDLCVDISKGCVYLERMHF IHRDLAARNCLVSVKDY TSPRIVKIGDF
GLARDIYKNDYYRKRGEGLLPVRWMAPE SIMDGIFTTQSDVWSFGILIWE ILTLCHQPYPAHSNLDVLNYVOTGGRLEPP
RNCPDDLWNIMTQCWAQE PDQRPTFHRIQDQLQLFRNFFLNSIYKSRDEANNSGVINESFEGEDGDVICLNSDDIMPVAL
METKNREGLNYMVLATECGQGEEKSEGPLGSQESESCGLRKEEKEPHADKDFCQEKQVAYCPSGKPEGLNYACLTHSGYG
DGSD

atggctccctggcctgaattgggagatgcccagcccaaccccga;aagtacctcgaaggggccgcaggtcagcagcccac
tgccectgataaaagecaaagagaccaacaaaacagataacactgaggcacctgtaaccaagattgaacttetgeegtect
actccacggctacactgatagatgagcccactgaggtggatgacccctggaacctaéccactcttcaggactcggggatc
aagtggtcagagagagacaccaaagggaagattctctgtttcttccaagggattgggagattgattttacttcteggatt
tetctactttttecgtgtgetecectggatattettagtagegecttccagetggttggagetggagtecccaaataaacecag
gcattcccaaattactagaagggagtaaaaattcaatacagtgggagaaagctgaagataatggatgtagaattacatac
tatatccttgagataagaaagagcacttcaaataatttacagaaccagaatttaaggtggaagatgacatttaatggatc
ctgcagtagtgtttgcacatggaagtccaaaaacctgaaaggaatatttcagttcagagtagtagctgcaaataatctag
ggtttggtgaatatagtggaatcagtgagaatattatattagttggagatgatttttggataccagaaacaagtttcata
cttactattatagttggaatatttctggttgttacaatcccactgacctttgtctggcatagaagattaaagaatcaaaa
aagtgccaaggaaggggtgacagtgcttataaacgaagacaaagagttggctgagectgegaggtctggeagecggagtag
gcctggetaatgectgetatgcaatacatactcetitccaacccaagaggagattgaaaatettectgecttecectegggaa
aaactgactctgcgtetettgectgggaagtggageetttggagaagtgtatgaaggaacagecagtggacatettaggagt
tggaagtggagaaatcaaagtagcagtgaagactttgaagaagggttccacagaccaggagaagattgaattcectgaagg
aggcacatctgatgagcaaatttaatcatcccaacattctgaagcagettggagtttgtctgetgaatgaaceeccaatac
attatcctggaactgatggagggaggagaccttcttacttatttgegtaaagececggatggcaacgttttatggteettt
actcaccttggttgaccttgtagacctgtgtgtagatatttcaaaaggectgtgtectacttggaacggatgecatttecatte
acagggatctggcagctagaaattgecttgtttccgtgaaagactataccagtecacggatagtgaagattggagacttt
ggactcgccagagacatctataaaaatgattactatagaaagagaggggaaggcctgeteecagtteggtggatggetee
agaaagtttgatggatggaatcttcactactcaatctgatgtatggtcttttggaattctgatttgggagattttaacte
ttggtcatcagecttatccagetecattccaaccttgatgtgttaaactatgtgecaaacaggagggagactggagecacca
agaaattgtcctgatgatctgtggaatttaatgacccagtgctgggctcaagaacccgaccaaagacctacttttcatag
aattcaggaccaacttéagttattcagaaattttttcttaaatagcatttataagtccagagatgaagcaaacaacagtg
gagtcataaatgaaagctttqaaggtgaagatggcgétgtgatttgtttgaattcaqatgacattatgccagttgcttta
atggaaacgaagaaccgagaagggttaaactatatggtacttgctacagaatgtggccaaggtgaagaaaagtctgaggg
tcctctaggcteccaggaatctgaatcttgtggtctgaggaaagaagagaaggaaccacatgcagacaaagatttetgee
aagaaaaacaagtggcttactgcccttctggcaagcctgaaggcctgaactatgcctgtctcactcacagtggatatgga
gatgggtctgattaa
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Fig. 2B

