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DESCRIPCION
Receptor de eritropoyetina protector de tejido (NEPOR) y métodos de uso
Campo Técnico

La presente descripcion proporciona un complejo de la proteina del receptor de union de eritropoyetina (EPO)
protector de tejido novedoso, denominado aqui como NEPOR. Se propone que el NEPOR media las propiedades
protectoras del tejido de EPO. Por lo tanto, la presencia de NEPOR en un tumor permite que el EPO incida en la
supervivencia de las células asociadas mejorando de esta manera la evolucion del tumor y afectando negativamente
la supervivencia del paciente. En esta circunstancia, la presencia de NEPOR representa un bioetiquetador de
pronéstico para resultados del paciente mas pobres, aunque también representa una Unica proteina objetivo anti-
neoplasica clinicamente tratable, de forma similar, el NEPOR media la actividad neuroprotectora de EPO y asi
representa un objetivo Unico para el tratamiento de enfermedades asociadas con lesiones neuronales, tales como
apoplejia.

En el primer caso, la presente descripcion proporciona un método para evaluar un tumor para expresion de esta
proteina. La presente descripcion proporciona adicionalmente un método para estratificar pacientes que tienen un
tumor que es adecuado (es decir no esta presente NEPOR) o no adecuado (es decir, esta presente NEPOR) para
tratamiento de EPO. El método descrito comprende: (a) aislar una muestra de tejido de un individuo quien recibe o
es un candidato para recibir eritropoyetina, (b) determinar el nivel de expresion de los genes NEPOR (mARN) y/o la
presencia del producto de gen NEPOR (proteina) a partir del tejido aislado, y (c) correlacionar la presencia de un
producto de expresion génico NEPOR o la presencia de la proteina NEPOR con una respuesta fisiologica para el
tratamiento con eritropoyetina. En un segundo caso, la presente descripcién proporciona un método para tratar
pacientes con tumores positivos a NEPOR. Adicionalmente, la presente descripcién proporciona un método para
tratar apoplejia. Finalmente, la presente descripciéon proporciona un método para detectar compuestos terapéuticos
dirigidos a NEPOR (compuestos terapéuticos antagonistas para tratar cancer, y compuestos terapéuticos agonistas
para el tratamiento de dafio de tejido asociado con hipoxia, tal como apoplejia).

Antecedentes

Aprobado por la FDA en 1993 para el tratamiento de anemia, la eritropoyetina (EPO) es una hormona de
glicoproteina de 193 aminoacidos, producida por los rifiones para regular la producciéon de globulos rojos (RBC); un
proceso comunmente denominado eritropoyesis. La EPO se identifica originalmente como una citoquina que
promueve la supervivencia y diferenciacion del progenitor eritrocito, pero también ha mostrado que posee funciones
neuroprotectoras, particularmente en respuesta a lesién isquémica en el sistema nervioso central, (SNC). El uso
clinico de EPO ha sido prevalente en el tratamiento de pacientes con cancer anémico, mientras que los estudios en
curso exploran el potencial de la EPO en el tratamiento de enfermedades neuroldgicas (por ejemplo apoplejia). No
obstante, estudios clinicos recientes en pacientes con cancer han empezado a revelar eventos adversos altamente
preocupantes, que sugieren que la administracion de la EPO humano recombinante (rHUEPO) puede afectar
adversamente la supervivencia general del paciente. Subsiste una necesidad urgente en la oncologia médica para
entender mejor y predecir la prevalencia o susceptibilidad a este efecto, de tal manera que la administracion de
rHUEPO se puede contra-indicar, continuar o detener.

EPO: Funcion bioldgica

La eritropoyetina (EPO) es una citoquina tipo | de 193 aminoacidos, producida por células de la corteza renal para
regular la produccion de glébulos rojos (RBC) en un proceso denominado eritropoyesis. La eritropoyesis tiene
naturaleza de multietapas, que implica la diferenciacion de blastocitos hematopoyéticos pluripotentes a través de las
células progenitoras de unidades formadoras de brotes de eritrocitos (BFU-E) de linaje comprometido y unidades
formadoras de colonia de eritrocitos (CFU-E), que surgen en una serie de eritoblastos tempranos y tardios, que
conducen eventualmente a la formacion de reticulocitos y eritrocitos maduros. Durante este proceso, la formacién
secuencial de pro-eritroblastos, eritoblastos basofilos, policromatéfilos, y ortocromaticos se regula positivamente por
EPO. La EPO induce mudltiples efectos positivos en eritroblastos tempranos, que incluyen proliferacion aumentada,
progresion a través de maduracion, y proteccion de muerte celular programada.

En términos del mecanismo molecular, la EPO se une a dos receptores idénticos (EpoR), un evento que activa
diversas rutas de sefializacion intracelular. Estas incluyen el transductor de sefial 2 de quinasa Janus y el activador
de transcripcion 5 (JAK2-STATS), 3- quinasa fosfatidilinositol (PI3K), proteina quinasa C (PKC), y Ras-Raf-MEK
(proteina quinasa regulada por la sefial extracelular o activada por mitégeno)-ERK (proteina quinasa regulada por la
sefial extracelular). Las rutas JAK2- STAT5 y RAS-RAF-MEK-ERK se considera que estan asociadas con la accion
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mitogénica de Epo, mientras que la ruta PI3K, que actia a través Akt (PI3K-Akt), se ve como un mediador de
actividades anti-apoptoticas de EPO.

EPO: Uso clinico

La anemia (AmE) o anaemia/anemia (BrE), del Griego ('vatmia) (an-haima) significa “sin sangre”, es una deficiencia
de glébulos rojos (RBC) y/o hemoglobina. La afeccidon se observa cominmente en pacientes con enfermedades
cronicas, y es particularmente comun en cancer cuando aproximadamente 50% de los pacientes son anémicos en la
presentacién y algunos, el 70-90% desarrolla la afecciéon durante el curso de tratamiento (tipicamente denominado
anemia inducida por quimioterapia (CIA)). En un estudio reciente de the European Cancer Anemia Survey (ECAS),
Ludwig et al. cita en un indice de anemia inicial del 50 % (hemoglobina [Hb] < 12 g/dL) entre 3010 pacientes con
canceres hematoldgicos y un indice de anemia inicial de 41 % entre 11.453 pacientes con tumores sélidos (Blood,
2002; 100: 234a-235a. Resumen 884). El analisis longitudinal adicional revela que 72 % de los 2780 pacientes con
canceres hematolégicos y 66 % de los 10.067 pacientes con tumores solidos sucumben a CIA. Otros estudios
publicados han reportado altos indices variados en pacientes en diferentes fases y con diferentes tipos de
tratamiento (Tabla 1). No obstante, todos los estudios demuestran la extremadamente alta prevalencia de anemia
en pacientes con cancer.

Tabla 1. Prevalencia de Anemia en Pacientes con Cancer que Experimentan Tratamiento

Tipo de cancer Prevalencia de anemia (Hb < 12
g/dL)

Cancer cervical”] 82 %

Tumores sélidos™ 66 %

Cancer colorrectal™ 67 %

Cancer de pulmén™ 63%

Canceres hematoldgicos 72 %

Un nimero de factores contribuyen a la alta incidencia de anemia entre pacientes con cancer, que incluyen no solo
guimioterapia y mielosupresion inducida por radiacién, sino también anemia mediada por citoquina de enfermedad
cronica, hemorragia, infiltracién de la médula 6sea por el tumor, hemdlisis, y deficiencias nutricionales. Cualquiera
que sea la fuente, la anemia resulta en una capacidad reducida de la sangre para transferir oxigeno a los tejidos, lo
que conduce a hipoxia de tejido y un rango asociado de consecuencias clinicas, que afectan todos los ambitos de
salud del paciente: estado fisiol6gico, bienestar sicosocial y calidad de vida. No es sorprendente que la anemia
pueda afectar en forma negativa la respuesta del paciente a una terapia contra el cancer, un hecho que destaca la
importante funcion de soporte de rHUEPO para restaurar los conteos normales de RBC.

EPO: Sefiales de Seguridad Clinica

Durante muchos afios se consider6 que el ESA era extremadamente seguro en sus indicaciones etiquetadas de
enfermedad crénica de rifion y anemia inducida por quimioterapia. Los primeros indicios de problemas de seguridad
se produjeron en el 2003 cuando los resultados de un par de estudios que examinan la potenciacién de la radiacion
y la quimioterapia de la EPO dieron lugar a una reunion de la FDA en Mayo de 2004. Este primer estudio (the
ENHANCE study: Lancet 2003; 362: 1255-1260) sugiri6 el riesgo relativo de la supervivencia libre de evolucién que
fue peor para pacientes quienes recibieron radioterapia mas beta epoyetina NeoRecormon de Roche que para
pacientes que recibieron placebo mas radioterapia. Se realizé un ensayo multi-institucional doble ciego, aleatorizado
que incluy6 una poblacién de estudio de 351 pacientes quienes recibieron radioterapia. Los pacientes se trataron 3
veces por semana con placebo o EPO en la forma de beta epoyetina que inicia 10 a 14 dias antes y continGa
durante la terapia de radiacién. Aunque los niveles de hemoglobina aumentan en 82 % de los pacientes que
recibieron EPO, comparado con 15 % en pacientes que recibieron placebo, el indice de supervivencia libre de
evolucion loco-regional es significativamente menor. Adicionalmente, el grupo EPO tiene un mayor riesgo relativo
para evolucién y muerte loco-regional.

El segundo ensayo involucra 939 pacientes con cancer de mama que recibieron quimioterapia (the BEST study: J.
Clin. Oncol. 2005; 23:5960-5972; ver tabla 2), se les suministré alfa epoyetina Eprex de Johnson & Johnson que
tiene un indice mayor de mortalidad de 4 meses y un indice menor de supervivencia de 12 meses que aquellos con
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placebo. Ambos estudios intentaron llevar los limites de los niveles de hemoglobina més alla de lo permitido para su
comercializacion por la FDA — el objetivo de hemoglobina recomendado para Aranesp era en el momento hasta de
12 g/dL, mientras que las etiquetas de Epogen y Procrit recomiendan 10-12 g/dL. Henke trat6 hombres a niveles
objetivo de por lo menos 15 g/dL, mientras que las mujeres fueron tratadas con por lo menos 14 g/dL. El nivel
objetivo en el estudio BEST fue 12- 14 g/dL.

Tabla 2: Resumen de los resultados de Leyland-Jones et al. (J. Clin. Oncol. 2005; 23:5960-5972) que muestran que
8,7 % de los pacientes tratados en el brazo con EPO murieron dentro de los 4 meses de tratamiento, comparado con
3,4 % de los pacientes no tratados en el brazo. ITT = Intencion de tratar.

Tabla 2.4: Causas de Muerte Entre Pacientes Quienes Murieron Dentro de los 4
Meses de Asignacién Aleatoria (Poblacion ITT, N = 939)
Alfa epoyetina Placebo
(n=469) (n = 470)
Resultado No. de pacientes % No. de pacientes %
Vivo en 4 meses 428 91.3 454 96.6
Muerto dentro de 4 meses 41 8.7 16 3.4

Johnson & Johnson (JNJ, New Brunswick, N.J.) ya ha reportado datos del ensayo CHOIR Fase IV (N. Engl. J. Med.
2006 Nov 16; 355 (20): 2085-98.) que probo si utilizar la alfa epoyetina Procrit para obtener niveles de hemoglobina
a 13.5 g/dL mejoraria los resultados vs. el tratamiento con 11.3 g/dL (dentro del rango de 10-12 g/ dL en la etiqueta
del farmaco). Los pacientes en el grupo mayor de hemoglobina tuvieron una incidencia significativamente
aumentada de mortalidad y eventos cardiovasculares. Mientras este estudio se llevé a cabo en el espacio de
enfermedad renal, las implicaciones de seguridad se enfatizaron adicionalmente en un estudio mas reciente -
DAHANCAL0. En Febrero de 2007, Amgen describe que este estudio independiente habia sido detenido tres meses
antes, después que los datos provisionales mostraron que Aranesp mas la radiacion perdieron el objetivo principal
del control loco-regional de 3 afios vs. la radiacion sola. El estudio también muestra un aumento no significativo en la
muerte en el brazo de Aranesp. DAHANCA10 explora si el uso de Aranesp para mantener un nivel de hemoglobina
de 14-15.5 g/dL durante radioterapia puede mejorar el control de la enfermedad locoregional en pacientes con
carcinoma epidermoide primario de cabeza y cuello (HNSCC).

Las sefiales de seguridad también emergen del uso de Aranesp en el espacio AoC (estudio 103). En Enero 2007,
Amgen reporta que el perfil de riesgo/beneficio de Aranesp es “el mejor de los neutros” en un ensayo Fase Il en
pacientes quienes tienen AoC y quienes no reciben quimio- o radio-terapia. Aqui los datos revelan significativamente
mas muertes en pacientes Aranesp que en pacientes placebo. El ensayo, que trata pacientes con un nivel de
hemoglobina de 12-13 g/dL, también pierde su criterio principal de valoracion de una reduccion significativa en
frecuencia de transfusion a 16 semanas. El estudio recluta 103 pacientes con diversos canceres, que incluyen
cancer de pulmén no microcitico (NSCLC), cancer de mama y cancer de préstata. Los investigadores canadienses
publican hallazgos similares (J. Clin. Oncol. 2007 Mar 20; 25(9): 1027-32). Aqui los autores muestran que los 70
pacientes con NSCLC avanzado con AoC, que reciben Procrit, tienen un indice de mortalidad significativamente
mayor que aquellos que reciben placebo. Una sinopsis de cada uno de estos estudios se proporciona en la Tabla 3
adelante:
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Tabla 3: Resumen de los resultados de estudios de seguridad EPO que destacan los temas de supervivencia.

ESTUDIO Tipo POBLACION  DISENO ESTADO
EPO
DAHANCA Aranesp HNSCC; Hb Ensayo de Finalizado antes por DMC (después de 522 de
(SE20029001) inicial <= 14,5 etiqueta abierta, 600 pacientes previamente inscritos) con base
multicentro de en menores indices LRC e incremento de
radioterapia  +/- muertes en el brazo ESA en el analisis interino
Aranesp previsto; 522 de 600 pacientes previamente
inscritos; resumen de resultados 12/06; CSR
anticipado 9/08.
EPO-CAN-20 Eprex/ NSCLC no placebo Finalizado antes por DSMB para incremento de
Procrit recibe quimio; controlado, doble muertes en brazo ESA; 70 de 300 pacientes
Hb inicial <=12 ciego, inscritos; los resultados publicados en el
aleatorizado (1:1) resumen en 2004 y en el diario de oncologia
+/- Eprex clinica 3/07
BEST (EPO- Eprex/ Céancer de Placebo Finalizado en Abril 2002, después de la revision
INT-76) Procrit mama controlado, doble de los datos en los primeros 938 pacientes por
metastasico ciego, el DMC, debido a evidencia de exceso de
aleatorizado mortalidad en el brazo Eprex
RTOG 9903 Eprex/ HNSCC; Hb Etiqueta abierta, Finalizado antes por DSMB para tendencia
Procrit inicial 9-12,5 aleatorizada (1:1), hacia LRC mas pobre y OS en brazo EPO. 14B
(hembra), 9- quimio/radiacion de 372 pacientes inscritos. Resultados
13,5 (macho) +/- procrit publicados en el resumen 2004
Estudio 103 Aranesp NSCLC,
(Amgen) cancer de
mama,
préstata

Seguridad clinica EPO; ¢,una funcién para EPOR?

Estos hallazgos clinicos han conducido a muchos investigadores a sugerir una posible funciéon de la ESA en
promover el crecimiento de tumor a través de la estimulacién de la sefializacion de supervivencia del receptor EPO
en células neoplasicas, y por medio de la estimulacion de angiogénesis. Esta implicito en estas actividades
propuestas la nocién que el receptor EPO puede conferir algo de ventaja de supervivencia a las células neoplasicas,
un efecto colateral negativo. Esto, a su vez, sugiere que el receptor EPO esta presente y activado por la union de
EPO en dichas células. Utilizando RT-PCR cuantitativo, en tiempo real, el gen EPOR no solo ha mostrado que se
expresa fuertemente en la médula 6sea (que contiene los progenitores eritroides sensibles a EPO), sino también en
niveles significativos en tejidos normales (por ejemplo rifién, corazén, cerebro, endotelio, y misculo liso). Mas aun,
los niveles de transcriptos de EPOR en tejidos de tumor de mama, colon, ovario, préstata, pulmoén, linfoma, ileo,
estdmago, y tejidos neoplasicos renales y estirpes de células neoplasicas no son mayores que aquellos niveles
observados en las contrapartes de tejido normal. Estos hallazgos estan de acuerdo con otros informes que
demuestran que los niveles de transcriptos de EPOR son basicamente equivalentes en muestras sin tumor y de
tumor correspondientes de pacientes con cancer de pulmoén, colon y préstata. Desde la perspectiva de estos datos,
es cuestionable si el gen EPOR puede proporcionar de alguna manera la ventaja selectiva a las células neoplasicas,
por lo menos por medio de niveles de expresiéon anormales.

Por lo tanto, existe una posible funcién para EPOR en mediar la supervivencia de la célula neoplésica en respuesta
a EPO. A partir de una perspectiva molecular, no seria sorprendente la capacidad de las células neoplasicas para
subvertir el sistema EPO/EPOR. Un nimero de estudios preclinicos han demostrado la activacién mediada por EPO
de la proteina quinasa activada por mitdgeno (MAPK), 3-quinasa fosfatidilinositol (Pl3K)-Akt, JAK-STAT (Transductor
de Sefial de quinasa Janus y Activador de Transcripcién), y las rutas de sefializacion del factor kappa B nuclear
(NFB) en una variedad de canceres humanos. Cada una de estas cascadas de sefializacién se ha asociado con
funciones celulares que promueven la evolucién del tumor. La EPO estimula no solo la quimiotaxis de las células
endoteliales, junto con la migracion e invasién de cancer de mama y células HNSCC, sino también parece inducir la
proliferacién de células neoplasicas e inhibir la apoptosis. Mas aln, el pretratamiento con rHUEPO protege algunas
estirpes de células neoplasicas de los efectos citotdxicos del agente quimioterapéutico, cisplatina. Por lo tanto, la
sefializacion EPO/EPOR parece contribuir a una amplia variedad de funciones que promueven el tumor en
diferentes tipos de cancer.
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A pesar de esta evidencia, la posible contribucién de la sefializacion EPO/EPOR a la evolucion de cancer es
cualquier cosa menos sencilla. La influencia de EPO/EPOR en diferentes tipos de cancer parece ser muy variable y
no del todo comprendida. Los estudios han mostrado que la EPO no influencia la proliferaciéon de estirpes de células
neoplasicas. Rosti et al. (Haematologica 1993 Jul-Aug; 78(4): 208-12.), por ejemplo, investiga el potencial
proliferativo de rHUEPO al probar los efectos de este factor en el crecimiento clonogénico y la sintesis de ADN en 10
diferentes estirpes celulares derivadas de canceres hematolégicos y tumores solidos. Las estirpes celulares K-562 y
HEL se incluyen en este estudio, ambos expresan los receptores EPO. Los resultados muestran que rHUEPO no
tiene efecto sobre ya sea el crecimiento de colonia o la sintesis de ADN (ver Tabla 4).

Tabla 4. Muestra la carencia de efecto de rHUEPO en el porcentaje de células en fase S en las estirpes celulares
humanas

HL-60
PLB 985
KG-1
H69
N417
MCF-7

200200

ocuM-1  16.4'42.17717.3+24 " 115323, °
GBL-HU12 192+ 156 209416 191£20

En un estudio similar, Westphal et al. (Tumori 2002 Mar-Apr; 88(2): 150-9.) investigo los efectos del EPO en mas de
25 diferentes estirpes celulares humanas malignas y benignas. Se analiza la expresion del mARN de receptor EPO y
la proteina con RT-PCR, transferencia Western, e inmunocitoquimica. Las respuestas celulares en diversas
concentraciones de EPO se evallan utilizando la captacion de timidina tritiada, analisis de transferencia Northern de
expresion c-fos, y ensayo de actividad de tirosina quinasa. El mARN del receptor EPO y la proteina se identifican en
la mayoria de estirpes de células neoplasicas evaluadas. A pesar de estos hallazgos, el tratamiento con rHUEPO no
influencia significativamente el indice de proliferacion de las estirpes de células neoplasicas positivas del receptor
EPO. Mas aun, el tratamiento con EPO no afecta el mARN c-fos del gen de aquellas estirpes celulares ni la
activacion de tirosina quinasa estimulada. Con base en sus hallazgos, los autores concluyen que la expresion del
receptor EPO en células neoplasicas no parece ser esencial para crecimiento y por lo tanto no debe tener un efecto
perjudicial en pacientes con cancer.

Puede un receptor EPO novedoso explicar estos hallazgos clinicos y moleculares?

Los resultados de Lu et al. (J. Biol. Chem., Vol. 281, Issue 11, 7002-7011, 2006) establecen que la activacion del
receptor no se acompafia simplemente al colocar dos receptores en proximidad cercana a través de enlaces de
disulfuro en los dominios de transmembrana o extracelular. En su lugar, la orientacion relativa de los dos dominios
de transmembrana de un dimero EpoR, a diferencia de su proximidad, determina el grado de activacién del receptor.
Mas especificamente, estos autores proponen que la union Epo al dimero EpoR simétrico, inactivo provoca el
reposicionamiento de los dos dominios de fibronectina Ill en una orientacion relativa asimétrica de 120°, que a su
vez cambia la orientaciéon de los dominios de transmembrana y los dominios intracelulares, y yuxtapone los JAK2
adjuntos para iniciar la cascada de fosforilacion. No se esperaria necesariamente que los mutantes EPO sean
capaces de iniciar la sefalizacion de EPOR, debido a su incapacidad de inducir la conformacion relativa correcta de
los dominios de fibronectina Ill. De manera interesante, parece que ciertos aspectos de la funcion EPO se pueden
desacoplar de la actividad EPOR. Leist et al. (Science 305, 239-242.) ha demostrado que las actividades protectoras
de tejido y hematopoyéticas de Epo son distintas y separadas, demostrando por ejemplo que la EPO carbamilada
(CEpo) no estimula la eritropoyesis, sin embargo evita la lesién del tejido en una amplia variedad de modelos in vivo
e in vitro.

EPO y proteccion neuronal:

La eficiencia de la EPO en tratar la enfermedad del sistema nervioso se ha demostrado en diversos modelos
experimentales de cerebro y lesion de la médula espinal. Como tal, la EPO ha llegado a ser un candidato para
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neuro-proteccion terapéutica. No obstante, el uso de EPO como un neuro-protector eleva diversos problemas de
seguridad. Aunque la EPO recombinante parece ser potencialmente seguro en dosis neuroprotectoras probadas,
pueden ocurrir eventos cardiovasculares o cerebrovasculares como resultado de sus actividades estimulantes de
médula ésea. De manera interesante, como se destaco anteriormente, la funcion protectora neuronal de EPO parece
molecularmente separable de la actividad hematopoyética, como EPO carbamilada y determinados mutantes EPO
son neuroprotectores pero fallan en inducir la hematopoyesis. Dichos mutantes fallan en unir EPOR (Leist et al.
Science 305, 239-242).

Sinopsis:

La EPO se consideré durante mucho tiempo que actlia unicamente en las células hematopoyéticas, un hecho que
conduce a su emergencia como un tratamiento lider para anemia inducida por quimioterapia. Sin embargo, la
evidencia emergente ha mostrado que la EPO se expresa en una variedad de tipos de tejido y células, que incluyen
células neoplésicas, vasculares endoteliales, y neuronales. Se induce la expresion de EPO en respuesta a hipoxia,
un evento mediado por el factor de transcripcion HIF-1. Se considera que la EPO ejerce prototipicamente sus
efectos biolégicos por medio de la union a su receptor EPOR de superficie celular, que resulta en la fosforilacion de
tirosina del receptor y otras proteinas intracelulares, que incluyen JAK2 y STAT5. La ruta JAK/STAT se utiliza en
células hematopoyéticas y no hematopoyéticas (que incluyen células del cerebro) luego de la uniéon de EPO al
receptor EPO. Los hallazgos recientes de la expresion del receptor EPO en células neoplasicas de mama y renales
humanas, asi como también en diversas estirpes de células neoplasicas, han planteado preguntas importantes en el
ambito de la oncologia a cerca de un efecto que promueve el posible crecimiento del tumor de rHUEPO en tumores
qgue llevan el receptor EPO. Esta posibilidad ha sido confirmada en diversos ensayos clinicos. De manera
interesante, otros estudios han mostrado que ciertos mutantes EPO que son citoprotectores pero no mas capaces
de inducir hematopoyesis, funcionan independientemente de EPOR. Esto sugiere que puede existir otro receptor
EPO que carece de los requerimientos de conformacién de unién estricta de EPOR.

En vista de la descripcién proporcionada aqui y su descubrimiento relacionado, se proporciona una breve
descripcion de receptores efrina y de la biologia de efrina como sigue.

Efrina y Biologia del Receptor Efrina

Los receptores del carcinoma hepatocelular que producen eritropoyetina (Eph) forman la familia mas grande de las
quinasas tirosina del receptor. Los receptores Eph se dividen en dos grupos (Eph-A y Eph-B) con base en la similitud
de sus secuencias de dominio extracelular y las distintas propiedades estructurales de los ligandos de efrina (Eph
Nomenclature Committee, 1997). Se han identificado aproximadamente 16 genes del receptor de efrina (EphA1-10,
EphB1-6) en el genoma de vertebrado (Pasquale, Nat. Rev., Mol. Cell Biol. 6 (2005), pp. 462-475.), 14 de los cuales
estan presentes en humanos (Figura 1) y otros mamiferos (EphA1-8, EphAl10, EphB1-4, EphB6).

Los receptores Eph son proteinas de transmembrana de un solo paso con dominios extracelulares e intracelulares
altamente conservados. Los dominios anteriores consisten de un dominio de unién de ligando de terminal N, una
regién similar a EGF rica en cisteina y dos repeticiones de fibronectina tipo 11l (Yamaguchi and Pasquale, Curr. Opin.
Neurobiol. 14 (2004), pp. 288-296.). Intracelularmente, la regiéon de yuxtamembrana estd seguida por un dominio
tirosina quinasa, seguido por un motivo a estéril (SAM), y un motivo de union tipo Il PSD-95/Disco grande/ZO-1
(PDZ) en el terminal carboxilo (Kullander and Klein, Nat. Rev., Mol. Cell Biol. 3 (2002), pp. 475-486.). El dominio
tirosina quinasa de un receptor de cada clase (EphA10 y EphB6) carece de los residuos que son esenciales para
actividad catalitica. Las variantes del receptor Eph se generan mediante corte y empalme alternativo y sus
estructuras difieren de la estructura de dominio prototipico. La arquitectura de dominio de los receptores Eph y las
Efrinas (subclases A y B) se muestran en la Figura 2.