MAPWPELGDAQPNPDKYLEGAAGQQPTAPDKSKETNKTDNTEAPVTKIELLPSYSTATLIDEPTEVDDPWNLPTLQDSGI
KWSERDTKGKILCFFQGIGRLILLLGFLYFFVCSLDILSSAFQLVGDDFWIPETSFILTIIVGIFLVVTIPLTFVWHRRL-
KNQKSAKEGVTVLINEDKBLAELRGLAAGVGLANACYAIHTLPTQEEIENLPAFPREKLTLRLLLGSGAFGEVYEGTAVD
ILGVGSGEIKVAVKTLKKGSTDQEKIEFLKEAHLMSKFNBPNILKQLGVCLLNEPQYIILELMEGGDLLTYLRKARMATE
YGPLLTLVDLVDLCVDISKGCVYLERMHFIHRDLAARNCLVSVKDYTSPRIVKIGDFGLARDIYKNDYYRKRGEGLLPVR
WMAPESLMDGIFTTQSDVWSFGILIWEILTLGHQPYPAHSNLDVLNYVQTGGRLEPPRNCPDDLWNLMTQCWAQEPDQRP
TFHRIQDQLQLFRNFFLNSIYKSRDEANNSGVINESFEGEDGDVICLNSDDIMPVALMETKNREGLNYMVLATECGQGEB
KSEGELGSQESESCGLRKEEKEPHADKDFCQEKQVAYCPSGKPEGLNYACLTHSGYGDGSD

atggctccctggcc;gaattgggagatgcccagcccaaccccgataagtacctcgaaggggccgcaggtcagcagcccac
tgcccctgataaaagcaaagagaccaacaaaacagataacactgaggcacctgtaaccaagatcgaacttctgccgtcct
accccacggctacactgatagatgagcccactgaggtggatgacccctggaaqctacccactcttcaggactcggggatc
aagtggtcagagagagacaccaaagggaagattctctgtttcttccaagggattgggagattgattttacttctcggatt
tctctactttttcgtgtgctccctggatattcttagtagcgccttccagctggttggagatgatttttggataccagaaa
caagtttcatacttactattatagttggaatatttctggttgttacaatcccactgacctttgtctggcatagaagatta
aagaatcaaaaaagtgccaaggaaggggtgacagtgcttataaacgaagacaaagagttggctgagctgcgaggtctggc
agccggagtaggcctggctaatgcctgctatgCaatacatactcttccaacccaagaggagattgaaaatcttcctgcct
tccctcgggaaaaactgactctgcgtctcttgctgggaagtggagcctttggagaagtgtatgaaggaacagcagtggac
atcttaggagttggaagtggagaaatcaaagtagcagtgaagactttgaagaagggttccacagaccaggagaagattga
attcctgaaggaggcaéatctgatgagcaaatttaatcatcccéacattctgaagcagcttggagtttgtctgctgaatg
aaccccaatacattatcctggaactgatggagggaggagaccttcttacttatttgcgtaaagcccggatggcaacgttt
tatggtccttﬁactcaccttggttgaccttgtagacctgtgtgtagatatttcaaaaggctgtgtctacttggaacggat
gcatttcattcacagggatctggcagctagaaattgccttgtttccgtgaaagactataccagtccacggatagtgaaga‘
ttggagactttggactcgccagagacatctataaaaatgattactatagaaagagaggggaaggcctgctqccagttcgg
tggatggctccagaaagtttgatggatggaatcttcactactcaatctgatgtatggtcttttggaattctgatttggga
gattttaactcttggtcatcagccttatccagctcattccaaccttgatgtgttaaéctatgtgcaaacaggagggagac
tggagccaccaagaaattgtcctgatgatctgtggaatttaatgacccagtgctgggctcaagaacccgaccaaagacct
acttttcatagaattcaggaccaacttcagttattcagaaattttttcttaaatagcatttataagtccagagatgaagc
aaacaacagtggagtcataaatgaaagctttgaaggtgaagatggcgatgtgatttgtttgaattcagatgacattatgc
cagttgctttaatggaaacgaagaaccgagaagggttaaactatatggtacttgctatagaatgtggccaaggtgaagaa
aagtctgagggtcctctaggctcccaggaatctgaatcttgtggtctgaggaaagaagagaaggaaccacatgcagacaa
agatttcﬁgccaagaaaaacaagtggcttactgcccttctggcaagcctgaaggcctgaactatgcctgtctcactcaca
gtggatatggagatgggtctgattaa .
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MAPWPELGDAQPNPDKYLEGAAGQQPTAEDKSKETNKTDNTEAPVTKIELLPSYSTATﬁI
DEPTEVDDPWNLPTLQDSGIKWSERDTKGKILCFFQGIGRLILLLGFLYFFVCSLDILSS
AFQLVGGKMAGQFFSNSSIMSNPLLGLVIGVLVTVLVQSSSTSTSIVVSMVSSSLLTVRA
AIPIIMGANIGTSITNTIVALMQVGDRSEFRRAFAGATVHDFFNWLSVLVLLPVEVATHY
LEIITQLIVESFHFKNGEDAPDLLKVITKPFTKLIVQLDKKVISQIAMNDEKAKNKSLVK
IWCKTFTNKTQINVTVPSTANCTSPSLCWTDGIQNWTMKNVTYKENIAKCQHIFVNFHLP
DLAVGTILLILSLLVLCGCLIMIVKILGSVLKGQVATVIKKTINTDFPFPFAWLTGYLAL
LVGAGMTFIVQSSSVEFTSALTPLIGIGVITIERAYPLTLGSNIGTTTTAILAALASPGNA
LRSSLOIALCHFFFNISGILLWYPIPFTRLPIRMAKGLGNISAKYRWFAVFYLIIFFFLI
PLTVFGLSLAGWRVLVGVGVPVVFIIILVLCLRLLQSRCPRVLPKKLONWNFLPLWMRSL
KPWDAVVSKFTGCFQMRCCYCCRVCCRACCLLCGCPKCCRCSKCCEDLEEAQEGQDVPVK

APETFDNITISREAQGEVPASDSKTECTAL

1

61
121
isl
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

1741

1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221

cgggccaggt

ttccaggcte

ggccgecgee

tccatcececag

cacctgcgga

gggagcgcetg

accatggcetc

cctggcecctga

attgggagat

gcccagcecca

accccgataa

gtacctecgaa

ggggccgceag

gtcagcagcc

cactgcccet

gataaaagca

aagagaccaa

caaaacagat

aacactgagg

cacctgtaac

caagattgaa

cttctgccgt

cctactecac

ggctacactg

atagatgagc

ccactgaggt

ggatgacccc

tggaacctac

ccactcttca

ggactcgggg

atcaagtggt

cagagagaga

caccaaaggg

aagattctct

gtttcttcca

agggattggg

agattgattt

tacttctcgg

atttctctac

tttttecgtgt

gctcectgga

tattcttagt

agcgccttce

agctggttgg

aggaaaaatg

atgtccaacc
tccagcacct
gctgecatee
gcgctcatge
catgacttct
tacctcgaga
gccccagate
aaaaaagtta
aagatttggt
gctaactgca
aatgtgacct
ccggatcttg
ctgatcatga
aagaagacca
atcctcgtcg
ttgacccccce
ggctccaaca
gcattgagga
ttgctgtoggt
aacatctctg
atcccgcetga
gttcccgteg
ccacgcegtece
ctgaagccct
tactgctgcee
cgctgcagca
aaggctcectg
gceteggact

ggggggatgg
acctcgagga

ctttgttggg
caacgtccat
ccattatcat
aggtgggaga
tcaactggct

tcataaccca’

ttctgaaagt
tcagccaaat
gcaaaacttt
cctcecectte
acaaggagaa
ctgtgggcac
ttgtcaagat
tcaacactga
gggcaggcat
tgattggaat
tcggecaccac
gttcactcca
acccgatcce
ccaagtatcg
cggtgtttgg
tcttcatcat
tgccgaagaa
gggatgccgt
gcgtgtgcetg
agtgctgcga
agacctttga
caaagaccga
tccttgagtt
gatttgctcc