Los receptores Eph puede experimentar homodimerizacién orientada cis asi como también heterodimerizacion
(Freywald et al., J. Biol. Chem. 277 (2002), pp. 3823-3828.), que estd mediada directamente por la region
extracelular rica en cisteina, las repeticiones de fibronectina tipo Ill (Lackmann et al., J. Biol. Chem. 273 (1998), pp.
20228-20237.) y el motivo SAM (Stapleton et al., Nat. Struct. Biol. 6 (1999), pp. 44-49. y Thanos et al., Science 283
(1999), pp. 833-836.) o indirectamente a través de las interacciones de la proteina PDZ (Fanning and Anderson, J.
Clin. Invest. 103 (1999), pp. 767-772). Las interacciones orientadas trans ocurren normalmente con moléculas efrina
seleccionadas en células opuestas. En comudn con sus receptores, las efrinas (mencionadas derivadas del receptor
de la familia Eph que interactta con las proteinas o eforos) se dividen en dos subclases distintas A y B. Los ligandos
de efrina -A son moléculas de membrana periférica de anclaje GPIl. En contraste, los ligandos de efrina-B son
moléculas de transmembrana cuyo dominio citoplasmico corto es capaz de participar en diversos eventos de
sefializacion. Las moléculas de efrina-A y efrina-B se describen inicialmente al interactuar selectivamente con
receptores EphA y EphB, respectivamente. Sin embargo, puede haber interferencias entre los miembros de la familia
Ay B. Por ejemplo, la efrina-A5 es capaz de unir EphB2, mientras que el EphA4 se une a los miembros de la familia
efrina- A y efrina-B. Aunque se limitan las interacciones a través de las clases, dentro de una clase son promiscuos,
con multiples receptores EphA de union a una efrina A dada y viceversa.
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Aungue ni la clase de efrinas posee una actividad catalitica, pueden activar las rutas de transduccion de sefial
después de interaccion con los receptores Eph (sefializacion inversa). La sefalizacion inversa activada por las
efrinas de transmembrana incluye la fosforilacion de tirosina de su cola citoplasmica e interaccién con diversas
moléculas de sefializaciéon. Todavia no es claro el mecanismo mediante el cual las efrinas ligadas a GPI estimulan la
sefializacion en la direccion 3.

La sefalizacion algunas veces implica la formacién de ensambles de sefializacién, un proceso que empieza con una
interaccion monovalente (afinidad nanomolar) entre un receptor Eph y una efrina en una célula yuxtapuesta. El
trabajo cristalografico ha mostrado que el dominio de unién de efrina globular de EphB2 contiene una cavidad que
acomoda una protrusién hidréfoba de las efrinas. Los cambios estructurales ocurren luego de la unién. Por ejemplo,
el EphB2 experimenta diferentes redisposiciones estructurales luego de la union a efrina-B2 o efrina-A5.

También esta presente una interfaz de unién de baja afinidad en el lado opuesto del dominio de unién de ligando
EphB2 (Eph_ Ib), con interfaces complementarias también presentes en el dominio de unién del receptor Eph de
efrina-B2. Mientras que solo la afinidad de unién micromolar, la segunda interfaz puede mediar la dimerizacion de
dos dimeros de efrina Eph en un tetramero que comprende dos moléculas receptoras y dos moléculas de efrina que
se extienden desde superficies celulares adyacentes. La interfaz de baja afinidad contiene determinantes
importantes de la especificidad de subclase y no participa en el complejo EphB2-efrina-Ab.

La sefializacién se inicia luego de transfosforilacion por medio de los dominios de quinasa orientados correctamente.
Los receptores Eph se llegan a fosforilar extensamente luego de activacién mediante efrinas y por medio de
asociacion de la quinasa src. La fosforilacion promueve el orden conformacional en el segmento de activacion del
dominio quinasa que favorece la uni6on del sustrato y también interrumpe las interacciones inhibidoras
intramoleculares que ocurren entre el segmento de yuxtamembrana y el dominio quinasa. La fosforilacién mediada
por la familia Src de los receptores Eph también ha mostrado que actta en una forma similar.

Resumen

El objeto de la presente invencion se define por las reivindicaciones adjuntas. Se describen los miembros de la
familia de efrina (efrina A1 y EPH-B4) como mediadores de la sefializacién citoprotectora de EPO, como socios
homodimeros y/o como heterodiméricos de EPOR y/o entre si. Nuestros datos enfatizan la importancia de EPH-B4 y
Efrina A1 en mediar esta funcion. Como tal, NEPOR representa un receptor EPO novedoso derivado de una
combinacion Unica (es decir por medio de homo- y/o hetero-dimerizacién) de los componentes derivados de biologia
de efrina y posiblemente el receptor EPO. Ver figura 3 para resumen.

La presente descripcion se basa en los datos de que EPH-B4 y Efrina Al son los componentes de un receptor EPO
novedoso (NEPOR). Somos capaces de mostrar que la EPO estimula el crecimiento de tumor mejorado en un
sistema modelo de tumor de ratén. La EPO estimula la ruta de sefializacion Akt en las estirpes celulares que carecen
de la expresion del receptor EPO. Estas células expresan EPH-B4 que es un receptor que estimula la sefalizacion
por medio de la ruta Akt. Adicionalmente en un modelo de tumor de ratén se puede mostrar que la EPO es capaz de
estimular el crecimiento significativo del tumor. Dicha actividad se inhibe por medio de la atenuacién del receptor
EPH-B4 que destaca la naturaleza dependiente de EPH-B4 de una tumorogenia mediada por EPO. Como tal, el
NEPOR se compone principalmente de EPH-B4 como un homodimero y/o en asociacion heterodimérica con EPOR
o una Efrina. Adicionalmente, los puntos de analisis simulados por ordenador destacan la complementariedad
estructural entre las moléculas de EPO y Efrina, particularmente Efrina Al. Por lo tanto, el NEPOR también puede
estar compuesto de Efrina A1 como un homodimero y/o en asociacion heterodimérica EPH-B4. Se proporciona un
resumen de estas especies NEPOR putativas en la Figura 3 y Tabla 5.

La presente descripcion proporciona un método para evaluar un tejido para la expresion del complejo del receptor
NEPOR protector de tejido y/o EPH-B4 y/o Efrina Al. Al hacer esto, la presente descripcion proporciona un método
prondstico para estratificar pacientes que tienen un tumor que es adecuado (NEPOR no esta presente en el tumor;
NEPOR-) o no adecuado (NEPOR presente en el tumor; NEPOR+) para el tratamiento de EPO. Especificamente, el
método para evaluar el tejido de tumor NEPOR y/o los componentes de expresion de gen comprende:

(a) aislar una muestra de tejido de un individuo quien recibe o debe recibir eritropoyetina,

(b) determinar el nivel de expresion de los transcriptos del gen NEPOR (es decir mMARN EPH-B4, y/o Efrina Al) y/o la
presencia del producto de gen NEPOR (es decir proteinas EPH-B4, y/o Efrina A1) del tejido aislado, y

(c) correlacionar la presencia de estos productos de expresion de gen del componente NEPOR con una respuesta
fisiolégica negativa para el tratamiento con eritropoyetina.

Preferiblemente, la expresion de los genes de componente NEPOR (es decir mMARN EPH-B4, y/o Efrina Al) se
determina mediante una técnica de biologia molecular seleccionada del grupo que consiste de PCR, QPCR, R-PCR,
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analisis de microdisposicion de expresién de gen, analisis de transferencia northern, transcripcion inversa y
amplificacién, zimografia, reaccion de cadena ligasa, NASBA, Ensayo de Proteccién de RNasa (RPA), electroféresis
capilar con fluorescencia inducida por laser (CE-LIF) y combinaciones de los mismos.

Preferiblemente, la determinacién de la presencia del producto de gen NEPOR se hace mediante la deteccién de las
proteinas respectivas con un procedimiento de inmunoensayo, cuando el procedimiento de inmunoensayo se
selecciona del grupo de inmunoprecipitacién, inmunoensayo de enzima (EIA), radioinmunoensayo (RIA) o
inmunoensayo fluorescente, un ensayo quimioluminiscente, un ensayo de aglutinaciéon, ensayo nefelométrico,
ensayo turbidimétrico, una transferencia Western, un inmunoensayo competitivo, un inmunoensayo no competitivo,
un inmunoensayo homogéneo, un inmunoensayo heterogéneo, un bioensayo y un ensayo indicador tal como un
ensayo de luciferasa. El procedimiento de inmunoensayo se basa mas preferiblemente en ELISA.

Preferiblemente, el método para deteccion de NEPOR y/o EPH-B4, y/o Efrina Al en tejido de tumor también puede
ser un método de formacion de imagenes in situ, que comprende administrar un anticuerpo anti-NEPOR o péptido
de union NEPOR ligado a un radio-ligando u otro agente formador de imagenes, y medir la distribucién de tejido y
ubicacion del radio-ligando u otro agente formador de imagenes. Preferiblemente, la muestra de tejido se selecciona
del tejido canceroso o células circulantes derivadas del mismo, o de un grupo de tejidos bioldgicos y fluidos tales
como sangre, linfa, orina, fluido cerebral. Especificamente, el individuo es un paciente con cancer quien se va a
tratar con eritropoyetina o se esta tratando con eritropoyetina. Preferiblemente, el efecto fisioldgico negativo aumenta
la evolucién del tumor y/o la supervivencia mas pobre del paciente. Preferiblemente, la presencia de los productos
de gen NEPOR y/o EPH-B4, y/o Efrina Al es indicadora de la evolucién aumentada del tumor y/o la supervivencia
mas pobre del paciente luego de tratamiento con eritropoyetina. Preferiblemente, el cancer es uno de cancer de
cabeza y cuello, cancer de mama, cancer de higado, cancer colorrectal, cancer de intestino delgado, leucemia,
cancer de préstata, cancer de pulmén, cancer de ovario, cancer pancredatico, cancer endometrial, cancer de
estomago, linfoma no Hodgkin, cancer de rifién, carcinoma de célula renal (RCC), melanoma maligno, cancer de
vesicula, cancer de vejiga, cancer vulvar, cancer de pene, cancer testicular, cancer de timo, sarcoma de Kaposi,
cancer ocular, cancer de glandula suprarenal, cancer cerebral, cancer cervical, cancer de apéndice, cancer
adenoide, cancer de las vias biliares, cancer uretral, cancer espinal, familia de tumores de Ewing, cancer de célula
reproductora extragonal, cancer de las vias biliares extra hepatico, cancer del tubo falopiano, canceres de tejido
blando, cancer éseo, Linfoma de Hodgkin, cancer anal, mesotelioma maligno, cancer vaginal, cancer de piel, cancer
del sistema nervioso central (craniofaringioma), blastoma pleuropulmonar, cancer sinu paranasal y de cavidad nasal,
cancer de célula transicional de pelvis renal y uretra, cancer de glandula pituitaria, carcinoma epidermoide de cabeza
y cuello (HNSCC), cancer de prostata, cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer cerebral, cancer de vejiga, y
cancer de glandula salivar. Preferiblemente, el cancer se selecciona del grupo de carcinoma epidermoide de cabeza
y cuello (HNSCC), cancer de prostata, cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer de rifién, cancer cerebral,
cancer de vejiga y cancer de mama.

La presente descripcion proporciona adicionalmente un método para disefiar una terapia que modula la actividad de
NEPOR y/o EPH-B4, y/o Efrina A1, que comprende:

1) desarrollar un ensayo de deteccion in vitro para terapias especificas NEPOR y/o EPH-B4, y/o Efrina Al; al medir
la union de compuestos de prueba a un complejo del receptor NEPOR protector de tejido y/o EPH-B4, y/o Efrina Al
(también en comparacién con los complejos de homodimero EPOR), en donde el compuesto de prueba se etiqueta
(la union del compuesto de prueba etiquetado a los complejos receptores detallados en la figura 9) y se mide al
detectar la etiqueta unida al compuesto de prueba;

2) desarrollar un método de deteccidn libre de etiqueta tal como resonancia de plasmon de superficie. En este caso
el compuesto de prueba no se etiqueta y su unién a los complejos del receptor NEPOR (como se detalla en la figura
9) se mide mediante un método independiente etiquetado (6ptico).

3) probar la actividad de NEPOR y/o EPH-B4, y/o Efrina Al al (a) poner en contacto un compuesto de prueba con un
complejo del receptor NEPOR protector de tejido (N) o célula que expresa el complejo receptor NEPOR protector de
tejido; medir el nivel de la actividad de (N) en la célula; identificar un compuesto de prueba que aumenta o reduce el
nivel de actividad de (N) cuando se compara con el nivel de actividad de (N) medido en la ausencia del compuesto
de prueba; y evaluar el compuesto de prueba identificado para actividad protectora de tejido;

4) probar la modulacién de la unién de NEPOR/ligando y/o unién de ligando EPH-B4, y/o Efrina Al al (a) poner en
contacto (N) con un ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido y/o el ligando EPH-B4, y/o Efrina
Al unido a una primera etiqueta, y una cantidad equivalente de un compuesto de prueba unido a una segunda
etiqueta bajo condiciones que conducen a unién, retirar el material no unido de (N), y detectar el nivel de la primera y
segunda etiquetas, en donde si la segunda etiqueta esta presente el compuesto se une a (N) y si el nivel de la
primera etiqueta se reduce con relacion al nivel de la primera etiqueta cuando el ligando etiquetado se pone en
contacto con (N) bajo condiciones conductoras para unién en la ausencia de un compuesto de prueba después de la
eliminacion del material no unido, luego se identifica un compuesto que se une a (N).
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5) identificar un compuesto que modula una actividad protectora de tejido en un mamifero, que comprende: (a)
administrar el compuesto a un primer animal inmediatamente luego de provocar una lesion, en donde el primer
animal expresa endégenamente un complejo del receptor NEPOR protector de tejido; y (b) administrar el compuesto
a un segundo animal inmediatamente luego de provocar la misma lesién como en la etapa (a), en donde el segundo
animal es deficiente en la expresioén de un complejo del receptor NEPOR protector de tejido y/o EPH-B4, y/o Efrina
Al o componentes de los mismos; de tal manera que si se recupera de la lesion difiere en el animal de la etapa (a)
cuando se compara con el animal de la etapa (b), se identifica un compuesto que modula una actividad protectora de
tejido.

La presente descripcién proporciona adicionalmente métodos para tratar o evitar una enfermedad o trastorno en un
humano que comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto que modula la
actividad de un complejo del receptor NEPOR protector de tejido a un humano en necesidad de dicho tratamiento o
prevencion, con la condicién que el compuesto no es EPO. El compuesto se selecciona del grupo que consiste de
un anticuerpo especifico para el complejo del receptor NEPOR protector de tejido, un anticuerpo es especifico para
un ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido, una molécula pequefia, un péptido, un mutante
EPO, una quimera del dominio EPO:Efrina_ligando_union, un miembro de una coleccion, y una combinacion de los
mismos. Preferiblemente, dichos compuestos modulan negativamente la funcién protectora de tejido del complejo
del receptor NEPOR en los canceres mencionados anteriormente. Preferiblemente, dichos compuestos modulan
positivamente la funcion protectora de tejido del complejo del receptor NEPOR en donde la enfermedad o trastorno
esta provocado por hipoxia, trastornos de convulsién, enfermedades neurodegenerativas, envenenamiento de
neurotoxinas, esclerosis miltiple, hipotensién, paro cardiaco, radiacion, o hipoglicemia.

La presente descripcion proporciona adicionalmente un método para identificar los compuestos que modulan la
actividad de sefializacion protectora de tejido de NEPOR, que comprende (a) poner en contacto un compuesto de
prueba con el complejo del receptor NEPOR que expresa la célula; (b) medir el nivel de actividad protectora de tejido
iniciada por la activacién NEPOR en la célula; (c) identificar un compuesto de prueba que aumenta o reduce el nivel
de la actividad del complejo NEPOR protector de tejido en una célula; (d) evaluar los compuestos identificados para
actividad protectora de tejido mediada por NEPOR; y (e) evaluar los productos terapéuticos identificados para
actividad inhibidora de NEPOR. Preferiblemente, el ensayo en la etapa (d) es una actividad del complejo del receptor
NEPOR protector de tejido que se mide mediante un ensayo de proliferacién/diferenciacion celular. Mas
preferiblemente, las células en el ensayo de proliferacion/diferenciacion celular se construyen recombinantemente
por ingenieria para expresar EPH-B4, y/o EPOR, y/o Efrina Al. Mas preferiblemente, las células expresan
enddgenamente un receptor EPO y se transforman con un &cido nucleico que comprende una secuencia de
nucleétidos que (i) se liga operablemente a un promotor, y (ii) codifica ya sea EPH-B4 y/o Efrina A1. Adn mas
preferiblemente, las células expresan endégenamente EPH-B4 y/o Efrina Al y se transforman con un acido nucleico
que comprende una secuencia de nucledtidos que (i) se liga operablemente a un promotor, y (ii) codifica un
polipéptido del receptor EPO.

La presente descripcion proporciona adicionalmente un método para identificar un compuesto que modula la
interaccion entre un complejo del receptor NEPOR protector de tejido y un ligando del complejo del receptor NEPOR
protector de tejido, que comprende: (a) poner en contacto un complejo del receptor NEPOR protector de tejido con
uno 0 mas compuestos de prueba; y (b) medir la actividad del complejo del receptor NEPOR protector de tejido, por
lo cual si la actividad medida en (b) difiere de la actividad del complejo del receptor NEPOR protector de tejido en la
ausencia de uno o mas compuestos de prueba, entonces se identifica un compuesto que modula la interaccion entre
el complejo del receptor NEPOR protector de tejido y se identifica el ligando de complejo del receptor NEPOR
protector de tejido. Preferiblemente, la actividad del complejo del receptor NEPOR protector de tejido se mide
mediante proliferacién celular o diferenciacion celular. Preferiblemente, la actividad del complejo del receptor
NEPOR protector de tejido medido es la capacidad del complejo del receptor NEPOR protector de tejido de
interactuar con un ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido. Preferiblemente, la etapa de evaluar
el compuesto identificado para la actividad protectora de tejido comprende detectar la presencia de nucleolina en la
célula. Preferiblemente, la etapa de evaluar el compuesto identificado para actividad protectora de tejido comprende
detectar o medir un nivel aumentado de actividad de neuroglobina o citoglobina en una célula. Preferiblemente, el
complejo del receptor NEPOR protector de tejido estd en la solucion. Preferiblemente, el complejo del receptor
NEPOR protector de tejido esta en una célula. Preferiblemente, el compuesto inhibe la unién de un ligando del
complejo del receptor NEPOR protector de tejido a un complejo del receptor NEPOR protector de tejido.
Preferiblemente, el compuesto mejora la unién de un ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido a
un complejo del receptor NEPOR protector de tejido. Preferiblemente, el complejo receptor NEPOR protector de
tejido que se pone en contacto en la etapa (a) esta sobre una superficie celular. Preferiblemente, el complejo del
receptor NEPOR protector de tejido esta sobre una membrana celular aislada. Preferiblemente, la actividad del
complejo del receptor NEPOR protector de tejido se compara con la activacion del receptor EPOR para identificar los
compuestos especificos NEPOR. Preferiblemente, el complejo del receptor NEPOR protector de tejido se inmoviliza
en una superficie sélida y mas preferiblemente, la superficie sélida es una placa de microtitulo o un chip.

La presente descripcién proporciona adicionalmente un método para identificar un compuesto que se une a un
complejo del receptor NEPOR protector de tejido, que comprende: (a) poner en contacto un compuesto de prueba
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con un fragmento del complejo de receptor NEPOR protector de tejido de unién a ligando que comprende por lo
menos un dominio extracelular de receptor EPO o receptor EPH-B4 o receptor Efrina A1 y por lo menos un receptor
EPO o receptor EPH-B4 o receptor Efrina Al, el dominio extracelular se fusiona a un fragmento Fc unido a un
soporte solido; y (b) poner en contacto un compuesto de prueba con un fragmento de complejo de receptor EPOR
de unién a ligando que comprende por lo menos dos receptores de dominio extracelular EPO fusionados a un
fragmento Fc unido a un soporte sélido (c) retirar los compuestos de prueba no unidos de los soportes sélidos; (d)
identificar el compuesto unido al fragmento de complejo receptor NEPOR protector de tejido, pero no el complejo
receptor EPOR (y viceversa), por lo que un compuesto unido al soporte sélido se identifica como un compuesto que
se une especificamente a un complejo del receptor NEPOR protector de tejido o un compuesto que se une
especificamente a un complejo receptor EPOR.

La presente descripcion proporciona adicionalmente un método para identificar un compuesto que se une a un
complejo del receptor NEPOR protector de tejido, que comprende: (a) poner en contacto un compuesto de prueba
con un fragmento de complejo de receptor NEPOR protector de tejido de unién a ligando que comprende por lo
menos un receptor EPO o receptor EPH-B4 o receptor Efrina Al, el dominio extracelular fusionado a un fragmento
Fc unido a un soporte sélido; (b) retirar los compuestos de prueba no unidos de los soportes soélidos; (c) identificar el
compuesto unido al fragmento de complejo receptor NEPOR protector de tejido, por lo que un compuesto unido al
soporte solido se identifica como un compuesto que se une especificamente a un complejo del receptor NEPOR
protector de tejido.

La presente descripcién proporciona adicionalmente un método para identificar un compuesto que se une a un
complejo del receptor NEPOR protector de tejido, que comprende: (a) poner en contacto un fragmento del complejo
del receptor NEPOR protector de tejido que comprende por lo menos un dominio extracelular de receptor EPO o
receptor EPH-B4 o receptor Efrina A1 y por lo menos un receptor EPO o receptor EPH-B4 o receptor Efrina Al, el
dominio extracelular fusionado a un fragmento Fc unido a un soporte so6lido con (i) un ligando del complejo del
receptor NEPOR protector de tejido unido a una primera etiqueta y (ii) una cantidad equivalente de un compuesto de
prueba unido a una segunda etiqueta bajo condiciones que conducen una unién; (b) retirar el material no unido del
complejo del receptor NEPOR protector de tejido; y (c) detectar el nivel de la primera y segunda etiquetas en donde
si la segunda etiqueta esta presente el compuesto se une al complejo y si el nivel de la primera etiqueta se reduce
con relacion al nivel de la primera etiqueta cuando el ligando etiquetado se pone en contacto con un complejo del
receptor NEPOR protector de tejido bajo condiciones que conducen a una unién en la ausencia de un compuesto de
prueba después del retiro del material no unido, entonces se identifica un compuesto que se une a un complejo del
receptor NEPOR protector de tejido.

La presente descripcion proporciona adicionalmente un método para identificar un compuesto que modula la union
de un ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido a un complejo del receptor NEPOR protector de
tejido, que comprende: (a) poner en contacto un ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido con un
fragmento del complejo del receptor NEPOR protector de tejido que comprende por Io menos un dominio extracelular
del receptor EPO o receptor EPH-B4 o receptor Efrina Al y por lo menos un receptor EPO o receptor EPH-B4 o
receptor Efrina A1, el dominio extracelular fusionado a un fragmento Fc unido a un soporte sélido; en la presencia de
uno o mas compuestos de prueba bajo condiciones que conducen a unién; y (b) medir la cantidad del complejo
receptor NEPOR protector de tejido unido al complejo del receptor NEPOR protector de tejido; por lo que si la
cantidad del ligando de complejo receptor NEPOR protector de tejido unido medido en (b) difiere de la cantidad de
ligando de complejo de receptor NEPOR protector de tejido unido medido en la ausencia de uno 0 mas compuestos
de prueba, luego se identifica un compuesto que modula la unién de un ligando del complejo del receptor NEPOR
protector de tejido al complejo del receptor NEPOR protector de tejido.

Preferiblemente, la cantidad de ligando de complejo de receptor NEPOR protector de tejido unido se mide utilizando
un anticuerpo especifico del complejo del receptor NEPOR protector de ligando de tejido. Preferiblemente, el ligando
del complejo del receptor NEPOR protector de tejido se etiqueta y la union del ligando del complejo del receptor
NEPOR protector de tejido al complejo del receptor NEPOR protector de tejido se mide al detectar la etiqueta unida
al ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido. Preferiblemente, el ligando del complejo del receptor
NEPOR protector de tejido se etiqueta y se mide la unién del ligando etiquetado al complejo del receptor NEPOR
protector de tejido al detectar la etiqueta unida al ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido.
Preferiblemente, la etiqueta es fluorescente. Preferiblemente, el compuesto de prueba es un anticuerpo especifico
para el complejo del receptor NEPOR protector de tejido. Preferiblemente,, el compuesto de prueba es una molécula
pequefia. Preferiblemente,, el compuesto de prueba es un péptido o un miembro de una coleccion. Preferiblemente,
el ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido es EPO, o derivados del mismo. Preferiblemente, el
compuesto se une al complejo del receptor NEPOR protector de tejido o ligando del mismo. Preferiblemente, la
actividad del complejo del receptor NEPOR protector de tejido se compara con la activacion del receptor EPOR para
identificar los compuestos especificos NEPOR.

La presente descripcion proporciona adicionalmente un método para identificar un compuesto que modula una
actividad protectora de tejido en un mamifero, que comprende: (a) administrar el compuesto a un primer animal
inmediatamente luego de provocar una lesién, en donde el primer animal expresa endégenamente un complejo del
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receptor NEPOR protector de tejido; y (b) administrar el compuesto a un segundo animal inmediatamente luego de
provocar la misma lesion como en la etapa (a), en donde el segundo animal tiene deficiente expresién de un
complejo del receptor NEPOR protector de tejido o los componentes del mismo; de tal manera que si se recupera de
la lesién difiere del animal de la etapa (a) cuando se compara con el animal de la etapa (b), se identifica un
compuesto que modula una actividad protectora de tejido.

La presente descripcion proporciona adicionalmente un método para designar un compuesto que interfiere con la
actividad que promueve la supervivencia de NEPOR, que comprende:

(a) proporcionar la composicion molecular de las especies NEPOR y proporcionar las secuencias de aminoacidos de
los polipéptidos del componente NEPOR;

(b) utilizar el software compuesto por el ordenador digital para disefiar una construccion de compuesto
guimico/proteina que se predice se une a NEPOR; y

(c) opcionalmente disefiar las construcciones de proteina que imitan NEPOR en su estado dimerizado/multimerizado
(por ejemplo construcciones Fc).

La presente descripcion proporciona adicionalmente un método para identificar los compuestos que modulan la
actividad de sefializacion protectora de tejido de NEPOR, que comprende (a) poner en contacto un compuesto de
prueba con el complejo del receptor NEPOR; (b) medir el nivel de actividad protectora de tejido iniciada por la
activacion de NEPOR; (c) identificar un compuesto de prueba que aumenta o reduce el nivel de la actividad del
complejo NEPOR protector de tejido; (d) evaluar los productos terapéuticos identificados para actividad protectora de
tejido mediada por NEPOR; y (e) evaluar los productos terapéuticos identificados para actividad inhibidora de
NEPOR. Preferiblemente, se mide la actividad del complejo del receptor NEPOR protector de tejido al medir la union
del compuesto de prueba al complejo del receptor NEPOR. Mas preferiblemente, el compuesto de prueba se
etiqueta y la union del compuesto de prueba etiquetado al complejo del receptor NEPOR protector de tejido se mide
al detectar la etiqueta unido al compuesto de prueba. Alan mas preferiblemente, se mide la actividad del complejo del
receptor NEPOR protector de tejido al medir la unién del compuesto de prueba al complejo del receptor NEPOR
protector de tejido.