gctggtgatce
cgttgtcagc
gggggcecaac
tcggagtgag
gtccgtgttyg
gcttatagtg
catcactaag
tgcaatgaac
taccaacaag
cctctgttgg
catcgccaaa
catcttgctc
cctgggcetet
tttccecttt
gaccttcatc
cggcgtgata
caccaccgcee
gatcgccecetg
gttcactcge
ctggttcgee
cctctegetg
catcctggta
actccagaac
cgtctccaag
ccgegegtge
ggacttggag
taacataacc
atgcacggcce
ttgcatgcte
ccattagcga
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gcaggacagt
ggggtgetgg
atggtgtcct
attggaacgt
ttcagaagag
gtgctcttge
gagagcttcc
cccttcacaa
gatgaaaaag
acccagatta
acggatggca
tgccagcata
atactctcce
gtgctcaagg
ccctttgeat
gtacagagca
accattgaga
atcctggecg
tgccactttt
ctgccecatce
gtcttctace
gcecggctgge
ctgtgectce
tggaacttcc
ttcaccggcet
tgcttgectgt
gaggcgcagyg
attagcagag
ttgtagggga
teccteectcee
atgaaattga

tcttcagcaa
tgaccgtctt
cttcattgcet
caatcaccaa
cttttgcagg
ccgtggaggt
acttcaagaa
agctcattgt
cgaaaaacaa
acgtcactgt
tccaaaactg
tctttgtgaa
tgctggtcct
ggcaggtcge
ggttgactgg
gctctgtgtt
gggcttatce
ccttageccecag
tcttcaacat
gcatggccaa
tgatcatctt
gggtgctggt
gactcctgcea
tgccgetgtyg
gcttccagat
gtggctgceee
aggggcagga
aggctcaggg
cgccccagat
cacttctgca
tgcagtccta

cagctctatt
ggtgcagagc
cactgttcgg
cactattgtt
agccactgte
ggccacccat
tggagaagat
ccagctggat
gagtcttgte
tcectegact
gaccatgaag
ttteccacctce
ctgtggttge
cactgtcatc
ctacctggcece
cacgtcggcc
actcacgctg
ccctggecaat
ctccggecatc
ggggctggge
cttcttectg
tggtgtcggg
gtctcgetge
gatgcgcteg
gcgctgetge
caagtgctge
tgtcectgte
tgaggtccct
tgtcagggat
ccctttecace
aaaaaaaaaa
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Fig. 4A

MKNIYCLIPKLVNFATLGCLWISVVQCTVLNSCLKSCVINLGQQLDLGTPHNLSEPCIQG
CHFWNSVDQKNCALKCRESCEVGCSSAEGAYEEEVLENADLPTAPFASSIGSHNMTLRWK
SANFSGVKYIIQWKYAQLLGSWTYTKTVSRPSYVVKPLHPFTEYIFRVVWIFTAQLQLYS
PPSPSYRTHPHGVPETAPLIRNIESSSPDTVEVSWDPPQFPGGPILGYNLRLISKNQKLD
AGTQRTSFQFYSTLPNTIYRFSIAAVNEVGEGPEAESSITTSSSAVOQEEOWLFLSRKTS
LRKRSEKHLVDEAHCLRLDAIYHNITGISVDVHQQIVYFSEGTLIWAKKAANMSDVSDLR
IFYRGSGLISSISIDWLYQRMYFIMDELVCVCDLENCSNIEEITPPSISAPOKIVADSYN
GYVFYLLRDGIYRADLPVPSGRCAEAVRIVESCTLKDFAIKPQAKRIIYFNDTAQVFMST
FLDGSASHLILPRIPFADVKSFACENNDFLVTDGKVIFQQDALSFNEFIVGCDLSHIEEF.
GFGNLVIFGSSSQLHPLPGRPQELSVLFGSHQOALVQWKPPALAIGANVILISDIIELFEL
GPSAWQNWTYEVKVSTODPPEVTHIFLNISGTMLNVPELQSAMKYKVSVRASSPKRPGPW
SEPSVGTTLVPASEPPFIMAVKEDGLWSKPLNSFGPGEFLSSDIGNVSDMDWYNNSLYYS
DTKGDVEVWLLNGTDISENYHLPSIAGAGALAFEWLGHFLYWAGKTYVIQRQSVLTGHTD
IVTHVKLLVNDMVVDSVGGYLYWTTLYSVESTRLNGESSLVLQTQPWFSGKKVIALTLDL
SDGLLYWLVQDSQCIHLYTAVLRGQSTGDTTITEFAAWSTSEISQNALMYYSGRLFWING
FRIITTQEIGQKTSVSVLEPARFNQFTIIQTSLKPLPGNFSFTPKVIPDSVQESSFRIEG
NASSFQILWNGPPAVDWGVVFYSVEFSAHSKFLASEQHSLPVFTVEGLEPYALFNLSVTP
YTYWGKGPKTSLSLRAPETVPSAPENPRIFILPSGKCCNKNEVVVEFRWNKPKHENGVLT
KFEIFYNISNQSITNKTCEDWIAVNVTPSVMSFQLEGMSPRCFIAFQVRAFTSKGPGPYA
DVVKSTTSEINPFPHLITLLGNKIVFLDMDONQVVWTFSAERVISAVCYTADNEMGYYAE
GDSLFLLHLHNRSSSELFQDSLVFDITVITIDWISRHLYFALKESQNGMQVFDVDLEHKV
KYPREVKIHNRNSTIISFSVYPLLSRLYWTEVSNFGYQMFYYSIISHTLHRILQPTATNQ
ONKRNQCSCNVTEFELSGAMAIDTSNLEKPLIYFAKAQEIWAMDLEGCQCWRVITVPAML
AGKTLVSLTVDGDLIYWIITAKDSTQIYQOAKKGNGAIVSQVKALRSRHILAYSSVMQPFP
DKAFLSLASDTVEPTILNATNTSLTIRLPLAKTNLTWYGITSPTPTYLVYYAEVNDRKNS
SDLKYRILEFQDSIALIEDLQPFSTYMIQIAVKNYYSDPLEHLPPGKEIWGKTKNGVPEA
VOLINTTVRSDTSLIISWRESHKPNGPKESVRYQLAISHLALIPETPLRQSEFPNGRLTL
LVTRLSGGNIYVLKVLACHSEEMWCTESHPVTVEMFNTPEKPYSLVPENT SLOFNWKAPL
NVNLIRFWVELQKWKYNEFYHVKTSCSQGPAYVCNITNLQPYTSYNVRVVVVYKTGENST
SLPESFKTKAGVPNKPGIPKLLEGSKNS IQWEKAEDNGCRITYYILEIRKSTSNNLONON .
LRWKMTFNGSCSSVCTWKSKNLKGIFQFRVVAANNLGFGEYSGISENTIILVGDDFWIPET
SEILTIIVGIFLVVTIPLTFVWHRRLKNOKSAKEGVTVLINEDKELAELRGLAAGVGLAN
ACYAIHTLPTQEE IENLPAFPREKLTLRLLLGSGAFGEVYEGTAVDILGVGSGEIKVAVK
TLKKGSTDOEKIEFLKEAHLMSKFNHPNILKOLGVCLLNEPQYIILELMEGGDLLTYLRK
ARMATFYGPLLTLVDLVDLCVDISKGCVYLERMHFIHRDLAARNCLVSVKDY TSPRIVKI
GDFGLARDIYKNDYYRKRGEGLLPVRWMAPESLMDGIFTTQSDVWSFGILIWEILTLGHQ
PYPAHSNLDVLNYVQTGGRLEPPRNCPDDLWNLMTQCWAQEPDQRPTFHRIQNQLQLFRN
FFLNSIYQCRDEANNSGVINESFEGEDGDVICLNSDDIMPVVIME TKNREGLNYMVLATE
CGOGEEKSEGPLGSQE SE SCGLRKEEKE PHADKDFCQEKQOVAYCPSGKPEGLNYACLTHS
GYGDGSD

(La negrita distingue entre dos proteinas de fusion diferentes)
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Fig. 4B
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caagctttca
gtatatccta
gtgatgaagc
atctgccecatt
tgcaactctt
aaagtcgtgt
tgaaccgtgt
aaagtgtcgg
agtactggaa
tatgacatta
atatgcacaa
ggtcaagccce
gcagctgcag
tgaaactgca
ctgggatcca
caaaaatcaa
accaaatact
agcagaatct
tttatccaga
ttgcctteag
gcaaattgtt
tgatgtatct
agattggcett
agagaactgc
tgtggcetgat
agaccttcct
gttaaaggac
ccaagtcttc
cccctttget
caaggtcatt
gagtcacata
gcaccctctg
tgttcaatgg
tattgaactc
atccacccaa
gaatgtacct
aaagaggcca
accaccattt
tggcccagga
caacagccte
ggatatctca
gtggctgggt
gttgacggga
ggattcagtt
aaatggggaa
tgctctaact
tattcacctg
atttgcagce
gctgttctgg
tgtctctgtt
gcceectgeca
ttcatttagg
ggtagactgg
tagtgaacaa
taatctttct
tcgagcacct
tggaaaatgce
tgaaaatggg
aaacaaaaca
acttgaaggc
ggggccagga
tcacctcata
tgtgtggacyg