La presente descripcion proporciona adicionalmente un método para formar imagenes del tumor de tejido que es
susceptible a supervivencia mejorada en respuesta al tratamiento EPO, que comprende administrar un anticuerpo
anti-NEPOR o péptido de unién NEPOR ligado a un radio-ligando u otro agente formador de imagenes, y medir la
distribucion de tejido y ubicaciéon del radio-ligando u otro agente formador de imagenes. Preferiblemente, el
anticuerpo anti-NEPOR es un anticuerpo monoclonal o policlonal seleccionado del grupo de anticuerpos
mencionados en la Tabla 6.

La presente descripcion proporciona adicionalmente un método para modular la supervivencia de la célula en el
tejido positivo NEPOR que comprende administrar mutantes y péptidos EPO seleccionados del grupo que consiste
de los péptidos de la SEQ ID NO. 17 a SEQ ID NO. 212.

La presente descripcion proporciona adicionalmente un método para modular la supervivencia celular en el tejido
positivo NEPOR que comprende administrar una cantidad efectiva de una quimera EPO, que comprende un dominio
de union de ligando del receptor efrina seleccionado del grupo que consiste de la SEQ ID NO. 215, y SEQ ID NO.
216.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la localizacion gendémica del receptor Eph humano (EPH) y los genes efrina (EFN) en los
cromosomas humanos.

La Figura 2 muestra la arquitectura de dominio de los receptores Eph y Efrinas (subclases Ay B).

La Figura 3 muestra un proceso para identificar los receptores de transmembrana de union EPO putativos. Todas las
proteinas que contienen dos dominios FN3 proximos de membrana se extraen (84 en todos) y se evallan para
evidencia de respuesta a hipoxia. El EPH-B4 esta entre una de las cuatro proteinas posibles extraidas. Mas aun,
este es el unico miembro de la familia del receptor Efrina que es embridnico letal, con la muerte en el embrion que
precede al de los transgénicos EPOR.

La Figura 4 muestra el locus humano EPO que muestra la vecindad del gen EPH-BA4.
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La Figura 5 muestra un esquema de los resultados de andlisis de los UTR 5’ y 3’ (y 500 bp adicional en cada lado)
de los genes EPO, EPOR y EPH-B4 para la presencia de sitios de union del factor de transcripcion inducible de
hipoxia. Este estudio se desarrolla empleando el algoritmo “Match” de TRANSFAC (Nucleic Acids Res. 2003 Jan 1,
31 (1):374-8) para analizar la composicion de los sitios de union HIF1. Sorprendentemente, se encuentra solo que
los genes EPO y EPH-B4 contienen dichos sitios, que soportan la hipétesis que EPH-B4 es de hecho inducible de
hipoxia.

La Figura 6 muestra un analisis estructural de asociacion de Efrina A5:EphB2 en comparacion con aquel de
EPO:EPOR. Este analisis estructural revela diversas similitudes de conformidad con una propension para que la
Efrina Al se una a EPO. El panel superior muestra homologia de la regién de union EPO de EPOR para las
moléculas humanas de Efrina A. Los dos paneles inferiores comparan los aspectos estructurales de Efrina A con
EPOR.

La Figura 7 muestra el tefiido del hipocampo con anticuerpos anti-EPH-B4 y anti-EpoR. Cabe notar que existe una
co-expresion sorprendente de ambas proteinas restringida a solo ciertas células. Estos datos sugieren el
acoplamiento funcional de la actividad EPH-B4 y EPOR.

La Figura 8 muestra la co-inmunoprecipitacion de EPH-B4 utilizando EpoR etiquetado flag. Este hallazgo es
consistente con la nocién de que el EPH-B4 y EPOR pueden heterodimerizar.

La Figura 9 muestra las posibles diversas especies de NEPOR (sin estar limitado por la teoria). En esta
representacion, se muestran las especies de homo/heterodimero NEPOR como construcciones Fc. Esto imita la
dimerizacién de monodmeros separados de receptor. Se puede emplear cualquier método que permite la produccion
de tales dimeros NEPOR en la deteccion de agonistas y antagonistas especificos NEPOR, que incluye moléculas
pequefias, péptidos, proteinas y variantes EPO.

La Figura 10 muestra una alineacion de los mutantes de proteina EPO que se predice se unen a NEPOR mas
favorablemente que a EPOR. Se predice que dichos mutantes son principalmente protectores de tejido cuando se
oponen a versiones hematopoyéticas, particularmente aquellas versiones que combinan las mutaciones descritas.

La Figura 11 muestra los niveles de mARN de estirpes de células neoplasicas de ovario. El ARN se aisla de un
panel de estirpes de células neoplasicas de ovario y se hace transcripcion inversa en cADN. Los PCR se hacen
utilizando cebadores especificos del receptor EPO, EPH-B4, Efrina Al y actina.

La Figura 12 muestra la expresion de proteina en estirpes de células neoplasicas de ovario. Los extractos de
proteina se aislan de un panel de estirpes de células neoplasicas de ovario. Las muestras se separan utilizando
electroforesis en gel SDS-Page. Se utilizan inmunotransferencias utilizando anticuerpos para el Receptor EPO (R&D
biosystems), EPH-B4 (un obsequio de Prakash Gil), Efrina Al y actina (Sigma Aldrich) para comparar la expresion
de la proteina.

La Figura 13 muestra la proteccion ESA de apoptosis inducida por quimioterapia. Las estirpes de células
neoplasicas de ovario Hey A8, SkoV3 ipl, y HeyA8-MDR (quimioresistentes) se tratan con 50 U de eritropoyetina
(EPO), docetaxel 50 nM, o una combinacién de EPO y docetaxes durante 48 horas. Las células luego se fijan y el
ADN se tifie con yoduro de propidio. El porcentaje de células sub G1 luego se cuantifica utilizando citometria de flujo
(BD).

La Figura 14 muestra las rutas de sefializacién activadas en respuesta a EPO en estirpes de células neoplasicas de
ovario. Las estirpes celulares previamente caracterizadas para los niveles de expresion de EPOR, EPH-B4, y Efrina
Al se lavan y se cultivan en medio libre de suero durante dos horas. Las células luego se tratan con 50 U de EPO y
se recolectan y designan los puntos de tiempo (0, 5 y 30 minutos). Se aislan los extractos de proteina y se analizan
mediante inmunotransferencias utilizando anticuerpos para fosfor-STAT5 (Invitrogen), fosfor-AKT, fosfor-ERK (Cell
Signaling) y actina(Sigma Aldrich).

La Figura 15 muestra el crecimiento del tumor inducido por eritropoyetina en ratones sin pelo. Los ratones se
inyectan i.p. con 1x10° células neoplasicas de ovario Hey MDR. En el dia ocho luego de las inyecciones los ratones
se inyectan con las cantidades designadas de EPO (10, 50, 100 U, tres ratones por grupo) cada segundo dia. A) los
ratones se sacrifican en el dia 26 y se mide el peso del tumor. B) Se aislan los extractos de proteina de tumores y se
analizan mediante inmunotransferencia utilizando anticuerpos especificos para fosfor AKT ser 473, fosfor ERK (Cell
Signaling) y pSTAT5b (Invitrogen).

La Figura 16 muestra los efectos de la expresion EPH-B4 en el tumor que promueve el efecto de EPO. Se inyectan
ratones sin pelo hembra i.p. con 1x10° células HeyA8-MDR. El dia ocho luego de inyeccién las células se tratan con
siARN de control - DOPC, EPHB4 siRNA-DOPC, EPO, o en EPO + control o EPH-B4 siARN-DOPC (10 por grupo).
(50 U EPO dado 3 x semana, 5 pug de siARN 2 x semana). Los ratones se sacrifican en el dia 25 y se miden los
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pesos del tumor. Se hacen estadisticas utilizando la prueba T de Student. B) Distribucion del peso de tumor por
grupo.

La Figura 17 muestra distribuciones de peso de tumor.
Descripcion Detallada

La presente descripcion resulta de la identificacion de un receptor EPO novedoso, denominado en adelante como
NEPOR. Se identifica NEPOR utilizando flujo de trabajo de bioinformatico que abarca un andlisis funcional y con
base en secuencia del genoma/proteoma humano. Se utiliza andlisis de homologia que implica una base de datos
de proteina extracelular (denominado XtraCellDB) en conjunto con analisis de contexto de genoma y extracciéon de
informacién oculta y predecible. Estas predicciones a través de simulacién por ordenador se verificaron
posteriormente en experimentos realizados en el laboratorio. Sin embargo, la presente descripcion proporciona
evidencia genomica, proteémica y experimental que la proteina EPH-B4 (Proteina B4 de Hepatoma que Produce
Eritropoyetina) y/o Efrina Al actian como receptores EPO.

Trabajando en la teoria de que los efectos adversos de EPO vistos en muchos pacientes con cancer puede estar
mediado por un complejo de receptor distinto del homodimero del receptor EPO prototipico (EPOR), iniciamos un
proyecto de descubrimiento a través de simulacion por ordenador para tratar de identificar un receptor EPO
novedoso. Si existen tales especies novedosas del receptor EPO, hacemos hipétesis de que serian responsables de
mediar la actividad de supervivencia de la célula inducida por EPO, a diferencia de la actividad hematopoyética
mediada por EPO. Sin embargo, proponemos la existencia de por lo menos dos especies del receptor EPO; el
homodimero prototipico EPOR que es principalmente responsable de la actividad hematopoyética de EPO, y un
receptor novedoso EPO, denominado NEPOR, que es principalmente responsable de las actividades citoprotectoras
de EPO. La existencia de tal receptor EPO novedoso es convincente por tres razones principales. En primer lugar
permite la prediccién de un paciente con cancer en respuesta a EPO. La presencia de NEPOR en una célula de
tumor implicaria una respuesta negativa a EPO, debido a que la unién de EPO por NEPOR induciria una cascada de
sefiales de supervivencia dentro de las células y tejidos del tumor, contribuyendo asi a la evolucién del cancer y peor
supervivencia del paciente. Sin embargo, la deteccién de la expresion de NEPOR en un tumor proporciona un
bioetiquetador novedoso para estratificar los pacientes con cancer segin sea adecuado (es decir no esta presente
NEPOR) o no adecuado (es decir esta presente NEPOR) para el tratamiento de EPO. Una consecuencia de este
modelo es una segunda perspectiva interesante. Si el NEPOR es capaz de iniciar las sefiales de supervivencia en
las células neoplasicas, entonces este representa un excelente objetivo terapéutico para el tratamiento contra los
canceres que expresan este receptor. Por lo tanto, las moléculas terapéuticas que dirigen y antagonizan la funcién
protectora de tejido de este receptor deben ser agentes anti-neoplasicos eficaces. Finalmente, bajo condiciones
donde es favorable la induccién de la supervivencia de la célula, tal como en respuesta a apoplejia isquémica, las
moléculas terapéuticas capaces de activar las sefiales de supervivencia mediadas por NEPOR proporcionan una
ruta eficaz para tratar una variedad de enfermedades neurol6gicas. La definicion de la composicion molecular de
NEPOR por lo tanto proporciona la base molecular para disefiar dichas terapias.

Se ha propuesto previamente que el rHUEPO puede promover el crecimiento del tumor a través de la estimulacién
de la sefializacién del receptor Epo (EPOR) en células de tumor, y por medio de la estimulacién de angiogénesis. La
unién de EPO a los homodimeros EPOR se asume que confiere algo de ventaja de supervivencia a las células
neoplasicas, lo que conduce a evolucién loco-regional aumentada e indices de supervivencia mas pobres en
pacientes que tienen una forma de cancer. Sin embargo, consciente de la promiscuidad de unién de los productos
terapéuticos administrados exégenamente, estamos ansiosos de hacer frente a la posibilidad de si otro receptor
podria ser responsable de los resultados negativos observados, ya sea solos o en interaccion funcional con EPOR.

En un esfuerzo por identificar tal receptor EPO citoprotector novedoso, desarrollamos un método de andlisis con
base en simulacion por ordenador disefiado especificamente para extraer el proteoma humano para las moléculas
candidatas. Combinando la potencia de extraccion de informacién oculta y predecible y el andlisis de bioinformaticos
en profundidad, este método con base en miltiple evidencia identifica exitosamente un receptor EPO novedoso
putativo. La validacion con base en laboratorio posterior soporta estos hallazgos. Dada su funcién fisiol6gica
establecida, proponemos que al incidir en esta actividad de los receptores, la EPO puede conferir ventaja de
supervivencia a determinadas células, que incluye células neoplasicas y neuronas. Como una consecuencia, la
expresion de esta proteina en células neoplasicas se puede utilizar para estratificar la adecuabilidad de pacientes
con cancer para el tratamiento de EPO. Los pacientes con cancer asociado a la expresién NEPOR deben estar
contraindicados para el tratamiento de EPO. Sin embargo, un corolario de este hallazgo es que estos mismos
individuos representan candidatos excelentes para tratamiento con terapias antagonistas anti-NEPOR.
Adicionalmente, también proponemos que al mediar la actividad citoprotectora de EPO, el NEPOR representa un
objetivo terapéutico excelente para una variedad de enfermedades que implican isquemia de tejido (por ejemplo
apoplejia).

Por lo tanto, en el primer caso, la presente descripcion proporciona un método para evaluar un tumor para expresion
de NEPOR. La descripcion proporciona un método para estratificar pacientes que tienen un tumor que es adecuado
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(es decir no esta presente NEPOR) o no adecuado (es decir, esta presente NEPOR) para el tratamiento de EPO. El
método descrito comprende: (a) aislar una muestra de tejido de un individuo quien recibe o debe recibir
eritropoyetina, (b) determinar el nivel de expresion de los genes NEPOR (mARN) y/o la presencia del producto de
gen NEPOR (proteina) del tejido aislado, y (c) correlacionar la presencia de un producto de expresiéon génico
NEPOR o la presencia de la proteina NEPOR a una respuesta fisioldgica para el tratamiento con eritropoyetina. En
un segundo caso, la presente descripcion un método para el tratamiento de pacientes que poseen tumores positivos
NEPOR. Adicionalmente, se describe la presente descripcion que proporciona un método para tratar apoplejia.
Finalmente, al proporcionar un medio para comparar las afinidades de union de los productos terapéuticos putativos
con NEPOR y EPOR, la presente descripcion proporciona un método para detectar los productos terapéuticos
especificos NEPOR (productos terapéuticos antagonistas para cancer, y productos terapéuticos agonistas para el
tratamiento de hipoxia asociados con la enfermedad tal como apoplejia). Tales terapéuticos careceran de la
actividad hematopoyética asociada con la union y sefializacion de EPOR.

NEPOR — Definicién molecular

Identificamos un receptor EPO multimérico novedoso, que denominamos NEPOR. EI NEPOR comprende las
moléculas de EPHB4 y/o Efrina Al ya sea como homodimeros o heterodimeros. Sin estar limitado por la teoria,
estos componentes también pueden heterodimerizar con el receptor EPO. En la Figura 3 se proporciona una
sinopsis de las posibles composiciones moleculares de NEPOR. A pesar del margen para la promiscuidad molecular
que implica otros componentes de biologia de efrina, el EPH-B4 y/o la Efrina A1 son componentes de un receptor
EPO novedoso (NEPOR). Como tal el NEPOR se compone principalmente de EPH-B4 y Efrina Al, ya sea como
homodimeros y/o en asociacion heterodimérica entre si, o el receptor EPO. Sin estar limitado por la teoria, dada la
fuerte asociacion funcional entre EPH-B4 y Efrina B2, el NEPOR también puede comprender Efrina B2 descrita aqui
como la SEQ ID NO. 4 (secuencia de aminoacidos), SEQ ID NO. 8 (secuencia de mARN), y SEQ ID NO. 12 (regién
de union).

La Tabla 5 muestra, sin estar limitado por la teoria, la posible composicién molecular de receptores EPO diméricos.
El receptor EPO hematopoyético prototipico (EPOR) representa un homodimero de dos mondmeros EPOR (SEQ ID
NO. 1) (1). Nuestros resultados sugieren que un dimero del receptor EPO protector de tejido novedoso esta
comprendido de Efrina A1 (SEQ ID NO. 3) y EPH-B4 (SEQ ID NO. 2). Se muestran posibles escenarios en la Tabla
5.

Tabla 5:

SEQIDNO. 1
>EPOR

MDHLGASLWPQVGSLCLLLAGRAAWAPPPNLPDPKFESKAALLAARGPEELLC FTERLEDL
VCFWEEAASAGVGPGHY SFESYQLEDEPWHLCRLHOAPTARGAVRFWC SLPTADTSSFVPL
ELRVTARSGAPRYHRVIHINEVVLLDAPVGLVARLADESGHVWLRWLEFPETPMTSHIRY
EVDVSAGRGRGSVIRVEILEGRTECVLSNLRGRTRY TF AVRARMAEPSFEGGFWSAWSEPY
ELLTPEDLDPLILTLSLILVVILVLLTVLALLSHRRALEQK IWPGI PSPESEF EGLFTTH
KGNFOLWLYONDGCLWNS BCTPFTEDPPRSLEVLSERCWGETMOAVEPGTDDEGPLLEPVE
SEHAQDTYLVLDKWLLPRNFPEEDLPGPGGSVDIVAMDEGSEASSCESALASKPSPEGAS
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MASFEYTILDPSSOLLREPWTLC PELPPTPPHLEKYLYLVVSDSGISTDY SSUDSGADGEL
S0GPYSNPYENSLIPAAEPLPPSYVACS

SEQ ID NO. 2

> EPH-B4

MELAVLLOCWASLAAAL EETLLNTKLETADLEWVTF PQVDGEOWEELSGLDEEQHSVRTYEYV
COVORAPGQAHWLE TGWVPRRGAVHVY ATLRFTMLECLSLPRAGRSCKETF TVFYYESDA
DTATALTPAWMENPFY IEVDTVAREHLTRER FGAERTCKVNVK TLRLGPLEKAGFYLAFQD
QGACMALLSLHLFYRECADLTVNLTRFPETVERELVVEVAGS CVVDAVPAPGPSPSLYCR
EDGOWAEQEVTCCSCAPGFEAAECGNTHCRACADGTFE PLSGEGSCQPCPANSHENTIGSA
VCOCRVGY FRARTDPRGRPCTTPPSAPRSVV SRLNGS SLHLEWSAPLESGGREDLTYALR
CRECRPGGSCAPCGCDLTFD PG FROLYVEPFWVVVRCLRPDPTY TFEVTALNGVSSLATGEV
PFEP"..'}!\F‘I‘TD‘RMPM!SDIRWRSSPSSLSLAHIWPMFEGMFLDYEUKYHEKGAEGPE
SVRFLKTSENRAELRGLERGASYLVOVRARSEAGYGPFGQEHHSUTOLDESEGWEEQLAL,
IAGTAVVGVVLVLVY IVWVAVLCLRKQSHGREAREY SDEHGOYLI GHGTREVY IDFFTYEDEN
EAVEEFAKEIDVSYVREKIEEVIGAGEFGEVCRGRLEAPGRRESCVAIETLEGGYTERQRRE
FLSEASIMCQFEHPNIIRLEGVVTNSMPVMILTEFMENGALDS FLRLNDEQPTVIQLVEM
LRGIASGMEYLAEMSYVHREDLAARN I LV SNLVCKVSDEGLSRFLEENSSDPTYTSSLGE
EIPIRWTAPEATAFREFTSASDAWSYG I VMWEVMSFGERFYWDMSNODVINAIEQDYRL P
FPEDCPFTELHQLMLDCHOEDRNAR PRFPOVVSALDEMIRNPASLEIVARENGGASHPLLD
QROFHY SAFGSVGEWLRAIFRMGRY EESFARRGFGSFELVSOI SAEDLLRIGVTLAGHOREK
ILASVOHME SQAKPGTPCGGTGGRAPQY

SEQ ID NO. 3

> Efrina A1

MEFLWAPLLGLCCSLAAADRH TYVFWNSSNFKFRNEDY TIHVOLNDYVDIICPHYEDHSVA
DRANMEQYILYLVEHEEYQLC QPO SKDOVRWOCNR PSAKHGPEKLSEKFORFTPFTLGEEF
KEGHSYYYISKPIHOHEDRCLRLEVTVSGKITHSPOAHDNPQEKRELARDDPEVRVLHSIG
HSAARPRLFFLAWTVLLLPLLLLOTP

SEQ ID NO. 4

> Efrina B2

MAVRRDSVWK Y CWGVLMVLCATAI SKSIVLEP LYWHN S SNSKEFLPGOGLYVLYPQIGDELDT
IC PRV SK TV Y EY Y VYNV DK DQADRCTI FEENT PLLNC AR PDODIKFTIKFQOEF SPN
LWCGLEFQENEDYYIISTENGELEGLDNQEGGVCOTRAMK ILMKVGODASSAGETRNEDPT
RRPELEAGTNGRS ST TS PFVEEN PCESETDCNSAGHSCNNILGSEVALFACTIASGCIIFIV
ITITLVVLLLEYRRRHRKH S POHTTTLSLSTLATPER SCNNNGSEFSDII I PLRTADEVEF
CPHYERVSGDYGHPVY IVQOEMPPOSPANIYYEV

La presente descripcion incluye cualquier variante de divisién de los componentes de los polipéptidos de la SEQ ID
NOS 1-4 que poseen la region de unién extracelular EPO (para esta region EPH-B4 se propone abarcar los dos
dominios fibronectina Ill; las estructuras ovales rosadas en la Figura 3B, D y F) y la parte de sefializacion intracelular,
también es capaz de mediar el efecto cito-protector de EPO (y sus derivados).

NEPOR: Implicaciones de prondstico

La citoquina tipo 1, Eritropoyetina (EPO), posee actividades protectoras de tejido y hematopoyéticas. La presente
descripcion establece que la funcionalidad de este Ultimo estd mediada a través de las interacciones de EPO con un
receptor novedoso EPO, denominado NEPOR. El modelo proporciona que la union de los complejos del receptor de
EPO a NEPOR, en células neoplasicas positivas NEPOR, confiere ventaja de supervivencia a dichas células. El
resultado fisiolégico implicito para pacientes que poseen canceres positivos NEPOR aumenta por lo tanto la
evolucion loco-regional del cancer y supervivencia general mas pobre.

Por lo tanto, la presente descripcién proporciona una prueba diagnéstica o pronéstica que puede predecir si 0 no los
pacientes con cancer que se les administra EPO responderan negativamente en términos del resultado de
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supervivencia. La prueba prondstica comprende determinar NEPOR (es decir EPH-B4, y/o Efrina Al) en tejido de
tumor, o mas particularmente células neoplasicas. En otra realizacion los niveles de expresion del gen de
componente NEPOR en las células neoplasicas se puede comparar con niveles en valores iniciales o niveles en las
células o tejido normal circundante. Por lo tanto, un analisis comparativo que estudia los niveles de expresién
iniciales elevados o normales de la expresion del componente NEPOR, utilizando métodos de andlisis de expresion
de gen estandar (tales como g-PCR y analisis de micromatriz de ADN) proporciona una prueba diagnoéstica que
puede determinar si 0 no la administracion de EPO a pacientes con cancer mejoraria sin saberlo la supervivencia de
la célula neoplasica (un resultado negativo).

Como se indica, un método que se puede utilizar para comparar los niveles de expresion de gen de los
componentes de NEPOR y/o EPH-B4, y/o Efrina Al es reaccién de cadena polimerasa cuantitativa (qQPCR). Esto es
una maodificacion de PCR o la reaccién de cadena polimerasa utilizada para medir rapidamente la cantidad de ADN
presente en una muestra de tejido. Como otras formas de reaccién de la cadena polimerasa, se utiliza el proceso
para amplificar las muestras de acido nucleico, por medio de la polimerasa de ADN de enzima mediada por
temperatura. EI PCR amplifica el ADN exponencialmente, doblando el nimero de moléculas presentes con cada
ciclo de amplificacion. El nimero de ciclos de amplificacion y la cantidad de producto final PCR nos debe permitir
calcular la cantidad inicial del material genético especifico de NEPOR y/o el material genético EPH-B4 y/o Efrina Al
en particular moléculas de mARN utilizando secuencias de componente especifico de NEPOR en particular y/o las
secuencias EPH-B4, y/o Efrina Al para los dos cebadores utilizados para amplificacion.

Adicionalmente, el andlisis de expresion de gen de los componentes NEPOR y/o EPH-B4, y/o Efrina Al se puede
hacer con un analisis de micromatriz que contiene una pluralidad de sondas de captura especificas para las
secuencias del complejo NEPOR en particular y/o EPH-B4, y/o Efrina Al. Se propone que EPO estimula la
supervivencia de células neoplasicas positivas NEPOR y/o células positivas EPH-B4, y/o Efrina Al, es importante
probar todos los pacientes con cancer para el estado NEPOR y/o el estado EPH-B4, y/o Efrina Al antes de y
durante la administracion de EPO. Esto se hace mejor con un analisis de micromatriz para el estado de expresion de
los genes de componente NEPOR en tejido de tumor y con muestras de mARN tomadas del tejido de tumor.
Determinar los niveles de tumor enddgeno asociado con la expresion NEPOR (es decir EPH-B4, y/o Efrina Al),
proporciona correlaciones como un indice de prondéstico/supervivencia del paciente.

La presente descripcién asi proporciona un método para estratificar pacientes que tienen un tumor que es adecuado
(es decir NEPOR no esta presente y/o EPH-B4, y/o Efrina Al presente) o no adecuado (es decir, NEPOR esta
presente y/o EPH-B4, y/o Efrina Al) para el tratamiento de EPO. El método descrito comprende: (a) aislar una
muestra de tejido de un individuo quien recibe o recibira eritropoyetina, (b) determinar el nivel de expresion de EPH-
B4 y/o Efrina Al del tejido aislado, y (c) correlacionar la presencia de estos productos de expresion de gen de
componente a la respuesta fisiolégica negativa para el tratamiento con eritropoyetina.