agcattcaaa
atatagcaaa
ccaaataatt
ggtgaagtga
ggctgectat
gtaactaatc
atccaaggat
gagtcgtgtyg
aatgcagacc
cgatggaaat
cttctgggaa
ctgcacecect
ctctactccc
cctttgatta

cctcaattece

aaattagatg
atctacaggt
agtattacca
aaaacttctc
ttggatgceta
tatttctetg
gacctgagaa
tatcaaagaa
tcaaacatcg
tcatacaatg
gtaccatctg
tttgcaatca
atgtcaacat
gatgtgaaaa
ttccaacagg
gaagaatttg
ccaggecgece
aagcctcctg
tttgaattag
gaccctccetyg
gagctgcaga
ggcccctggt
atcatggctg
gagttcttat
tactacagtg
gagaattatc
cactttctct
cacacagaca
ggtggatatc
agttccettg
ttagacctca
tacacagctg
tggagtactt
atcaatggct
ttggaaccag
gggaactttt
attgaaggaa
ggtgtagttt
cactctttac
gtcactecctt
gaaacagttc
tgcaacaaga
gtgttaacaa
tgtgaagact
atgagtccca
ccatatgctg
actcttcttg
ttttcagcag
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ggtctaaatg
acaaacaaag
catatagcaa
tgaagaacat
ggatttctgt
tgggccagca
gtcacttttg
aggttggctg
taccaactgc
ctgcaaactt
gctggactta
tcactgagta
ctccaagtcce
ggaatattga
caggtggacc
cagggacaca
tttctattge
cttcatcttc
taagaaagag
tataccataa
aaggaactct
ttttttacag
tgtatttcat
aggaaattac
ggtatgtctt
gceggtgtge
agccacaage
ttctggatgg
gttttgettg
atgctttgte
ggtttggtaa
cgcaggagcet
cccttgecat
gcecttetge
aagtcactca
gtgctatgaa
cagagccctce
tgaaagaaga
cctetgatat
acacgaaagg
acctacccag
actgggctag
ttgttaccca
tctactggac
tactacagac
gtgatgggcet
ttcttecggag
ctgaaatttc
ttaggattat
ccagatttaa
cctttaccee
atgcttcaaqg
tctacagtgt
ctgtatttac
atacctactg
catcagcacc
atgaagttgt
aatttgaaat
ggattgctgt
gatgetttat
acgttgtaaa
gtaacaagat
aaagagttat

82

830 T3

aaaaaggcta
cadaatccat
aatggagaaa
ttactgtctt
ggtgcagtgt
gcttgacctt
gaactctgta
tagcagegeg
tcecetttget
ctctggagta
tactaagact
cattttccga
cagttacagg
gagctcaagt
tattttgggt
gagaaccagt
agcagtaaat
agcagttcaa
atctttaaaa
tattacagga
catatgggcg
aggttcagga
catggatgaa
tccaccctet
ttacctectg
agaagctgtg
caagcgaatc
ctctgettee
tgaaaacaat
ttttaatgaa
cttggtcate
ttcggtgcetg

aggagccaat:

ctggcagaac
tattttettg
atacaaggtt
agtgggtact
tgggctttgg
aggaaatgtg
cgacgttttt
cattgcagga
aaagacatat
cgtgaagcta
cacactctat
acagcecttgg
cctgtattgg
acagagcact
ccagaatgca
cacaactcaa
tcagttcaca
taaggttatt
ttttcaaatc
agaatttagt
tgtggaagga
gggaaagggc
agagaacccce
ggtggaattt
tttctacaat
caatgtcact
tgccttecag
gtctacaaca
agttttttta
cagtgccgtt

agtattattt
cagctactcc
attagaccgg
attccgaagce
acagttttaa
ggcacaccac
gatcagaaaa
gaaggtgcat
tcttccattg
aaatacatca
gtgtccagac
gtggtttdga
actcatcctce
cccgacactg
tataacttaa
ttccagtttt
gaagttggtg
caagaggaac