SEQIDNO.5

> receptor de eritropoyetina (EPOR), mARN
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ACTTAGAGGCGCCTEETCGEEAMGEGCCTEGTCAGC TGCGTCCOGCEEAGGCAGCTGCTEGACCCAGDTGT
GGACTGTGCCGEGEECEEGEEACEEAGEEECACGAGCCCTGECC TCCCCCTCCCCECEGLTCTATCATESE
ACCACCTCEGEECETCCCTCTGECCOCAGGTCGECTCOC T T TG TCTCCTCC TGO TGEEECCRCCTEEEC
GLCCCCECCTARCCTCCCEEACCCCARGTTCGAGAGC ARAGCGECCTTGCTEECEECCCEEEEGCCCGAA
GAGCTTCTETGCTTCACCGAGCGET TEEAGGACTTGETG TG T TTC TGEGAGGARGOGEGCBAGLGL TEGEGE
TEEECCCEEECAACTACAGCTTC TCCTACCAGCTCGAGGATEAGC CATGGARAGCTGTGTCGCCTECACCA
GGCTCCCACGECTCOTGETECAGTGOGCT TCTGETGTTCGCTECCC TACAGCCGACACGTCGAGC TTCGTE
CCCCTAGAGTTECGCETCACAGCAGCCTCCGECGCTCOGCGATATCACCGTETCATCCACATCANTEARG
TAGTGCTCCTAGACGCCCOCGTGEEECTEETEEUGCEET TG CTGACGACACCEGCCACGTAGTETTCCE
CTGECTCCCGCCECCTEAGACACCCATGACGTC TCACATCCGCTACGAGETEGACGTC TCEGCCGGCARD
GECGCAGGEAGCCTACAGAGEETGGAGATC CTGGAGEECCECACCGAGTG TG TG TEAGCARCCTGCGEG
GCCGGACGCECTACACCTTOGLCETCCGLGCECGTATGEC TGAGCCGAGC TTLGELGGLTTCTEERGCEE
CTGETCGEAGCCTETETCACTECTEACGLC TAGC GACCTGGACCCCCTCATCCTGACGCTCTCCC TCATC
CTCeTEETCATCCTGETGC TEGC TGACCGTGCTCGLGC TRC TCTCCCACCGCCGEELTCTEARGC AGARGA
TCTEGCCTGECATCCCGAGCCCAGAGAGCGACTT TEARGCCCTCTTCACCACCCACRAGEETAACTTCCA
GCTGTGGCTGTACCAGAATGATGECTECC TETEETEGAGCCCCTGCACCCCCTTCACGEGAGGACCCACCT
GCTTCCCTGEEAAGTCCTCTCAGAGCGL TGO TGEEEGACGATGCAGEC AGTGEAGCCEAAGACAGATGATA
AGGGCCCCCTGECTRGAGCCAGTGEECAGTGAGCATGCCCAGGATACC TATC TGETGC TGEAC ARATGETT
GCTGCCCCGEARCCCGCCCAGTEAGGACC TCCCAGGECC TEETEBCAGTGTGGACATRGTGGCCATGGAT
GRAGGCTCAGRACCATCCTCCTGCTCATC TG TTTGECC TCEARGCC CAGCCCAGAGGEAGCCTCTGCTS
CCAGCTTTGAGTACACTATCCTEEACCCCAGC TCCCAGC TC TTGCGTCCATGEACACTGTECCCTEAGCT
GCCCCCTACCCOCACCCCACCTAAAGTACCTETACCTTETCATATC TOACTC TEGCATC TCAACTGACTAL
ACCTCAGGEGRACTCCCAGGRAGC CCAAGGEGECTTATCCCATRECCCCTAC TCCAALNCCTTATGAGAADR
GCCTTATCCCAGCCECTGAGCCTC TGCCOCCCAGC TATGTGEC TTGCTCTTAGEACACCAGGC TECAGAT
GATCAGCGATCCAATATEACTCAGAGARCCAGTGCAGACTCA AGACTTATGGAACAGGGATEGCGAGGCC
TCTCTCAGGRGCAGEEGCATTEC TGATTT TGTC TECCCARTCCATCCTEC TCABGGARACCACAACCTTGC
AGTATTTTTARATATGTATAGTTTTTTTS

SEQ ID NO. 6
> Receptor EPH B4 (EPHB4), mARN

TTCCAGCGCAGC TCAGCCCCTGOCCEECOCEECCCECCCEECTCCGUGUCGCAGTCTCCCTOCCTOCCGE
TCCGTCCCCGOTCEEECTCCOACCATCCOCGCCCCCCASGAGARCACTCGGCCCOCOCECErBAGCAGAG
CCACTCCAGEGAGEEEEEEAGACCECEACCEECCEEOTCAGCCCCCGOCACCCGGGECGEEACCCCGAGE
CCCCEERGEEACCCCARCTOCAGCCACGTCTTGC TGCGLGOCOGCLCGEOGCGECCACTGCCAGCACGET
CCGEECCCGCLECCCECECECECGECACAGRCGCCEEECCACALCTTEECGCCGLCCGCCCEETECCOCECA
CGCTCECATGEECCCECECTRAGEECCCCCACGRCEAGTCCCGCGCGGAGTATCGGCGTCCACCCECCCA
GEGAGAGTCAGACCTEEEGEEGCGAGAACCCCCCARACTCAGT TCGEATCCTACCCEGACTGAGECEECGEE
CATGGAGCTCOGEETECTGCTCTGCTGEGCTTCETTGECCECABC TTTEGAAGRGACCCTCGC TGAACACA
ARNTTGGAACTGCTCATCTEAAGTGCCTCACATTCCCTCAGG TCGEACGEGCAGTGECRECAACTGAGCG
GOCTGEATGAGGAACAGCACAGCGTGCGCACC TACGARGTE TG TEACGTGCAGCGTGCCCCGERCCAGEE
CCACTEECTTCECACAGETTERETC CCACGGLGEGGEUGCCETC CACGTEGTACGCCACGCTGCGCTTCACT
ATGCTCGAGTECCTGTCCCTECCTCGEEL TEGECCCTCCTGC A AGGAGACC T TCACCCTCTTCTACTATS
AGAGCGATGCGGACACGGCCACGGCCCTCACGCCAGCCTGGAT GEAGAACCCCTACATCARGGETGGACAL
GETGECCGCGEAGCATC TCACCCGGRAGC GCCCTEGEGEECCEAGGLCACCOGEAAGETCAATETCARGACS
CTGCGTCTEEEACCECTCAGCARGEC TEGCTTCTACCTGECC T TCCAGGACCAGGETGCCTGCATGECCC
TGCTATCCCTGCACCTC TTCTACARMAAGTGCGCCCAGCTGACTETGAACCTGACTCGATTCCCGEAGAL
TGTGCCTCGOEAGCTEETTETECCCATEGCCCATAGCTELGTEETGEGATECCGTCCCCGLCCOTGECCCC
AGCCCCAGCCTCTACTGCCGTEAGGATGGCCAGTGEECCGAMC AGCCGETC ACGGGCTGCAGCTGTGCTC
CEGEETTCCAGECAGC TGAGGGGAAC ACCARGTGCCGABCC TG TECOCAGGGCACCTTCARGCCCCTGTE
AGGAGAAGGGTCCTGCCAGCCATGCCCAGCCAATAGCCACTC TAACACCATTGEATCAGCCGTCTGCCAS
TGCCGCETCGEETRCTTCCGEGCACGCACAGACCCCOGEEETE CACCCTGCACCACCCCTCCTTCGEITE
CECGEAGCETGETTTCCCGLCTGARCGGCTCCTCCOTGCALC T GEAATGEACTGCCCOCCTGGAGTCTGE
TGEGECCGAGRGGACCTCACCTACGCCCTCCGC TGCCGGEGEAGTECCGACCCGEAGECTCCTETECGCCCTEC
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GEGEEACACCTGACTTTTGACCCCGECCCCOGEGACC TEETECAGCCCTGEETGETGETTCGAGGECTAC
GTCCTGACTTCACCTATACCTTTGAGETCACTGCATTGAACGEGETATCCTCCTTAGCCACGGGECCCET
COCATTTGAGCCTETCAATCETCACCAC TGACCGAGAGETACCTCCTGCAGTGTC TGACATCCGEETEACE
CEETCCTCACCCAGCAGCTTGRECCTEECCTEEEC TETTCCCCGEECACCCAGTOEEEC TETECTEEACT
ACGACGTCAAATACCATGACAAGEECECCEAGEETCCCAGCACCCTECEETTCC TCAAGACOTCAGAARA
CCGGECRAGAGCTGCGGEEEECTEARAGCEGEEAGCCAGC TACCTGETECAGGTACGGECGCECTCTEAGGCT
GGCTACGGECCCTTCGECCAGGRAACATCACAGICAGACCCARCTGGATGAGRGC GAGGGCTGECEEEAGT
AGCTEGCCCTGATTGOGEECACGGOARTOETEGETETCETCC TECTCCTGETGETCATTETGETCGCAGT
TCTCTGCCTCAGGAAGCAGAGC AATEEEAGAGRAGCAGAATATTCGGACAARCACGEGACAGTATCTCATC
GGACATGGTACTAAGGTCTACATCGACCCCTTCACTTATGAAGACCCTAATGAGGC TG TEAGGGAATTTG
CLRAAACGAGATCGATGTC TCCTACGTCARCATTAAAGAGGTGATTGETEC AGGTGAGTTTEECCGALEETETE
CCEEGEGCEECTCARGRL CCCAGGGANCAAGGAGAGC TETETUGCAATCAAGACCCTEARGEGTGELTAL
ACCGAGCGECAGCEECETEAGTTTC TEAGCCGAGGCCTCCATCATEEECCACTTCCGACCACCCCAATATCA
TCCGCCTEERGEECETEGETCACCAACAGCATGCCCOTCATGATTC TCACAGAGTTCATGEAGARCGECGE
CCTGGACTCCTTCCTECGGECTARACGACGGACAGTTCACAGTCATCCAGC TCGTEEECATGC TECEEEETD
ATCGLCTCEGECATEOGETACCTTGCCGAGATGAGCTACGTCCACCGAGACCTGGCTECTCGCRACATCC
TAGTCARCAGCAACCTCOTCTGCAARCTETCTAACTTTGGCCTTTCCCGATTCCTEERAGEAGAACTCTTC
CeATCCCACCTACACGAGC TOCC TEEGAGGAAACGATPCCCATCCCATCEACTEGCCOCGEARECCATTECC
TTCCGEAAGTTCACTTCCGCCAGTGATGC CTGEAGTTACGGEATTGTCATETGGGAGCTGATGTCATTTE
GGEAGRGGCCGTACTGGEACATGAGCARTCAGGACGTGATCAATGCCATTGARCAGGACTACCGECTGLD
COCGLCCCCAGACTETCCCACC TCCCTUCACCAGC TCATCCTGRACTETTGECAGRAAGRCCGEGAATGCD
CEECCCOGCTTCCCOCAGETEG TCAGCGUCCTERACAAGATGATCCGEARCCCCGCCAGCCTCARRATCE
TGGCCCEEGAGAATERECEEGECCTCACACCCTCTCCTRGACCAGCGECAGCCTCACTACTCAGCTTTTGE
CTCTGETGEECGAGTEECTTCGAGCCATCARAATGOGAACGATACGAAGARAGTTTCGCAGCCGCTGECTTT
GECTCCTTCGAGCTEETCAGCCAGATCTC TGC TEAGGACCTGCTCCGAATCGRAGTCACTCTGECGERAL
ACCAGARGARANTCTTGECCAGTETCCAGCACATGAACTCCCAGRCCARGCCEGEAACCCORGETGEGAC
AGGAGGACCEECCCCGCAGTAC TEACC TECAGGAACTCCCCACCCCAGEGACACCECCTCCCCATTTTCC
GEGGCAGAGTGGEEACTCACAGAGECCCCCAGCCCTETEOCCCECTGEATTGCACT T TCGAGCCCETGEEE
TEAGGACTTGECAATT TEGEACAGACAGGATTTEEGEET TCTECCATAATAGGAGGGEARAATCACCCCCC
AGCCACCTCGGEEAACTCCAGAL CARGGETGAGEECGCCTTTCCCTCAGGACTGEOTETGACCAGAGGAR
AAGOAACTCCCCAMCATC TCCCAGCCTOCCCAGETGCCCCCC TCACCTTGATGEETCCETTCCCGCAGAD
CARAGRGACTGTGACTCCCTTECLAGL TCCAGAGTEREECEEC TETCCCAGEGEEGC AAGAACGEETETCA
GEGCCCAGTGACARAATCATTEGEETTTGTAGTCCCAACTTGCTCCTETCACCACCAAACTCARTCATTT
T TCCCTTGTARATECCCCTCCOCCAGC TGC TGCCTTCATAT TGAAGETT TTTGAGTTTTGTTTTTGET
CTTARTTITTCTCCCCETTCCCTT T T TG T T TC TG TI TTGTT TTTC TACCGTCCTTETCATAARCTTTGT
GTTOEAGEGAACCTOTTTCACTATGCCC TCCTTTIGCCCAAGTTGARAACAGGGEGCCCATCATCATGTCTGT
TTCCAGAACAGTECCTTGETCATCCCACATCCCCOGACCCOCCCTEEEACCCCCAAGCTETETCCTATEA
AGGOGTGTCGEETGAGETAGTGARAAGCCCGETACTTGETEETGGAACCCAGAAACGEACGCCEETEOTT
GERAGGEGTTCTTARATTATATT TAARAARAGTAACTTTTTGTATARATARRAGARAATGEGACGTGTCCCA
GCTCCAGGEGTAAARAARPARAARRRAAR

SEQIDNO. 7

> Efrina AL (EFNA1) mARN
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GCCRAGATCTGTGAGCCCAGCGCTEAC TGCGCCEOGEACARAGCCAGTGEGAACCCAGACCCATAGGAGALC
CCGCGTCCOCGCTCEECCTEEOCAGGCCCCGCGCTATGGAGTTCCTC TGEGCCCC TCTCTTEEETCTETG
CTGCAGTCTEECCEOTEC TEATCGCCACACCGTCTTCTGERACAGTTCAAATCCCARAG TTCCGGAATGAG
GACTACACCATACATGTGCAGCTGAATGACTACGTGGACATCATCTGTCCGCACTATGARGATCACTCTG
TEGCAGACGCTGCCATGEAGCAGTACATACTGTACCTGETGEAGCATEAGGAGTACCAGCTETECCAGTC
CCAGTCCARAGEACCAAGTCCECTGGCAGTECARCCCECCCAGTGCCARGCATGECCCGEAGAAGCTETCT
GRGARGTTCCAGCGCTTCACACCTTTCACCCTEOGCAAGCGACTTCARAGAAGGACACRGC TACTACTACA
TCTCCARACCCATCCACCAGCATGAAGACCOCTGCTTGAGG TTGAAGSTGAC TG TCAGTGGCARAATCAL
TCACACTCCTCAGGCCCATGACARTCCAC AGGAGAAGRAGACTTGCAGCAGATEACCCAGAGETGCGEETT
CTACATAGCATCGETCACAGTGCTEGCCCCACGCCTCTTCCCACTTGCCTGRACTETGCTGCTCCTTCCAC
TTCTECTECTGCARACCCOETGARGETGTATGCCACACC TGECCTTARAGAGGEAC AGGCTGARGAGAGE
GACRGGCACTC CAARCC TG TCTTEGEGCCACTTTCAGAGCCOCCAGCCCTEGEGAACCACTCCCACCACAG
GLATARAGCTATCACCTAGCAGCC TCAAAACGGETCAGTATTAAGGTTTTCAACCCCARGEAGEOCAACCA
GO GACA TG CATCCCCACC T TCACC TCGEAGCEATEAAGAARAGAACTGCACACACTCCTTTCOCACT
ATTCCTGCCTTTARGCCAAAGARACRAGCTGTECAGGCATGETCCC TTAAGCCACAGTGGRAGCTGAGCT
GGAAGGEECCACGTEEATGEECARAGC TTGTCAARGATGCCCCCTCCAGGAGAGAGCCAGGATGCCCAGA
TGAACTGACTGAAGGAARAGCARGAAACAGTTTCTTGCTTGGAAGCCAGGTACAGGAGAGGCAGTATECT
TEGECTEACCCAGCATCTCCCAGCAAGACCTCATCTEGTGGAGCTGCCACAGRAGAAGTTTGTAGCCAGGTA
CTGCATTCTCTCCCATCC TEGGECACCACTCCCCAGAGCTETECCAGCAGGGEGECTGTCCCAACCTATT

CTTAGRGTCTAGCTCTARGGGCAGTCCCCATETETAC ATTC TECCTAGAL NG LALULU A A A LAILELU AL
CCACGTGTATAGTATCTGTATATAACTTGC TETETCTC TG TCCTOATTTC TACAAC TGGASTTTTTTTAT
ACAATGTTCTTTGTCTCAAAATARAGC AATGTGT T TTTTCGGACATGCTT TTCTCCCACTC CATATTARR
ACATATGACCATTGAGTCCCTGCTARARMARAARARARARRA AR EARRAR

SEQ ID NO. 8

> Efrina B2 (EFNB2), mARN
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GLECGEAGCTGCCAGTGEC T TC G CATGGCTETEAGAAGEEACTCCGTETECARCTACTACTGEEETETT
TTGATGETTTTATGCAGRAC TECGATTTCCAMATCGATAGTTTTAGACGCCTATC TATTGGAATTCCTCGA
ACTCCARATTTCTACCTGGACRAGGAC TGETACTATACCCACAGATAGCAGACAAATTGGATATTATTTG
CCCCAAAGTGGACTCTARRAC TETTEECCAGTATGAATATTATARAGTTTATATGGTTGATARAGACCAR
GCAGRCAGATGCAC TATTAACAAGGAARATACCCCTC TCCTC ARC TGTECCARACCAGACCANMGATATCA
AATTCACCATCAMTTTCAACGRATTCAGCCCTARCCTCTEGGETCTACGARTTTCAGARCAACAMAGATTA
TTACRTTATATCTACATCARATGEETC TTTEGEAGGGCCTGEATRACCAGGAGGGAGGEETETECCAGACA
AGAGCCATGRAAGATCCTCATGAAAGTTGGACAAGATECAAGTTCTCCTGGATCARCCAGGARTAAAGAT.
CAACAAGACCTCCAGAACTAGRAGCTEETACARATGEAAGAACGTTCGACARCARGTCCCTTTGTARAACT
AMATCCAGETTCTAGCACAGACGECAACAGCGCCOGACATTCGEEEARCAACATCCTCGETTCCGAAGTG
GCCTTAT I TCCAGEGAT TG T TCAGGATGCAT CATC TTCATCCTCATCATCATCACGC TGETAGTCCTCT
TeCTEAMGTACCOGAGGRAGACACAGEALGCACTCCCCGCAGCACACEACCACGUTETCGCTCAGCACACT
GECCACACCCARCOGCACCGECARCARCAACGECTCAGAGCCCAGTGACATTATCATCCOGCTAAGGACT
GCGGEACAGCGTCTTICTGCCCTCACTACGAGAAGGTCAGCGGEGACTACGGGCACCCGETGTACATCGTCC
AGGRGATGCCCCCGCAGRGCCCGECERACATTTAC TACAAGETC TGACGAGEGACCCTGETGETACCTETE
CTTTCCCAGAGEACACCTAATGTCCCOATECCTCCCTTEAGEETT TGAGACGCCCEGCEGTGCTEEAGAATTG
ACTGAAGCACAGCACCGEGEEAGAGEEACACTCCTCCTCGEAAGAGCCCGTCGCGCTEEGACAGCTTACCT
AGTCTTGTAGCATTCGECC TTGETGARCACAC ACGCTCCC TECARGC TECAACACTCTEOACARCACEOT
CA T GEAC T C TG TGCCGCETCCCACGTCTCCTCCTCRAAGCCATETEC TEGOGETCACTCAGGCCTCTG
CAGRAGCCAAGGGARGACAGTEET TTETGGACEAGAGGGC TETGAGCATCC TEGGCAGGTECCCCAGGATG
CCACGOCTGERAGEECCEECTTCTGCCTGEEETGCATTTCCCCCGCAGTGCATACCGGACTTGTCACACG
GACCTCGGEC TAGT TAAGGTETGCARMGATC TCTAGAGT TTAGTCCTTACTGTCTCACTCGTTCTETTAC
CCACCECTCTECAGCACCTCACCTGACACCTCCACTCCAC ATC TGCATCACTCATGGARCACTCATETCT
GeAGTCCCCTOCTOCAGCCGC TGGCARCAMCAGC TTCAGTCCATGGCTARTCCOTTCATAGAAATTCTET
TTECTAACARGEIGCCCTTTAGCCAGATGCTAGGC TG TC TGL GARGAAGGC TAGEGAGTTCATAGARAGGEGA
GTGEEECTEEGERALGEGCTGECTECAATTGCAGCTCACTGC TGCTGCCTCTEAAACAGAANGTTCGARR
GGARARAAGRARRARGCAATTAGGTAGCACAGCACTTTEETTTTCC TGAGATCGAAGAGGCCAGTAGEAG
ACACGACAGCACACRCAGTGEATTCCAGTGC ATEGEEAGECACTCGC TGTTATCAMATAGCGATETGCAG
GAAGARRAAGCCCCTCTTCATTCCEEGEEAACAMAAGACGEETATTETTEGEAAAGGAACAGGC TTGRAGGER
AGGEAGAAMGTAGGCCGCTGATGATATAT TCGGECAGCAC TETTCTGETACTCGCAATAACATACACAGT
TCCGEAGC TG TARCGAGARTCGETCTGCTTTGEATGATTTTTTAAGCAGACTCAGCTGCTATACTTATCACA
TTTTATTAAACACAGGGRARGCATTTAGGAGANTAGCAGAGAGCCAMATC TGACCTARAAGTTGARARMC
CAARNGGTCRAAC AGGCTEGTARTTCCATCATCATCGT TG TTATTAARGAATCCTTATCTATARARGGTAGE
TCAGATCCCCCTCCCCCCAGETTCCTCCTTCCCCTCCCGATTGAGCC TTACGACACTTTGGTTTATGCGE
TECTETCCEEETECCAGGECTGCAGGE TCGETACTGATGGAGGC TGCAGCGCCCGETEC TCTGTETCAAG
GTGAAGCACATACGGCAGRCCTC T TAGAGTCCTTAAGACCCAACTARATTATGATETCCAGGRGEAGAAG
GAACGATAGGACGTATTTATAATAGETATATAGARCACARGEGATATAAMTGARAGATTTTTACTAATAT
ATATTTTARGGTTGCACACAGTACACACCAGAAGATGTGRARTTCATTTGTGECAATTARGTGGTCCCAR
TGCTCAGCGCTTARMAAARCARATTGEACAGC TACTTCTGEGARARACARCATCATTCCARAADGAACAR,
TARATGACGAGCARATGCAANAATAACCAAGTCCTCCCARGGCATCTCACGEARCCETAGAC TAGGAAGTALD
GAECCCCACABAGCACERAGCCEATETGACTGCATCATATATTTAACAATGACRAGATGTTCCGGCGTTT
ATTTCTGCGTTGGGTTTTCCC TTGCCTTATGGGCTGARGTGTICTC TAGAATCCAGCAGGTCACACTEGE
GECTTCAGGTGRCGATTTAGCTETGECTCCCTCCTCC TETCC TCOCCCGCACCCCOTCCOTTCTGEGAAR
CAAGRRGAGTARACAGGARACCTACTT T T TATGTGC TATGCARAAATAGACATCTTTAACATAGTCCTETT
ACTATGETARCACTTTGC T T T CTGAATTGCAAGGGAAAAARAAATCTAGCGACAGCAT TTTAAGGTTCTCA
GACCTCCAGTGACTACCTECAAARATGAGTTGTCACAGARATTATGATCCTCTATTTCCTGAACCTGGAR
ATGATGTTGGETCCAAAG TGO TGN TG TAT G TGTEAGTGEGTECCTEETATACATGTGTACATATATGTA
TAATATATATC TACAATAT AT AT TATATATATCTATATCATATTTC TGTGGAGGGTTGCCATGGTAACCA
GCCACACTACATATETAATTCTTTCCATCACCCCARCCTCTCCTTTCTGTGCATTCATGCAAGAGTTTCT
TGTAAGCCATCAGARAGTTACTTT TAGGAT GGGEGAGAGEGECGAGAAGEGGALAAATGGGARATAGTCTG
ATTTIAATGAARATCARATGTATGTATCATCAGTTGEC TACGT TTTGGTTC TATGC TAAACTGTGAARMAT
CAGATGRATTGATAARAGACGTTCCCTGCARCCAATTGARAAGTGTTCTGTGCGTC TETTTTETETCTEET
GCAGKRATATGACARTC TACCARC TG TCCCT T TG T T TCARGT TCETTTAGC TTTCGAAAGT TACTGTALAT
GCCTTGCT TG TATGATCGTCCCTGETCACCOGACT T TGEAATTTGCACCATCATG TTTCAGTGAACATGT
TETARRTAGGTTCAGATTTTACTGTCTATGGATT TEEGETCTTACAGTAGC CTTATTCACCTTTTTAATA
ARMATRCACATGARAACAAGAAAGAAATGGCTTTTC TTACCCAGATTGTGTACATAGAGCAATGTTGGTT

TTTTATARAGTCTARGC AAGATGT TTTGTATARAATC TGAATTTTGCAATGTATTTAGC TACAGCTTGTT
TARCGGCAGTGTCATTCCCCTTTGCACTGTAATGAGGAAARAATGG TATAARAGGTTGCCARATTGECTGEE
ATATTTETGCCGTAATTATGTACCATEANTATTTATTTAAMT TTCET TG TCCAATTTGTAAGTANCACA
GTATTATGCCTGAGTTATAAATAT T M TT TCTTTC T T TG TT T TAT T TAATAGCCTETCATAGGTTTTAA
ATCTGCTTTAGT TTCACATTGCAGT TAGCCCCAGAMMATCAAATCCGTGAAGTCACATTCCACATCTGTT
TCAAACTGAATTTGTTCT TAAAAARA TAAAATATT T TTT TCCTATGGAARARA R A RRM M ARARA

La deteccion del mARN del componente NEPOR (SEQ ID NOs 5-8) se debe realizar preferiblemente utilizando
sondas complementarias a la subregion de la SEQ ID NOs 5-8, que codifican el dominio de union EPO y es
particular a la SEQ ID NO. 6 y/o 7 que codifica EPH-B4 y Efrina Al. Esto implica para EPH-B4, sondas
complementarias a la SEQ ID NO. 10.; para Efrina A1, sondas complementarias a la SEQ ID NO. 11.
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SEQ ID NO. 9
>epor_unioén a epo_regidn de codificacién

ACCAANGOOCCCTTECTEGECEECCCCeCEECCCEAAGAGCTTCTCTGC TTCACCGAECCET TECAGCACTTGOTCTE
TTTCTGGEAGGAAGCGECGAGCGLTGGEETGGGLOCEEECAACTACAGC TTCTCCTACCAGCTCGAGGATGAGCCAT
GGRAGCTCTGETCECCTECACCAGECTCCCACGECTCGTGETGCEETGCGCTTCTGETGTTCGC TGCCTACAGCCGAL
ACGTCGAGCTTCETGCCCCTAGAGTTGCGCETCACAGCAGCCTCCGGCECTCCECGATATCACCEGTGTCATCCACAT
CRATGAAGTAGTECTCCTAGACGC CCCCOTECGECTGETEECGCGETTGECTEACCGAGAGCEECCACGTAGTATTEC
GOTCGCTCCCECCGCCTEAGACACCCATGACGTCTC ACATCCGL TACGACGTGEACGTCTCEEOCGECAACGLLGCA
GGGRGCGTACAGACGETGGACATCCTGERAGEECCECACCEAGTETETGCTGAGCARCCTECGEEECCGGACGCECTA
CACCTTCGCCGTCCGCGCGUGTATGEC TGAGCCEGAGCTTCGECEECTTC TGGABCEGCCTEGETCGEAGCCTGTGTOGE
TGCTGACGCCTAGCGACCTGEACCCC

SEQ ID NO. 10
>ephb4_unién a epo_region de codificacion

CCTTCGGCTCCGOGEAGCGTEGETTTCCCGCCTEARCGGC TCCTCCC TGLACC TGGAATGGAGTGCCCCCCTEEAGTE
TEETGECCEAGRGGACCTCAC CTACGCCCTCCGCTGCCEGEEAGTGCCGACCCGEAGGCTCCTGTGCGCCCTGL
GGGGGAGACCTGACTTTTGAC CCCGECCCCCEEGACC TEETGEAGCCCTEEETEETGETTCGAGEGCTACGTCCTEA
CTTCACCTATACCTTTGAGGTCACTGCATTGARCEEGETATCC TCCTTAGCCACGEGECCCETCCCATTTGAGCCTE
TCAATGTCACCACTGACCGAGAGGTACCTOCTECACTETCTEACATCCGEETEACCCGETCCTCACCCAGCAGCTTG
AGCCTGECCTGEGECTETTCCC CGGECACCCAGTGEEGC TGTGC TGEAC TACGAGGTCAANTACCATGAGAAGEEOGT
COAGEETCCCAGCAGCETGCGETTCCTGAAGACGTCAGAARAC CEEGCAGAGCTCCGHGHEITGARAGCGEEEAGCCA
GCTRCCTEETECAGGTACGEEUECECTCTEAGELCEGECTACGEECCCTTCEECCAGAARCATCACAGCCAGACCCAR
CTEGATGAGAGCGAGGECTEECGGEAGCAGCTGECCCTG

SEQ ID NO. 11
>ephrinAl_unién a epo_regioén de codificacién

CMEGOCEC TGO TGATCECCACACCCTC TTIC TRC AR AGTTCAAATCCCAACTTCCUGAATGAGCACTACACCATACA
TGTGCAGCTEAATGAC TACGTGEACATCATC TG TCOGCACTATGAAGATCACTCTETCECAGACGCTGCCATEEAGT
AGTACATACTGTACCTGETGEAGCATGAGEGAGTACCAGCTEGTECCAGCCCCAGTCCARGGACCARGTCCGCTGECAG
TGCAACCGECCCACTECCARGCATGGCCCCGAGAAGCTOTCTEAGRAGTTCCAGCGCTTCACACCTTTCACCCTGGSE
CARGGAGTTCARAGAAGOACACAGCTACTACTACATCTCCARACCCATC CACCAGCATEARAGACCGCTGCTTGAGGT
TGARGGTGACTGTCAGTGGCAARATCACTCAC

SEQ ID NO. 12
>ephrinb2_unién a epo_region de codificacion

TCCAANTCGRTACTT TTAGAGCC TATCTATTGEARTTCCTCGAAC TCCAAATTTCTACCTGGACAAGGACTGETACT
ATACCCACAGATAGEAGACAN ATTGEATATTATTTGCCCCAAAGTEGEACTC TARARC TEGTTGGOCAGTATGAATATT
ATAAAGTTTATATGETTGATAAAGACCARGCAGACAGATGCACTATTAAGRAGGAARATACCCCTCTCOTCAACTET
GOCAARCCAGACCARGATATCAAATTCACCATCAAGTTTCARCAATTCAGCCCTAACCTC TEGGEGTC TAGAATTTCA
GRAGARACAAAGATTATTACATTATATCTACATCAAATGGGTC T T TGGAGEGCCTGOATAACCAGGAGGGAGEEETET
GCCAGACARGAGCCATGAAGATCCTCATGAAAGTTGGACAL

La determinacién de la presencia de la Efrina Al y/o la determinacién de la presencia del producto de gen EPH-B4
(mARN) se puede hacer al utilizar una técnica de hibridacién o una técnica de amplificacion. Se prefiere que la
técnica se selecciona del grupo que consiste de, PCR en tiempo real, andlisis de transferencia northern,
transcripcion y amplificacion inversa, zimografia, reaccion de cadena ligasa, NASBA, Ensayo de Proteccion RNasa
(RPA), electroféresis capilar con fluorescencia inducida por laser (CE-LIF) y combinaciones de los mismos.