catttagtag

atatctgttg
aagaaggctg
ttaatttctt
ctggtatgtg
attagtgcac
agagatggca
cgtattgtag
atttacttca
catctcatcc
gactttcttg
ttcatcgtag
tttggcetcat
tttggctcete
gtcatcctga
tggacctatg
aacataagtg
tctgtgagag
accctggtge
agtaaaccat
tcagacatgg
gtgtggetge
gcaggggctt
gtgatacaaa
ttggtgaatg
tcagtggaaa
ttttctggga
ttggttcaag
ggggatacca
ctgatgtact
gaaataggte
attattcaga
ccagattctg
ctgtggaatg
gctecattcta
ctggaacctt
cccaaaacat
agaatattta
aggtggaaca
atatccaatc
ccctcagtga
gttagggecet
tcagaaatca
gatatggatc
tgctacacag

caaaaggcaa
tccaattgaa
ccatctaaaa
ttgtcaattt
atagctgect
ataatctgag
actgtgcttt
atgaagagga
gaagccacaa
ttcagtggaa
cgtcectatat
tcttcacage
atggagttcc
tggaagtcag
ggctgatcag
actccacttt
agggtccaga
agtggctctt
atgaagcaca
atgtccacca
ccaacatgtc
ctatctcecat
tctgtgattt
ctcaaaaaat
tttatagagce
agagttgcac
atgacactgc
tacctcgceat
tcacagatgg
gatgtgacct
ccteccaget
accaggctct
tcagtgatat
aggtgaaagt
gaaccatgct
caagttctcc
cagctagtga
taaatagctt
attggtataa
tgaatgggac
tagcttttga
ggcagtctgt
acatggtggt
gcaccagact
aaaaggtaat
acagtcaatg
ccatcacaga
atagtggtceg
agaaaaccag
catcccttaa
ttcaagagtc
gtcccectge
agttcttggce
atgccttatt
ctctgtcact
tattaccaag
aacctaagca
aaagtattac
tgtcttttca
ttacatctaa
acccatttee
aaaatcaagt
ctgataatga



Fig. 4B (cont.)
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gatgggatat
ctctgagctt
ttcaaggcac
tgatcttgaa
aataatttct
ttttggctac
acccacagct
tgagttaagt
tgccaaagea
cacagtacct
tatatactqg
tggggccatce
agttatgcag
aactatactt
cctcacatgg
taatgacagg
agctcttatt
ttattattca
aaatggagta
cattatatct
gttggcaatc
aaatggaagg
ggttcttgce
aatgtttaac
taattggaag
gaaatacaat
taatatcaca
gacgggagaa
taaaccaggc
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tatgctgaag
ttccaagatt
ctctactttg
cacaaggtga
ttttctgtat
cagatgttct
acaaaccaac
ggagcaatgg
caagagatct
gctatgcteg
atcatcacag
gtttceccagg
ccttttecag
aatgccacta
tatggcatca
aaaaacagct
gaagatttac
gatcctttgg
ccagaggcag
tggagagaat
tcacacctgg
ctcactctcce
tgccactctg
acaccagaga
gctccattga
gagttttacc
aatctacaac
aatagcacct
attcccaaat

gggactcact
cactggtttt
cactgaaaga
aatatcccag
atcctctttt
actacagtat
aaaacaaaag
ctattgatac
gggcaatgga
caggaaaaac
caaaggacag
tgaaggccct
ataaagcgtt
acactagcct
ccagceectac
ctgacttgaa
aaccattttc
aacatttacc
tgcagctcat
ctcacaagcc
ccctaattce
ttgttactag
aggaaatgtg
aaccttattc
atgttaacct
atgttaaaac
cttatacttc
cacttccaga

ctttecttetyg
tgatatcaca
atcacaaaat
agaggtgaag
aagtcgcttg
tatcagtcac
gaatcaatgt
ctctaaccta
tctggaagge
ccttgttagc
cacacagatt
aaggagtagg
tctgtctcta
cacaatcaga
tccaacatac
atatagaatt
aacatacatg
accaggaaaa
taatacaact
aaatggacct
tgaaactcct
actgtctggt
gtgtacagag
cttggttcca
catcagattt
ttecatgecage
atataatgtc
aagctttaag

tactagaagg gagtaaaaat

cacttgcaca
gttattacaa
ggaatgcaag
attcacaata
tattggacag
accttgcacc
tcttgtaatg
gagaaaccat
tgtcagtgtt

ttaactgtgg

tatcaggcaa
catatcttgg
gcttcagaca
ttacctctgg
ctggtttatt
ctggaatttc
atacagatag
gagatttggg
gtgcggtceag
aaagaatcag
ctaagacaaa
ggaaatattt
agtcatcctg
gagaacacta
tgggttgagce
caaggtcctg
agagtagtgg
acaaaagctg

atcgctctag
ttgactggat
tatttgatgt
ggaattcaac
aagtttccaa
gaattctgca
tgactgaatt
tgatatactt
ggagagttat
atggagatct
agaaaggaaa
cttacagtte
ctgtggaacc
ccaagacaaa
atgcagaagt
aggacagtat
ctgtaaaaaa
gaaaaactaa
acaccagect
tecgttateca
gtgaatttce
atgtgttaaa
tcactgtgga
gtttgcaatt
tacagaagtg
cttatgtety
tggtttataa
gagtcccaaa

tcaatacagt

gggagaaagc

tgaagataat

ggatgtagaa

ttacatacta

tatccttgag

ataagaaaga

gcacttcaaa

taatttacag

aaccagaatt

taaggtggaa

gatgacattt

aatggatcct

gcagtagtgt

ttgcacatgg

aagtccaaaa

acctgaaaqgqg

aatatttcag

ttcagagtag

tagctgcaaa

taatctaggg

tttggtgaat

atagtggaat

cagtgagaat

attatattag

ttggagatga

tttttggata

ccagaaacaa

gtttcatact

tactattata

gttaggaatat

ttctggttgt

tacaatccca

ctgacctttg

tetggecatag

aagattaaag

aatcaaaaaa

gtgccaagga

aggggtgaca

gtgcttataa

acgaagacaa

agagttgget

gagctgcgag

gtetggeage

cggagtagqge

ctggctaatg

cctgetatge

aatacatact

cttecaacee

aagaggagat

tgaaaatctt

cctgecttee

ctcgggaaaa

actgactctg

cgtetcttge

tgggaagtgg

agectttgga gaagtgtatg aaggaacage agtggacate ttaggagttg gaagtggaga
aatcaaagta gcagtgaaga ctttgaagaa gggttccaca gaccaggaga agattgaatt

cctgaaggag gcacatctga tgagcaaatt taatcatccc aacattctga agcagettgg
agtttgtetg ctgaatgaac cccaatacat tatcctggaa ctgatggagg gaggagacct
tcttacttat ttqgcgtaaag cccggatgge aacgttttat ggtcctttac tcaccttqgt

tgaccttgta gacctgtgtqg tagatatttc aaaaggctgt gtetacttgg aacggatgea
tttcattcac agggatctgg cagectagaaa ttgcettgtt tcecgtgaaag actataccag

tccacggata gtgaagattg gagactttgg actegccaga gacatctata aaaatgatta
ctatagaaag agaggggaag gecctgctccc agttcggtgg atggetccag aaagtttgat

ggatggaatc ttcactactc aatctgatgt atggtetttt ggaattetga tttgggagat
tttaactctt ggtcatcage cttatccage tcattccaac cttgatgtgt taaactatgt

gcaaacagga gggagactgg agccaccaag aaattgtcct gatgatctgt ggaatttaat
gacccagtge tgggctcaag aacccgacca aagacctact tttcataqaa ttcaggacea
acttcagtta ttcagaaatt ttttcttaaa tagcatttat aagtccagag atgaagcaaa
caacagtgga gtcataaatg aaagctttga aggtgaagat ggcgatgtga tttgtttgaa
ttcagatgac attatgccag ttgctttaat ggaaacgaag aaccgagaaq ggttaaacta
tatggtactt gctacagaat gtggccaagg tgaagaasaag tctgagggte ctctaggete
ccaggaatct gaatcttgtg gtctgaggaa agaagagaag gaaccacatg cagacaaaga
tttetgecaa gaaaaacaaq tggcttactg cccttcetgge aagectgaag gcctgaacta
tgcctgtete actcacagtg gatatgqaga tgggtctgat taatagegtt gtttgggaaa
tagagagttg agataaacac tctcattcag tagttactga aagaaaacte tgctagaatg

7321 ataaatgtca tggtggtcta taactccaaa taaacaatge aacgttce
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Figura 11
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