Especificamente, el individuo es un paciente con cancer quien se va a tratar con eritropoyetina o se esta tratando
con eritropoyetina. Preferiblemente, el efecto fisioldgico negativo es la supervivencia menor del paciente debido a
evolucion mejorada del tumor. Preferiblemente, la presencia de un mayor nivel de los genes del componente
NEPOR (mARN) y/o la presencia de los productos de expresion del gen de componente NEPOR (proteinas) y/o
EPH-B4 y/o Efrina Al en tejidos de tumor es indicador de prondstico de supervivencia mas pobre luego de
tratamiento con eritropoyetina.

Preferiblemente, la determinacién de la presencia del complejo de dimero NEPOR se hace al detectar las proteinas
respectivas NEPOR con un inmunoensayo. También se pueden detectar los péptidos de los mismos. El
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inmunoensayo se selecciona del grupo de inmunoprecipitacion, una disposicion de proteina o unién a un instrumento
de microbalance de masa (por ejemplo, QSense o Attana), inmunoensayo de enzima (EIA), radioinmunoensayo
(RIA) o inmunoensayo fluorescente, un ensayo quimioluminiscente, un ensayo de aglutinacién, ensayo
nefelométrico, ensayo turbidimétrico, una transferencia Western, un inmunoensayo competitivo, un inmunoensayo
no competitivo, un inmunoensayo homogéneo, un inmunoensayo heterogéneo, un bioensayo y un ensayo indicador
tal como ensayo luciferasa. Preferiblemente, el inmunoensayo es un ELISA. Preferiblemente, el anticuerpo anti-
NEPOR y/o el anticuerpo EPH-B4 y/o Efrina Al es un anticuerpo monoclonal o policlonal, por ejemplo seleccionado
de - o similar a — los anticuerpos enumerados en la Tabla 6.

Preferiblemente, la deteccion de las proteinas del componente NEPOR se debe realizar preferiblemente utilizando
anticuerpos que detectan las sub-regiones de la SEQ ID NOs 6 y 7, que representan el dominio de unién EPO. Esto
implica EPH-B4, anticuerpos especificos para SEQ ID NO. 14; para Efrina Al, anticuerpos especificos para la SEQ
ID NO. 15.

SEQ ID NO. 13
>epor_union a epo_regiéon

SEAALLAARGPEELLCFTERLEDLVCFWEEAA SAGVGPGNY SFSYQLEDE PWKLCRLEQAPTARGAVRFWCSLPTAD
TSSFVPLELRVITAASGAPRYHRVIHINEVVLLDAPVGLVARLADESGHVVLRWLPPPETFMTSHIRYEVOVSAGNGA
CEVQRVEILEGRTECVLSNLRGRTRY TFAVRARMAEPSFGGFWSAWSEPVELLTPSDLD P

SEQ ID NO. 14
>ephb4_unién a epo_regién

POAPRSVVSRLNGS SLHLEWSAPLESGGREDLTYALRCRECRPGGSCAPCGGDLTFOPGPRDLVEPWVVVRGLRFDF
TYTFEVTALNGVSELATGPVPFE PVNVTTDREVPPAVSDIRVTRSS PSSLSLAWAVPRAPSGAVLDYEVEYHEKGAE
GPSSVREFLETSENRAELRGLKRGASYLVQVRARSEAGYGPFGOEHH SQTQLDESEGWREQLAL

SEQ ID NO. 15
>efrinaAl_unién a epo_region

LAAADRHTVFWNS SNPEFRNEDY T IHVQLNDY VDL LCPHYEDH SVADAAMEQY ILYLVEHEEYQLCQPQSKDOVRWO
CHNRPSAKHOPEKLSERFORFTPFTLGKEFKEGHSYYY I SKPIHOQHEDRCLELEVTVSGKITH

SEQ ID NO. 16
>efrinab2_unién a epo_region

SHEIVLEPIYWHNSSNESKFLPGOOLVLY POIGDKLDI IC PEVD SETVGOYEYYKVYMVDKDOQADRCT IKKENTPLLNC
AKPDUDIKFTIKFOEFSPNLWGLEFQKNKDYYIISTSNGSLECLDNQEGGVCOTRAME ILMKVGY

Preferiblemente, el individuo es un paciente con cancer quien se va a tratar con eritropoyetina o se esta tratando con
eritropoyetina. La muestra de tejido se puede seleccionar del grupo de tejidos bioldgicos y fluidos tales como sangre,
linfa, orina, fluido cerebral. La muestra de tejido también puede ser una muestra de biopsia de tumor. Se prefiere que
la muestra de tejido es de tejido de cancer o de células circulantes derivadas del mismo.

Se prefiere que el cancer del paciente con cancer se selecciona del grupo de, cancer de cabeza y cuello, cancer de
mama, cancer de higado, cancer colorrectal, cancer de intestino delgado, leucemia, cancer de préstata, cancer de
pulmén, cancer de ovario, cancer pancreatico, cancer endometrial, cancer de estdbmago, linfoma no Hodgkin, cancer
de rifion, Carcinoma de célula renal (RCC), melanoma maligno, cancer de vesicula, cancer de vejiga, cancer vulvar,
cancer de pene, cancer testicular, cancer del timo, Sarcoma de Kaposi, cancer ocular, cancer de glandula
suprarenal, cancer cerebral, cancer cervical, cancer de apéndice, cancer adenoide, cancer de las vias biliares,
cancer uretral, cancer espinal, familia de tumores de Ewing, cancer de célula reproductora extragonal, cancer de las
vias biliares extra hepatico, cancer del tubo falopiano, canceres de tejido blando, cancer 6seo, linfoma de Hodgkin,
cancer anal, mesotelioma maligno, cancer vaginal, cancer de piel, cancer del sistema nervioso central
(craniofaringioma), blastoma pleuropulmonar, cancer sinu paranasal y de cavidad nasal, cancer de célula
transicional de pelvis renal y uretra, cancer de glandula pituitaria, carcinoma epidermoide de cabeza y cuello
(HNSCC), cancer de prostata, cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer cerebral, cancer de vejiga, y cancer de
glandula salivar. Particularmente se prefiere que el cancer que se selecciona del grupo de carcinoma epidermoide
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de cabeza y cuello (HNSCC), cancer de prdstata, cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer de rifion, cancer
cerebral y cancer de vejiga.

NEPOR e intervencion de enfermedad y disefio/deteccién de terapia.

Sin estar limitado por la teoria, se propone NEPOR que media los efectos cito-protectores de EPO y sus variantes.
Sin embargo, EPO y variantes que se han mostrado por poseer actividad cito-protectora (pero no hematopoyética)
puede afectar la funcion de NEPOR. Por lo tanto, la presente descripcion proporciona el conocimiento de la
composicion de NEPOR que se puede utilizar para optimizar la estructura y eficacia de dichas moléculas
terapéuticas (es decir, mejor manejo de relacion de estructura-actividad o SAR del farmacéforo EPO). Mas aun, la
presente descripcion proporciona el conocimiento de la composicion de NEPOR que se puede utilizar para identificar
los compuestos reguladores NEPOR novedosos. Por ejemplo, en enfermedades asociadas con condiciones hidxicas
(por ejemplo, apoplejia, ataque cardiaco), los compuestos de union a NEPOR de eficiencia mejorada se pueden
desarrollar para imitar los efectos de EPO en NEPOR. De forma similar, los antagonistas especificos NEPOR (tales
como aquellas moléculas que se unen al sitio activo de NEPOR que aun no transducen la sefial son antagonistas de
la funcién EPO. Dichos agentes de antagonistas EPO, cuando se administran concomitantemente con EPO, pueden
permitir que los efectos de EPO mejoren la hematopoyesis (es decir, tratar la anemia) que previene aun el efecto
colateral de promover el crecimiento de célula neoplasica, supervivencia y angiogénesis en canceres positivos
NEPOR tales como HNSCC. Mas aun, contrasta la actividad relativa de los compuestos al complejo de receptor
NEPOR protector de tejido en comparacion con el homodimero del receptor EPOR que proporciona la generacién de
terapias especificas/dirigidas de NEPOR.

La definicion de NEPOR describe métodos para identificar las moléculas terapéuticas que modulan la actividad de
sefializacion protectora del tejido de NEPOR. Esto comprende: (a) poner en contacto un compuesto de prueba con
el complejo del receptor NEPOR y/o EPH-B4 y/o Efrina A1 y un complejo de homodimero EPOR; (b) medir y
comparar el nivel de actividad protectora de tejido iniciada por la activacion NEPOR con la activacion de la
sefializacion del homodimero EPOR; (c) identificar un compuesto de prueba que aumenta o reduce el nivel de la
actividad del complejo NEPOR protector de tejido cuando se compara con el nivel de activacion del complejo EPOR;
y (d) evaluar los productos terapéuticos identificados para la actividad protectora de tejido mediada por NEPOR,
pero que carece de la activacion EPOR y (e) evaluar los productos terapéuticos identificados para actividad
inhibidora de NEPOR. El método es util para identificar los productos terapéuticos que modulan la interaccién entre
un complejo NEPOR protector de tejido y/o EPH-B4 y/o Efrina A1 y el ligando EPO. El método es adicionalmente Uutil
para identificar terapias para tratar enfermedades del sistema nervioso central o el sistema nervioso periférico que
tienen principalmente sintomas siquiatricos o neurolégicos, enfermedades oftalmicas, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades cardiopulmonares, enfermedades respiratorias, enfermedades de rifién, urinarias y
reproductivas, enfermedades Oseas, enfermedades de piel, enfermedades gastrointestinales y anormalidades
endocrinas y metabdlicas y cancer.

Mas especificamente, la identificacion de NEPOR proporciona un método que identifica (II) un compuesto que
modula la actividad protectora de tejido de NEPOR, que comprende:

(a) poner en contacto un compuesto de prueba con un complejo del receptor NEPOR protector de tejido (N) y/o
EPH-B4 y/o Efrina Al o célula que expresa el complejo del receptor de citoquina protector de tejido; medir el nivel de
la actividad de (N) en la célula; identificar un compuesto de prueba que aumenta o reduce el nivel de actividad de (N)
cuando se compara con el nivel de actividad de (N) medido en la ausencia del compuesto de prueba; y evaluar el
compuesto de prueba identificado para actividad protectora de tejido;

(b) poner en contacto un compuesto de prueba con una célula que se construye recombinantemente por ingenieria
para expresar (N), donde la célula o la célula recombinante se transforma con un acido nucleico que comprende una
secuencia de nucledtidos que se liga funcionalmente a un promotor y codifica los polipéptidos EPH-B4 y/o Efrina A1,
medir el nivel de actividad de (N) en la célula; y

(c) poner en contacto un compuesto de prueba con un complejo del receptor NEPOR protector de célula que
expresa el tejido, en donde la célula se transforma con un acido nucleico que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica un gen indicador ligado funcionalmente al elemento regulador asociado con la actividad de
(N); identificar un compuesto de prueba que aumenta o reduce el nivel de expresion del gen indicador con relacion al
nivel de expresion del gen indicador medido en la ausencia del compuesto de prueba; y evaluar el compuesto de
prueba identificado para una actividad protectora de tejido.

La presente descripcion proporciona adicionalmente un método para identificar (12) un compuesto que se une a (N),
que comprende:

(a) poner en contacto (N) con un ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido y/o ligando EPH-B4
y/o Efrina A1 unido a una primera etiqueta, y una cantidad equivalente de un compuesto de prueba unido a una
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segunda etiqueta bajo condiciones que conducen una union, retirar el material no unido de (N), y detectar el nivel de
la primera y segunda etiquetas, donde si la segunda etiqueta que esta presente en el compuesto se une a (N) y si el
nivel de la primera etiqueta se reduce con relacién al nivel de la primera etiqueta cuando el ligando etiquetado se
pone en contacto con (N) bajo condiciones que conducen una unién en la ausencia de un compuesto de prueba
después de la eliminacién del material no unido, entonces se identifica un compuesto que se une a (N); o

(b) poner en contacto un compuesto de prueba con un fragmento del complejo NEPOR del receptor protector de
tejido de unién a ligando que comprende por lo menos un receptor EPH-B4 o receptor Efrina Al, dominio
extracelular fusionado a un fragmento Fc unido a un soporte sélido, retirar los compuestos de prueba no unidos del
soporte solido, e identificar el compuesto unido al fragmento de complejo receptor NEPOR protector de tejido, de tal
manera que un compuesto unido al soporte sélido se identifica como un compuesto que se une a un complejo del
receptor NEPOR protector de tejido; e identificar (I13) un compuesto que modula la unién de un ligando del complejo
del receptor NEPOR protector de tejido a (N), o el compuesto que modula la interaccién entre (N) y el ligando del
complejo de receptor de citoquina protector de tejido, involucra (i) poner en contacto un ligando del complejo del
receptor NEPOR protector de tejido con (N) en la presencia de uno o mas compuestos de prueba bajo condiciones
gue conducen una union, y medir la cantidad del ligando del complejo de receptor de citoquina protector de tejido
unido a (N).

La presente descripcion proporciona adicionalmente complejos del receptor NEPOR protector de tejido novedoso en
particular EPHB4 y/o Efrina A1 que contiene los complejos que se pueden utilizar para proporcionar un ensayo de
deteccién in vitro para terapias especificas NEPOR; al medir la uniéon de compuestos de prueba en el complejo del
receptor NEPOR protector de tejido en comparacion con los complejos de homodimero EPOR. El compuesto de
prueba se etiqueta y la unién del compuesto de prueba etiquetado a los complejos receptores detallados en la Figura
9 se mide al detectar la etiqueta unida al compuesto de prueba. Alternativamente, se puede emplear un método de
deteccion libre de etiqueta tal como resonancia de plasmén de superficie. Dicho método puede proporcionar terapias
neuroprotectoras novedosas (es decir agonistas NEPOR) que carecen de actividad hematopoyética. Dicho método
también puede proporcionar onco-terapias novedosas (es decir antagonistas NEPOR es decir por lo menos un
agonista y/o EPH-B4 y/o Efrina Al) que no puede inhibir la hematopoyesis. La naturaleza de tales disposiciones de
deteccién que implican construcciones del receptor recombinante se demuestra en la Figura 9 (en el caso
ejemplificado como construcciones Fc).

Uso

(11) es util para identificar un compuesto que modula la actividad protectora de tejido de NEPOR. (I12) es util parar
identificar un compuesto que se une a NEPOR. (I13) es util para identificar un compuesto que modula la unién de un
ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido a (N), o el compuesto que modula la interaccion entre
(N) y el ligando del complejo de receptor de citoquina protector de tejido (reivindicado). Los compuestos identificados
utilizando (I11)-(I3) son utiles para tratar diversas afecciones de los sistemas nervioso periférico y central (por
ejemplo, hipoxia, y/o isquemia, epilepsia, trastorno de convulsiones crénicas, envenenamiento de neurotoxinas,
choque séptico, choque anafilactico), trastornos neurosicoldgicos (demencia senil, enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson, demencia, esclerosis mudltiple, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, enfermedad de
Huntington), enfermedades inflamatorias (por ejemplo, bronquitis crénica, artritis reumatoide, glomerulonefritis,
encefalitis, meningitis, polimiositis), enfermedades oftadlmicas (por ejemplo, angiitis, isquemia retinal), enfermedades
cardiovasculares (por ejemplo, infarto del miocardio, miocarditis), enfermedades cardiopulmonares (por ejemplo,
asma, trombosis pulmonar), enfermedades respiratorias, enfermedades reproductivas, de rifion y urinarias (por
ejemplo, miastenia gravis, diabetes, enfermedades autoinmunes), enfermedades 6seas (por ejemplo, osteopenia,
enfermedad de Paget), enfermedades gastrointestinales y anormalidades endocrinas y metabdlicas.

Los compuestos identificados utilizando (11)-(13) también son Utiles para tratar cAncer NEPOR positivos en particular
y/o canceres EPH-B4 y/o Efrina Al positivos que incluyen, cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, cancer de
higado, cancer colorrectal, cancer de intestino delgado, leucemia, cancer de préstata, cancer de pulmén, cancer de
ovario, cancer pancreatico, cancer endometrial, cancer de estomago, linfoma no Hodgkin, cancer de rifién,
carcinoma de célula renal (RCC), melanoma maligno, cancer de vesicula, cancer de vejiga, cancer vulvar, Cancer de
pene, cancer testicular, cancer del timo, sarcoma de Kaposi, cancer ocular, cancer de glandula suprarenal, cancer
cerebral, cancer cervical, cancer de apéndice, cancer adenoide, cancer de las vias biliares, cancer uretral, cancer
espinal, familia de tumores de Ewing, cancer de célula reproductora extragonal, cancer de las vias biliares extra
hepatico, cancer del tubo falopiano, canceres de tejido blando, cancer dseo, linfoma de Hodgkin, cancer anal,
mesotelioma maligno, cancer vaginal cancer de piel, cancer del sistema nervioso central (craniofaringioma),
blastoma pleuropulmonar, cancer sinu paranasal y de cavidad nasal cancer de célula transicional de pelvis renal y
uretra, cancer de glandula pituitaria, carcinoma epidermoide de cabeza y cuello (HNSCC), cancer de prostata,
cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer cerebral, cancer de vejiga, y cancer de glandula salivar. Se prefiere
particularmente que el cancer se seleccione del grupo de carcinoma epidermoide de cabeza y cuello (HNSCC),
cancer de préstata, cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer de rifidn, cancer cerebral y cancer de vejiga.

NEPOR en terapia de oncologia.
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La hipétesis de la presente descripcion es que la EPO resulta en resultados de supervivencia mas pobres (por lo
menos en algunos canceres) debido a sus efectos en la actividad NEPOR es decir en particular actividad EPH-B4
y/o Efrina Al. Por lo tanto, se describe el tratamiento de estos pacientes NEPOR positivos con una terapia NEPOR
por ser una ruta prudente para intervencion de la enfermedad. Los métodos especificos para antagonizar las sefiales
de supervivencia mediadas por NEPOR incluyen, por ejemplo:

a) anticuerpos antagonisticos especificos NEPOR. Dichos anticuerpos bloquean y antagonizan las regiones
extracelulares de la molécula especificamente asociada con la mediacién de actividad cito-protectora de NEPOR.

b) Moléculas pequefas especificas de NEPOR. Dichas moléculas pequefias bloquean y antagonizan las regiones
extracelulares de la molécula especificamente asociada con la mediacién de actividad citoprotectora NEPOR.

c) péptidos de alta afinidad que dirigen especificamente NEPOR para bloquear y antagonizar la mediacion de la
actividad citoprotectora de EPO.

d) Dominio de tirosina quinasa intracelular de EPH-B4 que dirige las moléculas pequefias (por ejemplo Dasatinib),
que incluye:

1: CID: 1095868, AKI-STT-00166305; ZINC00818264; BAS 09636496 IUPAC: N-[5-[(3-clorofenil)metil]- 1,3-tiazol-2-
il]-2-(4,6-dimetilpirimidin-2-il)sulfanilacetamida. PM: 404.93678 FM: C18H17CIN4OS2. (PM es peso molecular y FM
es férmula molecular)

2: CID: 1465558, IUPAC: 2-[(3-clorobenzoil)amino]-4-metil-N-piridin-3-il-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 372.82872
FM: C17H13CIN4O2S.

3: CID: 1468201, IUPAC: N-[S-[(2-clorofenil)carbamoil]-4-metil-1,3-tiazol-2-il]piridina-4-carboxamida, PM: 372.82872
FM: C17H13CIN40O2S.

4: CID: 3062316, Dasatinib; Sprycel; BMS Dasatinib, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil) piperazin-
1-il]-2-metilpirimidin-4-ilJunino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 488.00554 FM: C22H26- CIN702S.

5:  CID: 3072360, 142287-40-9; Pirimido(4,5-d)pirimidin-4(1H)-ona,  7-metil-1-fenil-2-((3-(4-(2-tiazolil)-1-
piperazinil)propil)tio)- IUPAC: 2-metil-8-fenil-7-[3-[4-(1,3-tiazol-2-il)piperazin-1-il]propilsulfanil]pirimido[6,5-d]pirimidin-
5-ona, PM: 479.6209 | FM: C23H25N70S2.

6: CID: 5041467, STK154706; ZINC04687922, IUPAC: [2-[(2-metilfenil)amino]-1,3-tiazol-4-il]-(4-pirimidin- 2-
ilpiperazin-1-il)metanona, PM: 380.4667 | FM: C19H20N60S.

7: CID: 9822929, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[(6-imidazol-1-ilpiridazin-3-iljamino]-1,3-tiazol-5- carboxamida,
PM: 411.869 | FM: C18H14CIN70S.

8: CID: 9927718, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-(ciclopropanocarbonilamino)-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM:
335.809 FM: C15H14CIN302S.

9: CID: 10006113, IUPAC: clorhidrato de N-[4-cloro-2-[(5-cloropiridin-2-il)carbamoil]fenil]-5-metil-6,7-dihidro-4H-
[1,3]tiazolo[5,4-c]piridina-2-carboxamida, PM: 498.81322 | FM: C20H18C13N502S.

10: CID: 10006114, IUPAC: N-[4-cloro-2-[(5-cloropiridin-2-il)carbamoil]fenil]-5-metil-6,7-dihidro-4H-[1,3]tiazolo[5,4-
c]piridina-2-carboxamida, PM: 462.35228 | FM: C20H17C12N502S.

11: CID: 10052635, IUPAC: 2-[[2-metil-5-[[6-[(4-metilpiperazin-1-il)metil]piridin-2-ilJamino]feniljamino]- N-(2-metilfenil)-
1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 527.68362 | FM: C29H33N70S.

12: CID: 10195898, IUPAC: N-[(4-clorofenil)metil]-2-[[[(2S)-2-hidroxi-2-pirimidin-2-iletil]-metilamino] metil]-4-metil-7-
oxotieno[2,3-e]piridina-6-carboxamida, PM: 497.99706 | FM: C24H24CIN503S.

13: CID: 10206276, IUPAC: N-[4-[(5-cloropiridin-2-il)carbamoil]-2-fenil-1,3-tiazol-5-il]-1-propan-2-ilpiperidina- 4-
carboxamida, PM: 484.01354 FM: C24H26GIN502S.

14: CID: 10252208, IUPAC: 2-[4-(5-amino-1,3-tiazol-2-il)fenil]-3-(5-cloropiridin-2-il)quinazolin-4-ona, PM: 431.89746 |
FM: C22H14CIN50S.
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15: CID: 10253695, IUPAC: 2-[4-[3-(5-cloropiridin-2-il)-4-oxoquinazolin-2-il[fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM:
459.90756 FM: C23H14CIN502S.

16: CID: 10301604, IUPAC: N-[4-[(5-cloropiridin-2-il)carbamoil]-2-(3,4-difluorofenil)-1,3-tiazol-5-il]-1- propan-2-
ilpiperidina-4-carboxamida, PM: 519.994466 | FM: C24H24CIF2N502S.

17: CID: 10344807, IUPAC: N-[2-[4-[3-(5-cloropiridin-2-il)-4-oxoquinazolin-2-illfenil]-1,3-tiazol-4-il] acetamida, PM:
473.933414 | FM: C24H16CIN502S.

18: CID: 10368624, IUPAC: N-[(4-clorofenil)metil]-2-[[(2-hidroxi-2-pirimidin-2-iletil)-metilammo]metil]- 7-metil-4-
oxotieno[3,2-e]pindme-5-carboxamida, PM: 497.99706 | FM: C24H24CIN503S.

19: CID: 10370949, IUPAC: (32)-4-[[(2S)-2-(3-clorofenil)-2-hidroxietillamino]-3-[6-metil-2-[4-(1,3-tiazol-  2-
ilmetil)piperazin-1-il]-7,9-dihidropurin-8-ilidene]piridin-2-ona, PM: 578.08832 | FM: C27H28CIN9- O2S.

20: CID: 10412586, IUPAC: N-[2-[4-[3-(5-cloropiridin-2-il)-4-oxoquinazolin-2-il]fenil]-1,3-tiazol-5-ilJacetamida, PM:
473.93414 FM: C24H16CIN502S.

21: CID: 10413555, IUPAC: N-[(4-clorofenil)metil]-2-[[[(2R)-2-hidroxi-2-pirimidin-2-iletil]-metilamino] metil]-7-metil-4-
oxotieno[3,2-e]piridina-5-carboxamida, PM: 497.99706 FM: C24H24CIN503S.

22: CID: 10456156, IUPAC: 4-[(3-clorotiofen-2-il)metilamino]-2-[(4-morfolin-4-ilfenil)amino]pirimidina- 5-carboxamida,
PM: 444.93774 FM: C20H21CIN60O2S.

23: CID: 10458706, IUPAC: N-[5-[2-[(4-clorofenil)amino]pirimidin-4-il]-4-metil-1,3-tiazol-2-il]-3-(2-morfolin- 4-
iletilamino)propanamida, PM: 502.03212 | FM: C23H28CIN702S.

24: CID: 11153014, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[(2,6-dimetilpirimidin-4-il)Jamino]-1,3-tiazol-5- carboxamida, PM:
373.85984 FM: C17H16CIN50S.

25: CID: 11167695, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[2-metil-6-(2-morfolin-4-iletilamino)pirimidin- 4-ilJamino]-1,3-
tiazol-5-carboxamida, PM: 488.00554 | FM: C22H26CIN702S.

26: CID: 11168231, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[(6-cloro-2-metilpirimidin-4-il)amino]-N-[(4- metoxifenil)metil]-
1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 514.42684 | FM: C24H21CI2N502S.

27: CID: 11200510, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-(2-hidroxietilamino)piridin-2-ilJlamino]-1,3- tiazol-5-
carboxamida, PM: 403.88582 FM: C18H18CIN502S.

28: CID: 11247793, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-(metil-(3-metilaminopropil)lammo)piridin-2- ilJamino]-1,3-
tiazol-5-carboxamida, PM: 444.9808 | FM: C21H25CIN6OS.

29: CID: 11260009, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(hidroximetil)piperidin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-iljamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 472.9909 | FM: C22H25CIN602S.

30: CID: 11269410, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[(6-cloro-2-metilpirimidin-4-il)Jamino]-1,3-tiazol- 5-carboxamida,
PM: 394.27832 FM: C16H13C12NSOS.

31: CID: 11282881, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-(2-morfolin-4-iletilamino)pirimidin-4-il] amino]-1,3-tiazol-5-
carboxamida, PM: 473.97896 | FM: C21H24CIN702S.

32: CID: 11283174, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-(3-morfolin-4-ilpropilamino)piridin-2-ilJlamino]- 1,3-tiazol-5-
carboxamida, PM: 487.01748 | FM: C23H27CIN60O2S.

33: CID: 11328827, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-(3-imidazol-1-ilpropilamino)piridin-2-iljJamino]- 1,3-tiazol-5-
carboxamida, PM: 467.97438 | FM: C22H22CIN70S.

34: CID: 11407465, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-(2-hidroxietilamino)-2-metilpirimidin-4-il] amino]-1,3-tiazol-5-
carboxamida, PM: 418.90046 | FM: C18H19CIN60O2S.

35: CID: 11466196, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[2-metil-6-(3-morfolin-4-ilpropilamino)pirimidin- 4-ilJamino]-1,3-
tiazol-5-carboxamida. PM: 502.03212 | FM: C23H28CIN702S.
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36: CID: 11466607, IUPAC: clorhidrato de N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin-
4-illamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 524.46648 FM: C22H27CI2N702S.

37: CID: 11487256, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[(6-morfolin-4-ilpirimidin-4-il)amino]-1,3-tiazol- 5-carboxamida,
PM: 430.91116 FM: C19H19CIN60O2S.

38: CID: 11505502, IUPAC: 2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-4-il]pirimidin-4-iljwnino]-N-[2-metil-5-[[3-(trifluorometil)
benzoillamino]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida. PM: 626.65257 | FM: C29H29F3N80O3S.

39: CID: 11512538, IUPAC: 2-[4-[6-[[5-[(2-cloro-6-metilfenil)carbamoil]-1,3-tiazol-2-illamino]-2-metilpirimidin-  4-
illpiperazin-1-iljetil 2,2-dimetilpropanoato, PM: 572.12196 FM: C27H34CIN703S.

40: CID: 11539665, IUPAC: (3-cloro-2-fluorofenil)-[4-[[6-[(5-fluoro-1,3-tiazol-2-il)amino]piridin-2-ilmetil] piperazin-1-
illmetanona, PM: 449.904626 | FM: C20H18CIF2N50S.

41: CID: 11540687, IUPAC: hidrato de N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-
illamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 506.02082 | FM: C22H28CIN703S.

42: CID: 11569328, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[3-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-5-metilfenil] amino]-1,3-tiazol-
5-carboxamida, PM: 486.02942 | FM: C24H28CIN502S.

43: CID: 11570976, IUPAC: 2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin-4-ilJamino]-N-[2-metil-  5-[3-
(trifluorometil)fenil] carbamoil]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 640.67915 FM: C30- H31F3N8O3S.

44: CID: 11577776, IUPAC: 2-[[6-(2-hidroxietilamino)-2-metilpirimidin-4-ilJamino]-N-[2-metil-5-[[3-(trifluorometil)
benzoillamino]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 571.57407 | FM: C26H24F3N703S.

45: CID: 11590089, IUPAC: (3-cloro-2-fluorofenil)-[4-[5-metil-6-(1,3-tiazol-2-ilamino)piridin-2-il]piperazin-  1-
illmetanona, PM: 431.914163 | FM: C20H19C1FN50S.

46: CID: 11606973, IUPAC: N-[5-[[3-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-5-(trifluorometil)benzoillamino]-2- metilfenil]-2-
(piridin-2-ilamino)-1,3-tiazol-5- 5-carboxamida, PM: 625.664 | FM: C30H30F3N703S.

47:  CID: 11650098, IUPAC:  2-[[6-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-4-ilJamino]-N-[2-metil-5-[[3-(trifluorometil)
benzoillamino]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 596.62659 | FM: C28H27F3N80O2S.

48: CID: 11650132, IUPAC: N-[5-[(2-cloro-6-metilfenil)carbamoil]-1,3-tiazol-2-il]-N-[6-[4-(2-hidroxietil) piperadin-1-il]-2-
metilpirimidin-4-iljcarbamato pentilo, PM: 602.14794 FM: C28H36CIN704S.

49: CID: 11650511, IUPAC: N-[5-[[3-(4-etilpiperazin-1-il)-5-(trifluorometil)benzoil] amino]-2-metilfenil]- 2-[[6-(2-
hidroxietilamino)-2-metilpirimidin-4-ilJamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 683.74695 | FM: C32H36F3N903S.

50: CID: 11664355, IUPAC: 2-[(2-metil-6-morfolin-4-ilpirimidin-4-il)Jamino]-N-[2-metil-5-[[3-(trifluorometil)
benzoillamino]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 597.61135 | FM: C28H26F3N703S.

51: CID: 11664511, IUPAC: 2-[[4-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]piridin-2-illamino]-N-[2-metil-5-[[3-(trifluorometil)
benzoillamino]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 625.66451 FM: C30H30F3N703S.

52: CID: 11669430, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[(2-metil-6-piperazin-1-ilpirimidin-4-il)amino]- 1,3-tiazol-5-
carboxamida, PM: 443.95298 | FM: C20H22CIN70S.

53: CID: 11676373, IUPAC: (3-cloro-2-fluorofenil)-[4-[[6-(1,3-tiazol-2-ilamino)piridin-2-iljmetil]piperazin- 1-illmetanona,
PM: 431.914163 FM: C20H19C1FN50S.

54: CID: 11684148, IUPAC: (3-cloro-2-fluorofenil)-[4-[[6-[(5-cloro-1,3-tiazol-2-il)amino]piridin-2-illmetil] piperazin-1-
illmetanona, PM: 466.359223 | FM: C20H18C12FN50S.

55: CID: 11700117, IUPAC: 2-[[6-(4-etilpiperazin-1-il)-2-metilpirimidin-4-il[lamino]-N-[2-metil-5-[[3-(trifluorometil)
benzoillamino]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 624.67975 | FM: C30H31F3N80O2S.

56: CID: 11707091, IUPAC: 2-[[2-metil-6-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-4-ilJalnino]-N-[2-metil-5-[[3-(trifluorometil)
benzoillamino]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 610.65317 [MF: C29H29F3N802S.
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57: CID: 11714286, IUPAC: 2-[[5-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]piridin-2-illamino]-N-[2-metil-5-[[3-(trifluorometil)
benzoillamino]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 625.66451 | FM: C30H30F3N703S.

58: CID: 11714353, IUPAC: 2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin-4-illamino]-N-[2-metil-5- [[3-
(trifluorometil)benzoil] amino]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 640.67915 | FM: C30H31F- 3N803S.

59: CID: 11752136, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[5-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-iljamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 488.00554 | FM: C22H26CIN702S.

60: CID: 11772766, ILIPAC: 4-[2-(3-clorofenil)etilamino]-2-piridin-4-il-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 358.8452 FM:
C17H15CIN4OS.

61: CID: 11775143, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[(2-metil-6-morfolin-4-ilpirimidin-4-il)amino]- 1,3-tiazol-5-
carboxamida, PM: 444.93774 | FM: C20H21CIN60O2S.

62: CID: 11854012, IUPAC: acido 2-[4-[6-[[5- [(2-cloro-6-metilfenil)carbamoil]-1,3-tiazol-2-ilJamino]-2-metilpirimidin-4-
illpiperazin-1-ilJacético, PM: 501.98906 | FM: C22H24CIN703S.

63: CID: 11854269, IUPAC: hidrogen sulfato de 2-[4-[6-[[5-[(2-cloro-6-metilfenil)carbamoil]-1,3-tiazol-2-ilJamino]-2-
metilpirimidin- 4-il]pigerazin-1-ilJetilo, PM: 568.06874 | FM: C22H26CIN705S2.

64: CID: 11854270, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[2-(2-hidroxietilamino)etilamino]-2-metilpirimidin- 4-ilJamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 461.96826 | FM: C20H24CIN702S

65: CID: 11854271, IUPAC: 2-[[6-(2-anfnoetilamino)-2-metilpirimidul-4-illamino]-N-(2-cloro-6-metilfenil)- 1,3-tiazol-5-
carboxamida, PM: 417.9157 | FM: C18H20CIN70S.

66: CID: 11854272, IUPAC: acido 2-[[2-[4-[6- [[5-[(2-cloro-6-metilfenil)carbamoil]-1,3-tiazol-2-illamino]-2-
metilpirimidin-4-il]piperazin-1-ilJacetil] amino]etanosulfénico, PM: 609.12066 | FM: C24H29CIN8O5S2.

67: CID: 11854533, IUPAC: N-(2-cloro-4-hidroxi-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2- metilpirimidin-4-
illamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 504.00494 | FM: C22H26CIN703S.

68: CID: 11854534, IUPAC: N-[2-cloro-6-(hidroximetil)fenil]-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2- metilpirimidin-4-
illamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 504.00494 | FM: C22H26CIN703S.

69: CID: 11854535, |IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)-4-oxidopiperazin-4-ium-1-  il]-2-
metilpirimidin-4-illamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 504.00494 | FM: C22H26CIN703S.

70: CID: 11854536, IUPAC: acido 2-[4-[6-[[5-[(2-cloro-6-metilfenil)carbamoil]-1,3-tiazol-2-illamino]-2-metilpirimidin- 4-
il]-1-oxidopiperazin-1-io-1-ilJacético, PM: 517.98846 | FM: C22H24CIN704S.

71: CID: 11949914, IUPAC: 4-[[2-(5-cloro-2-fluorofenil)-5-dimetilaminopirimidin-4-illamino]-N-[2-(2-hidroxietilamino)
etil]piridina-3-carboxamida, PM: 473.931003 | FM: C22H25C1FN702.

72: CID: 11951866, IUPAC: 4-[[2-(5-cloro-2-fluorofenil)-5-pirrolidin-1-ilpirimidin-4-ilJamino]-N-(2-hidroxietil) piridina-3-
carboxamida, PM: 456.900483 | FM: C22H22CIFN602.

73: CID: 11952045, IUPAC: 4-[[2-(5-cloro-2-fluorofenil)-5-pirrolidin-1-ilpirimidin-4-ilJamino]-N-[(2S)-2-hidroxipropil]
piridina-3-carboxamida, PM: 470.927063 | FM: C23H24CIFN602.

74: CID: 15979866, IUPAC: 5-[2-[[4-(4-acetilpiperazin-1-il)piridin-2-illamino]-1,3-tiazol-5-il]-N-metilpiridina- 3-
carboxamida, PM: 437.51802 | FM: C21H23N702S.

75: CID: 15980109, IUPAC: N-(2-aminoetil)-5-[2-[(4-morfolin-4-ilpiridin-2-il)Jamino]-1,3-tiazol-5-il]piridina-  3-
carboxamida, PM: 425.50732 | FM: C20H23N702S

76: CID: 15980233, IUPAC: N-(2-hidroxietil)-5-[2-[(4-morfolin-4-ilpiridin-2-il)amino]-1,3-tiazol-5-il]piridina-  3-
carboxamida, PM: 426.49208 | FM: C20H22N603S.

77: CID: 15980347, IUPAC: N-(2-metilaminoetil)-5-[2-[(4-morfolin-4-ilpiridin-2-il)amino]-1,3-tiazol-5-il] piridina-3-
carboxamida, PM: 439.5339 | FM: C21H25N702S.
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78: CID: 15980351, IUPAC: 5-[2-[[4-[4-(2-hidroxiacetil)piperazin-1-il]piridin-2-illamino]-1,3-tiazol-5-il]-N- (2,2,2-
trifluoroetil)piridina-3-carboxamida, PM: 521.51539 | FM: C22H22F3N703S.

79: CID: 15982537, IUPAC: (3-cloro-2-fluorofenil)-[4-[6-[(5-fluoro-1,3-tiazol-2-il)amino]-5-metilpiridin- 2-il]piperazin-2-
illmetanona, PM: 449.904626 | FM: C20H18CIF2N50S.

80: CID: 16034848, IUPAC:: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-ilJamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida; acido 2,3-dihidroxibutanedioico, PM: 638.09238 | FM: C26HCIN708S.

81: CID: 16037977, IUPAC:: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-5-metilpirimidin- 4-ilJamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 488.00554 | FM: C22H26CIN702S.

82: CID: 16061431, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpiridin- 4-il] amino]-1,3-
tiazol-5-carboxamida; 4-[(4-metilpiperazin-1-il)metil]-N-[4-metil-3-[(4-piridin-3- ilpirimidin-2-il)amino]fenillbenzamida,
PM: 981.60828 | FM: C51H57CIN1403S.

83: CID: 16223227, IUPAC: &cido but-2-enedioico; N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin- 1-il]-2-
metilpiriidin-4-ilJamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 604.0777 | FM: C26H30CIN706S.

84: CID: 16223228, IUPAC: bromhidrato de N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-
metilpirimidin- 4-ilJamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 568.91748 | FM: C22H27BrCIN702S.

85: CID: 16223229, IUPAC: acido but-2-enedioico; N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin- 1-il]-2-
metilpirimidin-4-ilJamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 604.0777 | FM: C26H30CIN706S.

86: CID: 16223316, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-ilJamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida; acido metanosulfénico, PM: 584.1112 | FM: C23H30CIN705S2.

87: CID: 16223317, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-iljamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida; acido fosférico, PM: 586.000721 | FM: C22H29CIN7O6PS.

88: CID: 16223318, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-iljamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida; acido 2-hidroxibenzoico, PM: 626.12628 | FM: C29H32CIN705S.

89: CID: 16223319, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-ilJamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida; acido sulfarico, PM: 586.08402 | FM: C22H28CIN706S2.

90: CID: 16223320, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-ilJamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida; acido 4-metilbencenosulfénico, PM: 660.20716 | FM: C29H34- CIN705S2.

91: CID: 16584134, AKE-PB223730486, IUPAC: N-(4-clorofenil)-2-[(4,5-dimetil-1,3-tiazol-2-il)amino]- 4-
metilpirimidina-5-carboxamida, PM: 373.85984 | FM: C17H16CIN50S.

92: CID: 16584137, AKE-PB223730492, IUPAC: N-(3-clorofenil)-2-[(4,5-dimetil-1,3-tiazol-2-il)amino]- 4-
metilpirimidina-5-carboxamida, PM: 373.85984 | FM: C17H16CIN50S.

93: CID: 16584139, AKE-PB223730496, IUPAC: 2-[(4,5-dimetil-1,3-tiazol-2-il)amino]-4-metil-N-(2-metilfenil)
pirimidina-5-carboxamida, PM: 353.44136 | FM: C18H19N50S.

94: CID: 16655683, IUPAC: 2-[(6- cloro-2-metilpirimidin-4-il)amino]-N-(2,6-diclorofenil)-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM:
414.6968 | FM: C15H10CI3N50S.

95: CID: 16655839, IUPAC: N-(2,6-diclorofenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-ilJamino]-1,3-
tiazol-5-carboxamida, PM: 508.42402 | FM: C21H23CI2N702S.

96: CID: 16660745, IUPAC: N-(4-fluorofenil)-4-(2-hidroxietilamino)-6-metilsulfanil-2-piridin-4-ilpirimidina- ~ 5-
carboxamida, PM: 399.441923 | FM: C19H18FN502S.

97: CID: 16660747, IUPAC: N-(4-etilfenil)-4-(2-hidroxietilamino)-6-metilsulfanil-2-piridin-4-ilpirimidina- 5-carboxamida,
PM: 409.50462 | FM: C21H23N502S.
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98: CID: 16660907, IUPAC: 4-(2-hidroxietilamino)-N-(4-metilfenil)-6-metilsulfanil-2-piridin-4-ilpirimidina-  5-
carboxamida, PM: 395.47804 | FM: C20H21NSO2S.

99: CID: 16661063, IUPAC: N-(4-clorofenil)-4-(2-hidroxietilamino)-6-metilsulfanil-2-piridin-4-ilpirimidina- ~ 5-
carboxamida, PM: 415.89652 | FM: C19H18CIN502S.

100: CID: 16661212, IUPAC: N-(2,4-dimetilfenil)-4-(2-hidroxietilamino)-6-metilsulfanil-2-piridin-4- ilpirimidina-5-
carboxamida, PM: 409.50462 | FM: C21H23N502S.

101: CID: 16661214, IUPAC: 4-(1-hidroxibutan-2-ilamino)-N-(4-metilfenil)-6-metilsulfanil-2-piridin-4- ilpirimidina-5-
carboxamida, PM: 423.5312 | FM: C22H25N502S.

Aqui, el CID es el compuesto identificador como se define en Pubchem.

e) moléculas pequefias objetivo y componentes en la direcciéon 3’ antagonista de la ruta de sefializacion NEPOR,
particularmente inhibidores tirosina quinasa EPH-B4.

f) Terapias de combinacién que implican uno o mas métodos a-e.
g) La presente descripcién también describe una terapia de combinacion. La co-administracion de EPO

con un inhibidor intracelular de sefializacion NEPOR (por ejemplo Dasatinib) se propone para mantener la
sefializacion EPO por medio de EPOR (y asi promueve la hematopoyesis) mientras se inhibe la supervivencia de las
células neoplésicas positivas NEPOR.

Productos terapéuticos con base en NEPOR para tratar lesiones neuronales

Sin estar limitado por la teoria, la presente descripcidon proporciona que la EPO es neuroprotector debido a sus
efectos en la actividad NEPOR, es decir en particular y/o actividad EPH-B4 y/o Efrina Al. Por lo tanto, la presente
descripcion proporciona un método para tratar apoplejia isquémica, trauma, epilepsia, enfermedades
neurodegenerativas, y disfuncién cognitiva con una terapia dirigida NEPOR agonistica. Los métodos especificos
para mejorar positivamente sefiales de supervivencia mediadas por NEPOR incluye:

a) Anticuerpos especificos NEPOR. Dichos anticuerpos se une e inicia/mejora la mediacion de actividad cito-
protectora de NEPOR.

b) Moléculas pequefias especificas NEPOR. Dichas moléculas pequefias se unen e inician/mejoran la mediacién de
la actividad citoprotectora NEPOR.

¢) los mutantes EPO dirigidos a NEPOR y sus versiones glucosiladas. Debido a los requerimientos conformacionales
estrictos de EPOR para mediar la sefializacion en respuesta a EPO, los siguientes mutantes EPOR (SEQ ID NO. 17
- SEQ ID NO. 212.) favorecen la union a NEPOR en oposicion a EPOR y asi actta principalmente como tejido
protector.

SEQ ID NO. 17

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITRVGQQAVEVWOGLALLSEAVLRGOALLVNSSQPWEPLOLHVDHAVSGLASL
TTLLRALGAQKEAL SPPDAASAAPLRT ITADTFRELFRVY SNFLRGELEKLYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 18

APPRLICDSRVLERYLLEARKEARENITTGCAEHCSLNENI TVPDTEVNE Y AWKRMEVGQOALLVNESOPWEPLQLHVD
KAVSGLRSLTTLLRALGROKEAI SPPDAASARPLRTITADTFRELFRVY SHFLAGKLELYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 19

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLT
TLLRALGAQKEATISPPDAASARPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 20
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APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEPWE PLOLHVDKAVSGLRSLTTL
LRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 21
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPPGVGQLFPAVGAPAAACG
SEQ ID NO. 22
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENNHC
SEQ ID NO. 23

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENIT

SEQ ID NO. 24

APPRLICDSRVLEAYLLEAKEAENIT

SEQ ID NO. 25

APPRLICDSRVLEEYLLEAKEAENIT

SEQ ID NO. 26

APPRLICDSRVLERYL

SEQ ID NO. 27

APPRLI

SEQ ID NO. 28

APPRLICDSRVLERYILEAKEAENVTMGCAEGPRLSENITVPDTEVNFYAWKRMEKELMS PPOTTPPAPLRTLTVDT

FCKLFRVYANFLRGELKLYTEEVCRRGOR

Eliminaciones de los sitios de interaccion EPOR hWT 4

SEQ ID NO. 29

APPRLICEAENITTGCAEHC SLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRGQALLVNSSQPWEP
LOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVY SNFLRGKLKLYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 30

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHC SLNENITVPDFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRGQALL
VNS SQPWEPLOQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAT SPPDAASAAPLRT I TADTFRKLFRVY SNFLRGKLKLYTG
EACRTGDR

SEQ ID NO. 31

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHC SLNENITVPDTKVNF YAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVY SNFLRGKLKLYTGEACR
TGDR

SEQ ID NO. 32

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGOQAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFGKLKLYTGEACR
TGDR

32



ES 2542033 T3

Las eliminaciones de terminal C empiezan en el Gltimo puente cisteina C161

SEQ ID NO. 33

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAT SPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLK
LYTGEA '

SEQ ID NO. 34

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTREVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAI SPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVY SNFLRGKLK
g LYTGE

SEQ ID NO. 35

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAERCSLNENITVPDTKVNF YAWKRMEVGOQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLK
LYTG

SEQ ID NO. 36

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQOAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLK
LYT

10 SEQ ID NO. 37

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHC SLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQOAVEVWOQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVY SNFLRGKLIK
LY

SEQ ID NO. 38

APPRLICDSRVLERYLLEAKERENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNF YAWKRMEVGQOAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATSPPDAASARPLRTITADTFRELFRVY SNFLRGKLK
L

SEQ ID NO. 39

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAI SPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLK
15

SEQ ID NO. 40

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQRAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRELFRVYSNFLRGKL

SEQ ID NO. 41

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVEPDTKVNF YAWKRMEVGDOAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAT SPPDAASAAPLRTITADTFRELFRVYSNFLRGK

20 SEQID NO. 42
APPRLICDSREVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTEVNFY AWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG

QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVY SNFLRG

SEQ ID NO. 43
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APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVFPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPFDAASAAPLRTITADTFRELFRVY SNFLR

SEO ID NO. 44

APERLICDSRULERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEUGQQAVEVWQGLALLSEAVLHG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVY SNFL

SEQ ID NO. 45

APPRLICDSRVLERYLLEARKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
5 QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATISPPDAASARPLRTITADTFRKLFRVY SNF

SEQ ID NO. 46

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNS SQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSN

SEQ ID NO. 47

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHC SLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATSPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYS

10 SEQ ID NO. 48

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGOQAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATISPPDAASARPLRTITADTFRKLFRVY

SEQ ID NO. 49

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQOAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDXAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRV

SEQ ID NO. 50

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGOQQAVEVWOGLALLSEAVLRG
15 QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAI SPPDAASAAPLRTITADTFRKLFR

SEQ ID NO. 51

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTEVNFYAWKRMEVGOOAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATSPPDAASAAPLRTITADTFRELF

SEQ ID NO. 52

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATSPPDAASAAPLRTITADTFRKL

20 SEQIDNO. 53

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNF YAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATISPPDAASARPLRTITADTFRE

SEQ ID NO. 54

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVNQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATISPPDAASAAPTLRTITADTFR
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SEQ ID NO. 55

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNF YAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
' QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAL SPPDAASAAPLRTITADTF

SEQ ID NO. 56

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQOAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATISPPDAASAAPLRTITADT

SEQ ID NO. 57

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITAD

SEQ ID NO. 58

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAI SPPDAASARPLRTITA

SEO ID NO. 59

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNS SQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAI SPPDAASAAPLRTIT

SEQ ID NO. 60

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTI

SEQ ID NO. 61

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNF YAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRT

SEQ ID NO. 62

APPRLICDSRVLERYLLEAKERENI TTGCAEHC SLNENITVPDTEVNFY AWKRMEVGOOAVEVWOCSLALL SERVLEG
QALLNHSSQPWE PLOLHVDEAVEGLASLTTLLRALGAQKERT S PPDAAS AR FLR

SEO ID NO. 63

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHC SLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAI SPPDAASAAPL

SEQ ID NO. 64

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
OALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAI SPPDAASAAP

SEQ ID NO. 65

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENLTTGCAEHCSLNENITVPDTEKVNFYAWKRMEVGQOAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDARSAA

SEQ ID NO. 66
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APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGRQKERISPPDAASA

SEQ ID NO. 67

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHC SLNENITVEDTKVNFYAWKRMEVGQQOAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAAS

SEQ ID NO. 68

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHC SLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSOPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAT SPPDAA

SEQ ID NO. 69

APPRLICDSRULERYLLEAKERENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNS SQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATISPPDA

SEQ ID NO. 70

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQOAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQFWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPD

10  SEQIDNO. 71

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP

SEQ ID NO. 72

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISP

SEQ ID NO. 73

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAIS
15

SEQ ID NO. 74

APPRLICDSRVLERYLLERKEAENITTGCAEHC SLNEN I TVPOTEVNF Y AWKRMEVGOOAVEVWOGLALLSEAVLAG
QALLVNESQFWEPLOLHVIEAVEGLRSLTTLLRALGAOKERT

SEO ID NO. 75

APPRLICDSRVLERYLLEAREAENITTGCAEHC SLNEN ITVPDTEVNF Y AWERMEVGOORVEVWOGLALL SEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKER

20 SEQIDNO. 76

APPRLICDSRVLERYLLEAKERENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYRWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKE

SEQ ID NO. 77

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQK
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SEO ID NO. 78

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQOAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQ

SEQ ID NO. 79

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQOAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGA

SEQ ID NO. 80

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALG

SEQ ID NO. 81

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHC SLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG'
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRAL

SEQ ID NO. 82

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGOQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRA

SEQ ID NO. 83

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOQLHVDKAVSGLRSLTTLLR

SEQ ID NO. 84

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFY AWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLL

SEQ ID NO. 85

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVEDTKVNFYAWKRMEVGQOAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOQLHVDKAVSGLRSLTTL

SEQ ID NO. 86

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQOAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTT

SEQ ID NO. 87

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLT

SEQ ID NO. 88

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHC SLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSL

SEQ ID NO. 89

APéRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
OALLVNSSQPWEPLQLHVDXAVSGLRS
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SEQ ID NO. 90

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQOAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLR

SEQ ID NO. 91

APPRLICDSRVLERYLLERKEAENITTGCAEHCSLNEN ITVPDTKVNFYAWKRMEVGOQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGL

SEQ ID NO. 92

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHC SLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQOAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSG

SEQ ID NO. 93

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVS

SEO ID NO. 94

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHC SLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQOAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAV

SEQ ID NO. 95

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKA

SEQ ID NO. 96

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDK

SEQ ID NO. 97

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNF YAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQOPWEPLQLHVD

SEQ ID NO. 98

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHV

SEQ ID NO. 99

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLH

SEQ ID NO. 100

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHC SLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGOQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQL

SEQ ID NO. 101

RAPPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGOQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQ
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SEQ ID NO. 102

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQOAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPL

SEQ ID NO. 103

APPRLICDSRVLERYLLEARKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEP

SEQ ID NO. 104

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGOQAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWE

SEQ ID NO. 105

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQOAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPW

SEQ ID NO. 106

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENI TTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSERVLRG
QALLVNSSQP

SEQ ID NO. 107

APPRLICDSRVLERYLLEAKEARENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGOQAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQ

SEQ ID NO. 108

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHC SLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSS -

SEQ ID NO. 109

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTEVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNS

SEO ID NO. 110

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVN

SEQ ID NO. 111

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENI TTGCAEHCSLNENITVEDTKVNF Y AWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLV

SEQ ID NO. 112

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQOAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALL

SEQ ID NO. 113

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWOGLALLSEAVLRG
QAL
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SEQ ID NO. 114

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
oA )

SEQ ID NO. 115

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENTITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
Q .

SEQ ID NO.116
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
SEQ ID NO.117
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR
SEQ ID NO.118
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVL
SEQ ID NO.119
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAV
SEQ ID NO.120
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEA
SEQ ID NO.121
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSE
SEQ ID NO.122
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLS

SEQ ID NO.123
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALL

SEQ ID NO.124
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLAL

SEQ ID NO.125
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLA

SEQ ID NO.126
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGL

SEQ ID NO.127
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQG

SEQ ID NO.128
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APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQ
SEQ ID NO.129
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVW
SEQ ID NO.130
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEV
SEQ ID NO.131
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVE
SEQ ID NO.132
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAV
SEQ ID NO.133
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQA
SEQ ID NO.134
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGDQ

SEQ ID NO.135
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQ

SEQ ID NO.136
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVG

SEQ ID NO.137
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEV

SEQ ID NO.138
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRME

SEQ ID NO.139
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRM

SEQ ID NO.140
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKR

SEQ ID NO.141

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWK

SEQ ID NO.142

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAW

SEQ ID NO.143

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYA
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SEQ ID NO.144
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFY
SEQ ID NO.145
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNF
SEQ ID NO.146
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVN
SEQ ID NO.147
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKV
SEQ ID NO.148
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTK
SEQ ID NO.149
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDT
SEQ ID NO.150
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPD

SEQ ID NO.151
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVP

SEQ ID NO.152
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITV

SEQ ID NO.153
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENIT

SEQ ID NO.154
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENI

SEQ ID NO.155
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNEN

SEQ ID NO.156
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNE

SEQ ID NO.157
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLN

SEQ ID NO.158

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSL

SEQ ID NO.159
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APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCS
SEQ ID NO.160
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHC
SEQ ID NO.161
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEH
SEQ ID NO.162
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAE
SEQ ID NO.163
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCA
SEQ ID NO.164
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGC
SEQ ID NO.165
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTG

SEQ ID NO.166
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITT

SEQ ID NO.167
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENIT

SEQ ID NO.168
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENI

SEQ ID NO.169
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAEN

SEQ ID NO.170
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAE

SEQ ID NO.171
APPRLICDSRVLERYLLEAKEA

SEQ ID NO.172
APPRLICDSRVLERYLLEAKE

SEQ ID NO.173

APPRLICDSRVLERYLLEAK

SEQ ID NO.174

APPRLICDSRVLERYLLEA
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SEQ ID NO.175
APPRLICDSRVLERYLLE
SEQ ID NO.176
APPRLICDSRVLERYLL
SEQ ID NO.177
APPRLICDSRVLERYL
SEQ ID NO.178
APPRLICDSRVLERY
SEQ ID NO.179
APPRLICDSRVLER
SEQ ID NO.180
APPRLICDSRVLE
SEQ ID NO.181
APPRLICDSRVL

SEQ ID NO.182
APPRLICDSRV

SEQ ID NO.183
APPRLICDSR

SEQ ID NO.184
APPRLICDS

SEQ ID NO.185
APPRLICD

SEQ ID NO.186
APPRLIC

Las mutaciones de aminoacido Unicas (Ala / Conversiones) y todas las combinaciones/permutaciones de las mismas
y todas las versiones glicosiladas de las mismas. Todas las posibles combinaciones/permutaciones de mutaciones
contenidas en mutaciones Unicas de la SEQ ID NOs. 187-208 y versiones glicosiladas de las mismas.

SEQ ID NO. 187

APPRLICASRVLERYLLEAKEARENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQOAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFREKLFRVY SNFLRGKLK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 188
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APPRLICRSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAI SPPDAASAAPLRTITADTFRELFRVY SNFLRGKLK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 189

APPRLICDSRVLEAYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGRQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVY SNFLRGKLK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 190

APPRLICDSRVLEEYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGOQAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVY SNFLRGKLIK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 191

APPRLICDSRVLERYLLEAAERENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNF YAWKRMEVGQQAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLE
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 192

APPRLICDSRVLERYLLEAEEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEALSPPDAASAAPLRTITADTFRRLFRVY SNFLRGKLK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 193

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVFDAKVNFYAWKRMEVGOOAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATSPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVY SNFLRGKLK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 194

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTAVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
OALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 195

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTEVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVY SNFLRGKLK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 196

APéRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKANFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEBVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSCGLRSLTTLLRALGAQKEAI SPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 197

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVAFYAWKRMEVGOQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASARPLRT ITADTFRKLFRVY SNFLRGKLK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 198
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APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVEDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDAAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 199

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNEFYAWKRMEVGOOAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDEAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAT SPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 200

APéRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAULRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVAGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVY SNFLRGKLK
g LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 201

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLASLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVY SNFLRGKLK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 202

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALL SEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLESLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVY SNFLRGKLK
LYTGEACRTGDR

10 SEQID NO. 203

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGOQOAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRALTTLLRALGAQKEAISPPDAASARPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 204

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNF YAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFAVY SNFLRGKLK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 205

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNF YAWKRMEVGQOAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLYNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATSPPDAASAAPLRTITADTFRKLFEVYSNFLRGKLK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 206

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENTI TTGCAEHC SLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGOQAVEVWOGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAI SPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVY SAFLRGKLK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 207
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNF YAWKRMEVGQQAVEVWQOGLALLSEAVLRG

QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEALSPPDAASAAPI RTITADTFRKLFRVY SNFLAGKLK
LYTGEACRTGDR

SEQ ID NO. 208
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APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQOQAVEVWQOGLALLSEAVLRG
QALLVNS SQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLEGKLK
LYTGEACRTGDR

Regiones de interaccion sobrelapantes de los péptidos EPO

SEQ ID NO. 209

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITT

SEQ ID NO. 210

NENITVPDTKVNFYAWKRMEV

SEQ ID NO. 211

NSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLL

SEQ ID NO. 212

FRKLFRVYSNFLRGKLKL

d) Quimeras EPO dirigidas a NEPOR. Dichos mutantes se unen e inician/mejoran la mediacion de actividad
citoprotectora NEPOR. Por ejemplo, en un escenario en donde el NEPOR constituye una molécula Efrina Al (ya sea
como un homodimero o en asociacion heterodimérica con EPOR), luego las proteinas quiméricas implican fusiones
de parte del dominio de unién de ligando a Efrina de EPH-B4 y parte de la molécula EPO se puede desarrollar como
socios de unién optimizados. Esto implica fusionar una parte del terminal N de EPO (derivado de la SEQ ID NO. 213)
a una parte del terminal C del dominio de unién de ligando Efrina de EPH-B4 (SEQ IDNO. 214), que da una
secuencia similar a la SEQ ID NO. 215, o fusionar una parte de terminal N del dominio de unién del ligando Efrina de
EPH-B4 (derivado de la SEQ ID NO. 214) a una parte de terminal C de EPO (SEQ ID NO. 213), que da una
secuencia similar ala SEQ ID NO. 216.

e) péptidos de alta afinidad que unen especificamente NEPOR para iniciar/mejorar la mediacion de la actividad
citoprotectora de EPO.

f) moléculas pequefias que dirigen y mejoran la actividad de los componentes en la direccion 3' de NEPOR.
g) Terapias de combinacion que implican uno o0 mas métodos a-f.
SEQ ID NO. 213

>P01588|EPO_Eritropoytetina HUMANA - Homo sapiens (Humano).

MGVHEC PAWLWLLLSLLSLPLGLPVLGAPPRLICOSAVLERYLLEAKEAENI TTGCAEHT
SLNENI TV RO TEVHF Y AWKRMEVGOOAVEVWOGLALL SEAVLRGOALLVNS SOPWEPLQL
HVDRAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAT SPPDAASAAPLATITADTFREKLFRVY SHFLRGKL
KLYTGEACRTGEDR

SEQ ID NO. 214
>EPH-B4_efrina_ligando_unién_dominio

EETLLNTHLETADLEWVTFPOVDGOWEEL SGLDEEQHSVRTY EVCOVORAPGOAHWLRTG
WVPRRGAVHVY ATLRFTHLECLSLPRAGRSCEETFTVFYYESDADTATAL TPAWMENFY I
EVDTVAREHLTRERPGAEATGEVNVATLRLGPLSKAGF Y LAFQUOGACMALLSLHLF YRR
C

SEQ ID NO. 215

>NtermEPO_CtermEPHBA4LBD
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APFRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHC SLNEN I TVPDTEVNEFY AWK RMEVGEOOA
VEVWOGLALLSEAVLRGOALLVNS SQFWEPLOLEVDKAVSGLE SLTTLLRALGAQKERLS
PPDAASALTPAWMENPY TKVDTVAAEHL TRERFGAEATGKVNVETLRLG PLESKAGFYLAF
QDQGACMALLELHLPYKKC

SEQ ID NO. 216

>NtermEPHB4LBD_CtermEPO

EETLLNTRLETADLEWVTF POVDGOWEELSGLOEEQHEVRTY EVCDVQRAPGOQAHWLRTG
WVPRRGAVHVY ATLRFTMLECLSLPRAGRECKETFTVFYYESDADTATALSEAVLRGQAL
LVYN3 S50 PWEFLOLHVDEAVSGLASLT TLLAALGAOREAT SPPDAASAAFLATITADTFRE
LFRVYSNFLAGKLKLYTGEACRTGDR

Compuestos en combinacién con EPO

Dichos compuestos, en combinacion con EPO, inhiben la actividad tirosina quinasa de EPH-B4 mientras permite la
sefializacion/hematopoyesis mediada por EPOR. Los siguientes compuestos 101, ya sea solos o en combinacion,
inhiben la actividad tirosina quinasa de EPH-B4 que contiene los dimeros NEPOR. Por lo tanto, la presente
descripcion proporciona un agente terapéutico de combinacion de un inhibidor tirosina quinasa en combinacién con
EPO para proporcionar las propiedades hematopoyéticas de EPO junto con la prevencion de la sefializacion NEPOR
con el fin de bloquear el efecto colateral potencialmente fatal de EPO para promover la supervivencia del tumor y la
angiogénesis.

1: CID: 1095868, AKI-STT-00166305; ZINC00818264; BAS 09636496 IUPAC: N-[5-[(3-clorofenil)metil]-1,3- tiazol-2-
il]-2-(4,6-dimetilpirimidin-2-il)sulfanilacetamida. PM: 404.93678 | FM: C18H17CIN40OS2. (PM es peso molecular y FM
es férmula molecular).

2: CID: 1465558, IUPAC: 2-[(3-clorobenzoil)amino]-4-metil-Npiridin- 3-il-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 372.82872 |
FM: C17H13CIN40O2S.

3: CID: 1468201, IUPAC: N-[5-[(2-clorofenil)carbamoil]-4-metil-1,3-tiazol-2-il]piridina-4-carboxamida, PM: 372.82872 |
FM: C17H13CIN4O2S.

4: CID: 3062316, Dasatinib; Sprycel; BMS Dasatinib, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil) piperazin-
1-il]-2-metilpirimidin-4-ilJamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 488.00554 | FM: C22H26CIN702S.

5: CID: 3072360, 142287-40-9; Pirimido(4,5-d)pirimidin-4(1H)-ona, 7-metil-1-fenil-2-((3-(4-(2-tiazolil)-1-piperazinil)
propil)tio)- IUPAC: 2-metil-8-fenil-7-[3-[4-(1,3-tiazol-2-il)piperazin-1-il]propilsulfanil]pirimido[6,5- d]pirimidin-5-ona, PM:
479.6209 | FM: C23H25N70S2.

6: CID: 5041467, STK154706; ZINC04687922, IUPAC: [2-[(2-metilfenil)amino]-1,3-tiazol-4-il]-(4-pirimidin-2-
ilpiperazin-1-il)metanona, PM: 380.4667 | FM: C19H20N60S.

7: CID: 9822929, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)- 2-[(6-imidazol-1-ilpiridazin-3-ilJamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida,
PM: 411.869 | FM: C18H14CIN70S.

8: CID: 9927718, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-(ciclopropanocarbonilamino)-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM:
335.809 | FM: C15H14CIN302S.

9: CID: 10006113, IUPAC: N-[4-cloro-2-[(5-cloropiridin-2-il)carbamoil]fenil]-5-metil-6,7-dihidro-4H-[1,3]tiazolo[ 5,4-
c]piridina-2-carboxamida clorhidrato, PM: 498.81322 | FM: C20H18CI3N502S.

10: CID: 10006114, IUPAC: N-[4-cloro-2-[(5-cloropiridin-2-il)carbamoil]fenil]-5-metil-6,7-dihidro-4H-[1,3] tiazolo[5,4-
c]piridina-2-carboxamida, PM: 462.35228 | FM: C20H17CI2N502S.

11: CID: 10052635, IUPAC: 2-[[2-metil-5-[[6-[(4-metilpiperazin-1-il)metil]piridin-2-ilJamino]feniljamino]- N-(2-metilfenil)-
1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 527.68362 | FM: C29H33N70S.

12: CID: 10195898, IUPAC: N-[(4-clorofenil)metil]-2-[[[(2S)-2-hidroxi-2-pirimidin-2-iletil]-metilamino]metil]- 4-metil-7-
oxotieno[2,3-e]piridina-6-carboxamida, PM: 497.99706 | FM: C24H24CIN503S.
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13: CID: 10206276, IUPAC: N-[4-[(5-cloropiridin-2-il)carbamoil]-2-fenil-1,3-tiazol-5-il]-1-propan-2-ilpiperidina- 4-
carboxamida, PM: 484.01354 | FM: C24H26CIN502S.

14: CID: 10252208, IUPAC: 2-[4-(5-amino-1,3-tiazol-2-il)fenil]-3-(5-cloropiridin-2-il)quinazolin-4-ona, PM: 431.89746 |
FM: C22H14CIN50S.

15: CID: 10253695, IUPAC: 2-[4-[3-(5-cloropiridin-2-il)-4-oxoquinazolin-2-il[fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM:
459.90756 | FM: C23H14CIN502S.

16: CID: 10301604, IUPAC: N-[4-[(5-cloropiridin-2-il)carbamoil]-2-(3,4-difluorofenil)-1,3-tiazol-5-il]-1-propan- 2-
ilpiperidina-4-carboxamida, PM: 519.994466 | FM: C24H24CIF2N502S.

17: CID: 10344807, IUPAC: N-[2-[4-[3-(5-cloropiridin-2-il)-4-oxoquinazolin-2-illfenil]-1,3-tiazol-4-ilJacetamida, PM:
473.93414 | FM: C24H16CIN502S.

18: CID: 10368624, IUPAC: N-[(4-clorofenil)metil]-2-[[(2-hidroxi-2-pirimidin-2-iletil)-metilamino]metil]- 7-metil-4-
oxotieno[3,2-e]piridina-5-carboxamida, PM: 497.99706 FM: C24H24CIN503S.

19: CID: 10370949, IUPAC: (32)-4-[[(2S)-2-(3-clorofenil)-2-hidroxietillamino]-3-[6-metil-2-[4-(1,3-tiazol-2-
ilmetil)piperazin-1-il]-7,9-dihidropurin-8-ilidene]piridin-2-ona, PM: 578.08832 FM: C27H28CIN902S.

20: CID: 10412586, IUPAC: N-[2-[4-[3-(5-cloropiridin-2-il)-4-oxoquinazalin-2-il]fenil]-1,3-tiazol-5-ilJacetamida, PM:
473.93414 FM: C24H16CIN502S.

21: CID: 10413555, IUPAC: N-[(4-clorofenil)metil]-2-[[[(2R)-2-hidroxi-2-pirimidin-2-iletil]-metilamino]metil]- 7-metil-4-
oxotieno[3,2-e]piridina-5-carboxamida, PM: 497.99706 | FM: C24H24CIN503S.

22: CID: 10456156, IUPAC: 4-[(3-clorotiofen-2-il)metilamino]-2-[(4-morfolin-4-ilfenil)amino]pirimidina- 5-carboxamida,
PM: 444.93774 | FM: C20H21CIN60O2S.

23: CID: 10458706, IUPAC: N-[5-[2-[(4-clorofenil)amino]pirimidin-4-il]-4-metil-1,3-tiazol-2-il]-3-(2-morfolin-  4-
iletilamino)propanamida, PM: 502.03212 | FM: C23H28CIN702S.

24: CID: 11153014, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[(2,6-dimetilpirimidin-4-ilJamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM:
373.85984 | FM: C17H16CINSOS.

25: CID: 11167695, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[2-metil-6-(2-morfolin-4-iletilamino)pirimidin-4- ilJamino]-1,3-
tiazol-5-carboxamida, PM: 488.00554 | FM: C22H26CIN702S.

26: CID:. 11168231, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[(6-cloro-2-metilpirimidin-4-il)amino]-N-[(4-metoxifenil) metil]-
1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 514.42684 | FM: C24H21 C12N502S.

27: CID: 11200510, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-(2-hidroxietilamino)piridin-2-iljamino]-1,3-tiazol-  5-
carboxamida, PM: 403.88582 | FM: C18H18CIN502S.

28: CID: 11247793, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-(metil-(3-metilaminopropil)amino)piridin-2-il] amino]-1,3-
tiazol-5-carboxamida, PM: 444.9808 | FM: C21H25CIN60OS.

29: CID: 11260009, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(hidroximetil)piperidin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-ilJamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 472.9909 | FM: C22H25CI1IN60O2S.

30: CID: 11269410, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[(6-cloro-2-metilpirimidin-4-il)Jamino]-1,3-tiazol- 5-carboxamida,
PM: 394.27832 | FM: C16H13CI2N50S.

31: CID: 11282881, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-(2-morfolin-4-iletilamino)pirimidin-4-iljamino]- 1,3-tiazol-5-
carboxamida, PM: 473.97896 | FM: C21H24CIN702S.

32: CID: 11283174, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-(3-morfolin-4-ilpropilamino)piridin-2-ilJamino]- 1,3-tiazol-5-
carboxamida, PM: 487.01748 | FM: C23H27CIN60O2S.

33: CID: 11328827, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-(3-imidazol-1-ilpropilamino)piridin-2-iljJamino]-1,3- tiazol-5-
carboxamida, PM: 467.97438 | FM: C22H22CIN70S.
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34: CID: 11407465, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-(2-hidroxietilamino)-2-metilpirimidin-4-ilJamino]- 1,3-tiazol-5-
carboxamida, PM: 418.90046 | FM: C18H19CIN60O2S.

35: CID: 11466196, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[2-metil-6-(3-morfolin-4-ilpropilamino)pirimidin-4- ilJamino]-1,3-
tiazol-5-carboxamida. PM: 502.03212 | FM: C23H28CIN702S.

36: CID: 11466607, IUPAC: clorhidrato de N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin-
4-ilJlamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 524.46648 | FM: C22H27CI2N702S.

37: CID: 11487256, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[(6-morfolin-4-ilpirimidin-4-il)amino]-1,3-tiazol-5- carboxamida,
PM: 430.91116 | FM: C19H19CIN6O2S.

38: CID: 11505502, IUPAC: 2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]pirimidin-4-illamino]-N-[2-metil-5-[[3-(trifluorometil)
benzoillamino]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida. PM: 626.65257 | FM: C29H29F3N8O3S.

39: CID: 11512538, IUPAC: 2-[4-[6-[[5-[(2-cloro-6-metilfenil)carbamoil]-1,3-tiazol-2-illamino]-2-metilpirimidin-  4-
illpiperazin-1-iljetil 2,2-dimetilpropanoato, PM: 572.12196 | FM: C27H34CIN703S.

40: CID: 11539665, IUPAC: (3-cloro-2-fluorofenil)-[4-[[6-[(5-fluoro-1,3-tiazol-2-il)amino]piridin-2-illmetil] piperazin-1-
illmetanona, PM: 449.904626 | FM: C20H18CIF2N50S.

41: CID: 11540687, IUPAC: hidrato de N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-
illamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 506.02082 | FM: C22H28CIN703S.

42: CID: 11569328, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[3-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-5-metilfenil] amino]-1,3-tiazol-
5-carboxamida, PM: 486.02942 | FM: C24H28CIN502S.

43: CID: 11570976, IUPAC: 2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin-4-illamino]-N-[2-metil-  5-[[3-
(trifluorometil)fenilcarbamoil]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 640.67915 | FM: C30H31F3N- 803S.

44: CID: 11577776, IUPAC: 2-[[6-(2-hidroxietilamino)-2-metilpirimidin-4-iljamino]-N-[2-metil-5-[[3-(trifluorometil)
benzoillamino]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 571.57407 | FM: C26H24F3N703S.

45: CID: 11590089, IUPAC: (3-cloro-2-fluorofenil)-[4-[5-metil-6-(1,3-tiazol-2-ilamino)piridin-2-il]piperazin-  1-
illmetanona, PM: 431.914163 | FM: C20H19CIFN50S.

46: CID: 11606973, IUPAC: N-[5-[[3-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-5-(trifluorometil)benzoillamino]-2-metilfenil]- 2-
(piridin-2-ilamino)-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 625.66451 | FM: C30H30F3N703S.

47: CID: 11650098, IUPAC: 2-[[6-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-4-ilJamino]-N-[2-metil-5-[[3-(trifluorometil)
benzoillamino]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida,PM: 596.62659 | FM: C28H27F3N802S.

48: CID: 11650132, IUPAC: N-[5-[(2-cloro-6-metilfenil)carbamoil]-1,3-tiazol-2-il]-N-[6-[4-(2-hidroxietil) piperazin-1-il]-2-
metilpirimidin-4-iljcarbamato de pentilo, PM: 602.14794 | FM: C28H36CIN704S.

49: CID: 11650511, IUPAC: N-[5-[[3-(4-etilpiperazin-1-il)-5-(trifluorometil)benzoillamino]-2-metilfenil]- 2-[[6-(2-
hidroxietilamino)-2-metilpirimidin-4-ilJamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 683.74695 | FM: C32- H36F3N903S.

50: CID: 11664355, IUPAC: 2-[(2-metil-6-morfolin-4-ilpirimidin-4-il)amino]-N-[2-metil-5-[[3-(trifluorometil)
benzoillamino]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 597.61135 | FM: C28H26F3N703S.

51: CID: 11664511, IUPAC: 2-[[4-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]piridin-2-illamino]-N-[2-metil-5-[[3-(trifluorometil)
benzoillamino]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 625.66451 | FM: C30H30F3N703S.

52: CID: 11669430, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[(2-metil-6-piperazin-1-ilpirimidin-4-il)Jamino]-1,3-tiazol- 5-
carboxamida, PM: 443.95298 | FM: C20H22CIN70S.

53: CID: 11676373, IUPAC: (3-cloro-2-fluorofenil)-[4-[[6-(1,3-tiazol-2-ilamino)piridin-2-iljmetil]piperazin-1- illmetanona,
PM: 431.914163 | FM: C20H19CIFN50S.

54: CID: 11684148, IUPAC: (3-cloro-2-fluorofenil)-[4-[[6-[(5-cloro-1,3-tiazol-2-il)amino]piridin-2-illmetil] piperazin-1-
illmetanona, PM: 466.359223 | FM: C20H18CI2FN50S.
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55: CID: 11700117, IUPAC: 2-[[6-(4-etilpiperazin-1-il)-2-metilpirimidin-4-illamino]-N-[2-metil-5-[[3-(trifluorometil)
benzoillamino]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 624.67975 | FM: C30H31F3N8O2S.

56: CID: 11707091, IUPAC: 2-[[2-metil-6-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-4-illamino]-N-[2-metil-5-[[3-(trifluorometil)
benzoillamino]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 610.65317 | FM: C29H29F3N802S.

57: CID: 11714286, IUPAC: 2-[[5-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]piridin-2-illamino]-N-[2-metil-5-[[3-(trifluorometil)
benzoillamino]fenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 625.66451 | FM: C30H30F3N703S.

58: CID: 11714353, IUPAC: 2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin-4-illamino]-N-[2-metil-  5-[[3-
(trifluorometil)benzoillaminolfenil]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 640.67915 | FM: C30H31F3N8O3S.

59: CID: 11752136, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[5-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-ilJamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 488.00554 | FM: C22H26CIN702S.

60: CID: 11772766, IUPAC: 4-[2-(3-clorofenil)etilamino]-2-piridin-4-il-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 358.8452 | FM:
C17H15CIN40S.

61: CID: 11775143, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[(2-metil-6-morfolin-4-ilpirimidin-4-il)Jamino]-1,3- tiazol-5-
carboxamida, PM: 444.93774 | FM: C20H21CIN60O2S.

62: CID: 11854012, IUPAC: acido 2-[4-[6-[[5-[(2-cloro-6-metilfenil)carbamoil]-1,3-tiazol-2-ilJamino]-2-metilpirimidin- 4-
illpiperazin-1-ilJacético, PM: 501.98906 | FM: C22H24CIN703S.

63: CID: 11854269, IUPAC: hidrogen sulfato de 2-[4-[6-[[5-[(2-cloro-6-metilfenil)carbamoil]-1,3-tiazol-2-illamino]-2-
metilpirimidin- 4-il]piperazin-1-iljetilo, PM: 568.06874 | FM: C22H26CIN705S2.

64: CID: 11854270, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[2-(2-hidroxietilamino)etilamino]-2-metilpirimidin- 4-ilJamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 461.96826 | FM: C20H24CIN702S

65: CID: 11854271, IUPAC: 2-[[6-(2-aminoetilamino)-2-metilpirimidin-4-ilJamino]-N-(2-cloro-6-metilfenil)- 1,3-tiazol-5-
carboxamida, PM: 417.9757 | FM: C18H20CIN70S.

66: CID: 11854272, IUPAC: &acido 2-[[2-[4-[6-[[5-[(2- cloro-6-metilfenil)carbamoil]-1,3-tiazol-2-ilJamino]-2-
metilpirimidin-4-ilpiperazin-1-ilJacetillamino] etanosulfénico, PM: 609.12066 | FM: C24H29CIN8O5S2.

67: CID: 11854533, IUPAC: N-(2-cloro-4-hidroxi-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-
illamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 504.00494 | FM: C22H26CIN703S.

68: CID: 11854534, IUPAC: N-[2-cloro-6-(hidroximetil)fenil]-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-
illamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 504.00494 | FM: C22H26CIN703S.

69: CID: 11854535, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)-4-oxidopiperazin-4-ium-1-il]-2-
metilpirimidin-4-ilJamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 504.00494 | FM: C22H26CIN703S.

70: CID: 11854536, IUPAC: acido 2-[4-[6-[[5-[(2-cloro-6-metilfenil)carbamoil]-1,3-tiazol-2-ilJamino]-2-metilpirimidin- 4-
il]-1-oxidopiperazin-1-io-1-ilJacético, PM: 517.98846 | FM: C22H24CIN704S.

71: CID: 11949914, IUPAC: 4-[[2-(5-cloro-2-fluorofenil)-5-dimetilaminopirimidin-4-illamino]-N-[2-(2-hidroxietilamino)
etil]piridina-3-carboxamida, PM: 473.931003 | FM: C22H25CIFN702.

72: CID: 11951866, IUPAC: 4-[[2-(5-cloro-2-fluorofenil)-5-pirrolidin-1-ilpirimidin-4-illamino]-N-(2-hidroxietil) piridina-3-
carboxamida, PM: 456.900483 | FM: C22H22CIFN602.

73: CID: 11952045, IUPAC: 4-[[2-(5-cloro-2-fluorofenil)-5-pirrolidin-1-ilpirimidin-4-ilJamino]-N-[(2S)-2-hidroxipropil]
piridina-3-carboxamida, PM: 470.927063 | FM: C23H24CIFN602.

74: CID: 15979866, IUPAC: 5-[2-[[4-(4-acetilpiperazin-1-il)piridin-2-illamino]-1,3-tiazol-5-il]-N-metilpiridina- 3-
carboxamida, PM: 437.51802 | FM: C21H23N702S.

75: CID: 15980109, IUPAC: N-(2-aminoetil)-5-[2-[(4-morfolin-4-ilpiridin-2-il)Jamino]-1,3-tiazol-5-il]piridina-3-
carboxamida, PM: 425.50732 | FM: C20H23N702S
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76: CID: 15980233, IUPAC: N-(2-hidroxietil)-5-[2-[(4-morfolin-4-ilpiridin-2-il)amino]-1,3-tiazol-5-il]piridina-  3-
carboxamida, PM: 426.49208 | FM: C20H22N603S.

77: CID: 15980347, IUPAC: N-(2-metilaminoetil)-5-[2-[(4-morfolin-4-ilpiridin-2-il)Jamino]-1,3-tiazol-5-il]piridina- 3-
carboxamida, PM: 439.5339 | FM: C21H25N702S.

78: CID: 15980351, IUPAC: 5-[2-[[4-[4-(2-hidroxiacetil)piperazin-1-il]piridin-2-illamino]-1,3-tiazol-5-il]-N-(2,2, 2-
trifluoroetil)piridina-3-carboxamida, PM: 521.51539 | FM: C22H22F3N703S.

79: CID: 15982537, IUPAC: (3-cloro-2-fluorofenil)-[4-[6-[(5-fluoro-1,3-tiazol-2-il)amino]-5-metilpiridin-2-il] piperazin-1-
illmetanona, PM: 449.904626 | FM: C20H18CIF2N50S.

80: CID: 16034848, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-iljlamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida; acido 2,3-dihidroxibutanedioico, PM: 638.09238 | FM: C26H32CIN- 708S.

81: CID: 16037977, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-5-metilpirimidin- 4-iljamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 488.00554 | FM: C22H26CIN702S.

82: CID: 16061431, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-iljamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida; 4-[(4-metilpiperazin-1-il)metil]-N-[4-metil-3-[(4-piridin-3-ilpirimidin- 2-
illamino]fenillbenzamida, PM: 981.60828 | FM: C51H57CIN1403S.

83: CID: 16223227, IUPAC: &cido but-2-enedioicod; N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1- il]-2-
metilpirimidin-4-ilJamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 604.0777 | FM: C26H30CIN706S.

84: CID: 16223228, IUPAC: bromhidrato de N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-
metilpirimidin- 4-ilJlamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 568.91748 | FM: C22H27BrCIN702S.

85: CID: 16223229, IUPAC: &cido but-2-enedioico; N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1- il]-2-
metilpirimidin-4-ilJamino]-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM: 604.0777 | FM: C26H30CIN706S.

86: CID: 16223316, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-ilJamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida; acido metanosulfénico, PM: 584.1112 | FM: C23H30CIN705S2.

87: CID: 16223317, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-ilJamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida; acido fosférico, PM: 586.000721 | FM: C22H29CIN7O6PS.

88: CID: 16223318, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-ilJamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida; acido 2-hidroxibenzoico, PM: 626.12628 | FM: C29H32CIN705S.

89: CID: 16223319, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-ilJamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida; acido sulfdrico, PM: 586.08402 | FM: C22H28CIN706S2.

90: CID: 16223320, IUPAC: N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-metilpirimidin- 4-iljamino]-
1,3-tiazol-5-carboxamida; acido 4-metilbencenosulfénico, PM: 660.20716 | FM: C29H34CIN7- O5S2.

91: CID:16584134, AKE-PB223730486, IUPAC: N-(4-clorofenil)-2-[(4,5-dimetil-1,3-tiazol-2-il)amino]-4-
metililpirimidina-5-carboxamida, PM: 373.85984 | FM: C17H16CIN50S.

92: CID: 16584137, AKE-PB223730492, IUPAC: N-(3-clorofenil)-2-[(4,5-dimetil-1,3-tiazol-2-il)amino]-4-
metilpirimidina-5-carboxamida, PM: 373.85984 | FM: C17H16CIN50S.

93: CID: 16584139, AKE-PB223730496, IUPAC: 2-[(4,5-dimetil-1,3-tiazol-2-il)amino]-4-metil-N-(2-
metilfenil)pirimidina-5-carboxamida, PM: 353.44136 | FM: C18H19N50S.

94: CID: 16655683, IUPAC: 2-[(6-cloro-2- metilpirimidin-4-il)amino]-N-(2,6-diclorofenil)-1,3-tiazol-5-carboxamida, PM:
414.6968 | FM: C15H10CI3- N50S.

95: CID: 16655839, IUPAC: N-(2,6-diclorofenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]. 2-metilpirimidin-4-il] amino]-1,3-
tiazol-5-carboxamida, PM: 508.42402 | FM: C21H23CI2N702S.
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96: CID: 16660745, IUPAC: N-(4-fluorofenil)-4-(2-hidroxietilamino)-6-metilsulfanil-2-piridin-4-ilpirimidina-  5-
carboxamida, PM: 399.441923 | FM: C19H18FN502S.

97: CID: 16660747, IUPAC: N-(4-etilfenil)-4-(2-hidroxietilamino)-6-metilsulfanil-2-piridin-4-ilpirimidina- 5-carboxamida,
PM: 409.50462 | FM: C21H23N502S.

98: CID: 16660907, IUPAC: 4-(2-hidroxietilamino)-N-(4-metilfenil)-6-metilsulfanil-2-piridin-4-ilpirimidina- ~ 5-
carboxamida, PM: 395.47804 | FM: C20H21N502S.

99: CID: 16661063, IUPAC: N-(4-clorofenil)-4-(2-hidroxietilamino)-6-metilsulfanil-2-piridin-4-ilpirimidina-  5-
carboxamida, PM: 415.89652 | FM: C19H18CIN502S.

100: CID: 16661212, IUPAC: N-(2,4-dimetilfenil)-4-(2-hidroxietilamino)-6-metilsulfanil-2-piridin-4-ilpirimidina- 5-
carboxamida, PM: 409.50462 | FM: C21H23N502S.

101: CID: 16661214, IUPAC: 4-(1-hidroxibutan-2-ilamino)-N-(4-metilfenil)-6-metilsulfanil-2-piridin-4-ilpirimidina- 5-
carboxamida, PM: 423.5312 | FM: C22H25N502S.

NEPOR: Prondstico Combinado y Valor Terapéutico en Tratamiento contra el cancer.

Sin estar limitado por la teoria, la observacion que los pacientes tratados con EPO tienen frecuentemente resultados
de supervivencia mas pobres (por lo menos en algunos canceres) significa que el tratamiento de estos pacientes con
una terapia objetivo NEPOR proporciona un método farmacogenético para el tratamiento contra el cancer dirigido
que proporciona tejido neoplasico se puede evaluar para la expresion de NEPOR. Dicha perspectiva terapéutica
cambia el balance en favor de realizar biopsias bajo todas las circunstancias adecuadas — lo que significa para
canceres en donde se expresan normalmente EPOR, EPH-B4 y/o EfrinaAl.

La presente descripcion proporciona adicionalmente un método para formar la imagen del tejido de tumor que es
susceptible para mejorar la supervivencia en respuesta al tratamiento de EPO, que comprende administrar un
anticuerpo anti-NEPOR o péptido de unién NEPOR ligado a un radio-ligando o otro agente formador de imagenes, y
medir la distribucién y ubicacién del tejido del radio-ligando u otro agente formador de imagenes.

Si un tumor es NEPOR positivo, entonces EPO se contraindica y se administra una terapia dirigida a NEPOR. Si
NEPOR no estd presente, entonces es seguro para administrar EPO. Ambos resultados parecen beneficiar el
resultado del paciente, independiente de si un pacientes es NEPOR positivo 0 negativo. De nuevo, esto cambia el
balance en favor de realizar biopsias de rutina.

En una realizacion la descripcion se relaciona con una molécula de siARN especifica a EPH-B4 y/o Efrina Al para
uso en el tratamiento de un paciente de cancer que recibe o recibira EPO.

siARN EPH-B4 y oligodesoxinucledtidos anticodificantes

Diversos oligodesoxinucleétidos modificados con fosforotioato anti-codificante especificos a EphB4 (ODNSs) y siARN
se puede sintetizar a partir de (por ejemplo por Qiagen. Se selecciona el ODN antisentido mas activo y siARN que
atenla la expresion EphB4 en la estirpe celular 293T transfectada transitoriamente. EI ODN antisentido que se
puede utilizar es AS-10 que se extiende por los nucleétidos 1980 a 1999 con una secuencia 5-ATG GAG GCC TCG
CTC AGA AA-3' (SEQ ID NO. 217). Para eliminar las respuestas de citoquina, la citosina en el sitio CpG se puede
metilar (AS-10M) sin ninguna pérdida en la eficiencia que atentia EphB4 (datos no mostrados). Los ODN codificados
gue contienen secuencia de nucledtidos aleatoria y un sitio CpG, 5-TAC CTG AAG GTC AGG CGA AC-3' (SEQ ID
NO. 218), se puede utilizar como control. El SiARN 465 que corresponde a las secuencias 5-GGU GAA UGU CAA
GAC GCU GUU-3' (SEQ ID NO. 219) y 3'-UUC CAC UUA CAG UUC UGC GAC-5' (SEQ ID NO. 220) se puede
utilizar para interferencia de ADN. El siARN de control se puede generar al hacer mutar tres bases en esta secuencia
para abrogar efectivamente el EphB4 atenuado, Este siARN mutado (SiARNA) tiene las secuencias 5’-AGU UAA
UAU CAA GAC GCU GUU-3' (SEQ ID NO. 221) y 3'-UUU CAA UUA UAG UUC UGC GAC-5' (SEQ ID NO. 222).
Adicionalmente, el siARN dirigido contra la proteina fluorescente verde con las secuencias 5'-CGC UGA CCC UGA
AGU UCA TUU-3' (SEQ ID NO. 223) y 3'-UUG CGA CUG GGA CUU CAA GUA- 5’ (SEQ ID NO. 224) se puede
utilizar como un control negativo.

Se puede obtener el siARN de numerosas compaiiias en particular Sigma Aldrich: El siARN del catalogo de sigma
predice utilizar el algoritmo de disefio de siARN Rosetta

EFRINA A1
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SiRNA_ID

SASI_Hs01_00211016
SASI_Hs01_00211017
SASI_Hs01_00211018
SASI_Hs01_00211019
SASI_Hs01_00211020
SASI_Hs01_00211021
SASI_Hs01_00211022
SASI_Hs01_00211023
SASI_Hs01_00211024

SASI_Hs01_00211025
SASI_Hs01_00071683

SASI_Hs01_00071684
SASI_Hs01_00071685
SASI_Hs01_00071686
SASI_Hs01_00071687
SASI_Hs01_00071688
SASI_Hs01_00071689
SASI_Hs01_00071690
SASI_Hs01_00071691
SASI_Hs01_00071692

SIRNA_ID

SASI_Hs01_00039855
SASI_Hs01_00039856
SASI_Hs01_00039857
SASI_Hs01_00039858
SASI_Hs01_00039859
SASI_Hs01_00039860
SASI_Hs01_00039861
SASI_Hs01_00039862

SASI_Hs01_00039863
SASI_Hs01_00039864

Anticuerpos para NEPOR

La presente descripcion incluye diversos anticuerpos que se unen a los componentes NEPOR. La siguiente Tabla 6

entrezgene_ID

NM_004428
NM_004428
NM_004428
NM_004428
NM_004428
NM_004428
NM_004428
NM_004428
NM_004428

NM_004428
NM_182685

NM_182685
NM_182685
NM_182685
NM_182685
NM_182685
NM_182685
NM_182685
NM_182685
NM_182685

entrezgene_ID

NM_004444
NM_004444
NM_004444
NM_004444
NM_004444
NM_004444
NM_004444
NM_004444

NM_004444
NM_004444

proporciona una lista de tales anticuerpos y su disponibilidad.

Tabla 6

approx_start_nucleotide
247

223

248

1071

256

208

829

1015

846

225
248

214
242
1000
263
203
769
948
778
227

approx_start_nucleotide
1756

577

1373

2290

2318

2353

2898

2245

1679
1416

Compafiia

Abcam

Afinidad ABR

BioReagents

ftem EPOR Antigeno Numero de catdlogo Aplicaciones
Anticuerpo Policlonal EPOR ab10653 ELISA, WB
del Receptor Anti-

EPO de cabra, no

conjugado

Anticuerpo EPOR MA1-51823 WB, ELISA

Monoclonal del
receptor EPOR Anti-
humano de Raton
Conjugado Clon
3D10, no conjugado
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Compafiia

Abnova
Corporation

Abcam

Abcam

ABR-Affinity
BioReagents

IMGENEX

Lifespan
Biosciences

GeneTex

Lifespan
Biosciences

Novus
Biologicals

iftem EPOR

Anticuerpo
Monoclonal EPOR
Anti-humano de
Ratén, Clon 3D10 no
conjugado,

Anticuerpo policlonal
del receptor EPOR
Anti-humano de
cabra, No conjugado

Anticuerpo
Monoclonal del
Receptor EPO Anti-
humano de Raton,
Clon MM- 0031-6G7
no conjugado

Anticuerpo Policlonal
EPOR Anti-humano
de Ratén, No
conjugado

Anticuerpo Policlonal
EPOR Anti-humano
de Cabra, No
conjugado

Receptor de
Eritropoyetina Anti-
humano de Conejo
Anticuerpo Policlonal
(EPOR), No
conjugado

Anticuerpo
Monoclonal EPOR
Anti-humano de
Raton, No conjugado,
Clon 3D10

Anticuerpo Policlonal
(EPOR) del receptor
de eritropoyetina de
Anti-humano de
Conejo, no conjugado

Anticuerpo Policlonal
EPOR Anti-humano
de Ratén, No
conjugado

ES 2542033 T3

Antigeno

EPOR

EPOR

EPOR

EPOR

EPOR

EPOR

EPOR

EPOR

EPOR

NUmero de catalogo

H00002057- MO1

ab27497

ab56310

PA1-51822

IMG-3771

LS-C6720

GTX91710

LS-C6719-100

H00002057- A01

55

Aplicaciones

Tipo

WB, Captura Monoclonal

ELISA

ELISA, WB

WB

wWB

WB, ELISA

ELISA

ELISA, WB

ELISA

Policlonal

Monoclonal

Policlonal

Policlonal

Policlonal

Monoclonal

Policlonal

Policlonal



Compafiia

Novus
Biologicals

Lifespan
Biosciences

Lifespan
Biosciences

Lifespan
Biosciences

Santa
Biotechnology
, Inc.

Santa
Biotechnology
, Inc.

Santa
Biotechnology
, Inc.

Abgent

ABR  Affinity
BioReagents

Cruz

Cruz

Cruz

ES 2542033 T3

ftem EPOR Antigeno NUmero de catdlogo Aplicaciones

Anticuerpo EPOR H00002057- MO1 ELISA, WB

Monoclonal EPOR
Anti-humano de
Raton, No conjugado,
Clon 3D10

Receptor de EPOR LS-C6718 ELISA, WB
Eritropoyetina Anti-
humano de Oveja
Anticuerpo Policlonal
(EPOR), No
conjugado

Receptor de EPOR LS-C6716
Eritropoyetina Anti-
humano de Oveja
Anticuerpo Policlonal
(EPOR), No
conjugado
Anticuerpo Policlonal EPOR LS-C6717-50 ELISA
EPOR Anti-humano
de Oveja, No
conjugado
Anticuerpo Policlonal sc-695
EpoR Anti-humano
de Conejo (C- 20), No
conjugado

EpoR
20)

(C-

Anticuerpo Policlonal sc-697
Anti-EpoR (M-20) de
Conejo, No

conjugado

EpoR (M-
20)

Anticuerpo Policlonal sc-5624
Anti-EpoR de Conejo,

No conjugado

EpoR

EPH-B4

Anticuerpo Policlonal EPH-B4 AP7625a
RB1659-1660 de
terminal C Anti-
EPHB4 de Conejo,

No conjugado

ELISA; IHC.

Terminal C

Anticuerpo Policlonal EPH-B4 PA1-24241 WB
EPH-B4 Anti-humano
de Conejo, No

conjugado

56

WB, IP, IF, ICH.

WB, IP, IF, ICH.

WB, IP, IF, ICH.

Tipo

Monoclonal

Policlonal

Policlonal

Policlonal

Policlonal

Policlonal

Policlonal

Policlonal

Policlonal
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EPH-B4

ABR  Affinity Anticuerpo EPH-B4 MA1-51815 ELISA Monoclonal
BioReagents Monoclonal EPH-B4

Anti-Humano de

Ratdn, No conjugado,

Clon 1D1

AbD Serotec Anticuerpo EPH-B4 HCAO001 IHC, WB, ELISA  Monoclonal
Monoclonal EPH-B4
Anti-Humano de
Humano, No
conjugado, Clon 1327

AbD Serotec Anticuerpo EPH-B4 HCAO025 IHC, WB, ELISA  Monoclonal
Monoclonal EPH-B4
Anti-Humano de
Humano, No
conjugado, Clon 3934

Invitrogen Anticuerpo EPH-B4 35-2900 WB, ELISA Monoclonal
Monoclonal del
Receptor Anti-EPH-
B4, No conjugado,
Clon 3D7F8

GeneTex Anticuerpo Policlonal EPH-B4 GTX77656 WwB Policlonal
Anti-EPHB4 de
Conejo, No
conjugado

Invitrogen Anticuerpo EPH-B4 182394 IHC(FFPE) Monoclonal
Monoclonal del
Receptor Anti-EPH-
B4 de Ratén, Clon
3D7G8

Invitrogen Anticuerpo de EPH-B4 901100
Paquete Muestreador
del Receptor Anti-
Eph,

GeneTex Anticuerpo EPH-B4 GTX91629 ELISA Monoclonal
Monoclonal EPH-B4
Anti-Humano de
Ratdn, No conjugado,

Clon 1D1
Invitrogen Anticuerpo EPH-B4 371800 WB ELISA IP, Monoclonal
Monoclonal del IHC

Receptor EPH-B4
Anti-Humano de
Ratén, Clon 3D7G8
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Novus
Biologicals

R&D Systems

Raybiotech,
Inc.

R&D Systems

Santa  Cruz
Biotechnology
, Inc.

Santa Cruz

Biotechnology
, Inc. Santa
Cruz
Biotechnology
, Inc.

Raybiotech,
Inc.

Invitrogen

EPH-B4

Anticuerpo
Monoclonal EPH-B4
Anti-Humano de
Ratdn, No conjugado,
Clon 1D1

Anticuerpo Paliclonal
EPH-B4 Anti-Humano
de Cabra, No
conjugado

Anticuerpo
Monoclonal EPH-B4
Anti-Humano de
Humano, (empacado
con Anticuerpo
Secundario
Conjugado con
HRP);, No conjugado

Anticuerpo
Monoclonal EPH-B4
Anti-Humano de
Rata, No conjugado,
Clon 395810

Anticuerpo Policlonal
Anti-EPHB4 de
Cabra, No conjugado

Anticuerpo Policlonal
Anti-EPHB4 de
Cabra,

No conjugado
Anticuerpo Policlonal
Anti-EPHB4 de
Conejo, No
conjugado

Anticuerpo
Monoclonal EPH-B4
Anti-Humano de
Humano, (empacado
con el Anticuerpo
Secundario
Conjugado con HRP);
No conjugado

EFNA1L

Anticuerpo Policlonal
Anti-Efrina A1, No

conjugado, Clon ZMD.39

ES 2542033 T3

EPH-B4

EPH-B4

EPH-B4

EPH-B4

EPH-B4

EPH-B4

EPH-B4

EPH-B4

EFNA1

H00002050-M01

AF3038

DS-MB-01224

MAB3038

sc-7284

sc-7285

sc-5536

DS-MB-01225

34-3300

58

FC, IHC, WB

FC, IHC, WB

WB, IF

WB, IF

WB, IF

Monoclonal

Policlonal

Monoclonal

Monoclonal

Policlonal

Policlonal

Policlonal

Monoclonal

Policlonal
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Novus
Biologicals
Santa Cruz

Biotechnology
, Inc.

Santa  Cruz
Biotechnology
, Inc.

Abcam

GeneTex

Novus
Biologicals

Santa Cruz
Biotechnology
, Inc.

Santa Cruz

Biotechnology
, Inc.

Santa Cruz

Biotechnology
, Inc.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Se lleva a cabo una variedad de métodos de analisis de secuencia, que incluyen la busqueda de homdlogos del
dominio de unién EPO de EPOR, un método con base en andlisis de dominio combinado con extraccion de
informacién oculta y predecible, y andlisis de homologia EPO seguido por extraccion de informacion oculta y
predecible de éxitos resultantes. Solo se investiga esta parte del proteoma humano expuesto al ambiente
extracelular. Esto permite un foco en las homologias que son significativas, aunque es posible que pase por alto
dentro del contexto de un andlisis de proteoma completo. Esto forma la base de datos XtraCell. La base de datos
XtraCell desarrolla un péptido de sefial y prediccion de transmembrana para el proteoma humano completo. Todas
las proteinas poseen por lo menos una de las caracteristicas que se almacenan en una primera version de la base
de datos extracelular. Dado que no todas las proteinas extracelulares poseen actualmente ninguna de estas

EFNA1

Anticuerpo Monoclonal
EFNAL Anti-Humano de

Ratdn, No conjugado,
Clon 3C6

Anticuerpo Policlonal

Antiefrina- A1 (V-18) de

Conejo, No conjugado

Anticuerpo Policlonal
Anti-Efrina Al de
Conejo, No conjugado

Anticuerpo Policlonal del

Receptor de Efrina Al

Anti-Humano de Conejo,

No conjugado

Anticuerpo Monoclonal
EFNAL Anti-Humano de

Ratdn, No conjugado,
Clon 3C7

EFNB2

Anticuerpo Policlonal

EFNB2 Anti-Humano de

Ratén, No conjugado

Anticuerpo Policlonal
Antiefrina- B2 (P-20)
de Conejo, No
conjugado

Anticuerpo Policlonal
Anti-efrina- B2 de
Cabra,

No conjugado

Anticuerpo Policlonal
Antiefrina- B2 de
Conejo, No
conjugado

ES 2542033 T3

EFNA1

EFNA1
(V-18)

EFNA1

EFNA1

EFNA1

EFNB2

EFNB2 (P-
20)

EFNB2

EFNB2

H00001942-M01

sc-911

sc-20719

ab37857

GTX91614

H00001948-A01

sc-1010

sc-19227

sc-15397

59

WB, IF

WB, IP, IF

ELISA, IHC, WB

WB, IF

WB, IF, IP

WB, IF, IP
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caracteristicas, se extrae una lista de dominios de proteina especificos para el ambiente extracelular de un SMART
(Herramienta de Busqueda de la Arquitectura Modular Simple - SMART es una base de datos de dominio de
proteina bien conocida con un sesgo fuerte hacia los dominios contenidos en las proteinas de sefializacion.) Estas
luego se detectan contra el proteoma humano utilizando el algoritmo HMMER. El HMMER es una implementacion
libremente distribuible del perfil del software HMM para el analisis de secuencia de proteinas — se pueden utilizar
modelos Markov de perfil oculto (perfl HMM) para hacer busqueda de la base de datos sensible utilizando
descripciones estadisticas de una secuencia de consensus de familia. Todos los éxitos se agregan a la base de
datos XtraCel y el conjunto de datos hecho no redundante. Se establece una versién final de la base de datos
XtraCell para el propésito de estos andlisis especificos EPO (Figura 3).

Ejemplo 2

Este ejemplo ilustra un método con base en dominio acoplado con una extraccién de informacién oculta y predecible
y analisis amplio de genoma. La teoria de operacion que es cualquier receptor EPO novedoso implicado en mediar
el efecto neuroprotector de EPO también debe poseer los dos dominios de fibronectina 3 proximos de membrana
(FN3) (como se encuentra en EPOR), mientras que al mismo tiempo es inducible por hipoxia. Dicha arquitectura del
dominio conservado es compatible con un complejo heterodimérico que contiene EPOR y/o un receptor
homodimérico inducible por hipoxia independiente. Todas las proteinas que contienen dos dominios FN3 proximos
de membrana del proteoma humano (84 en todas) se extraen y se pregunta si existe alguna evidencia de su funcién
en respuesta a condiciones de oxigeno bajo/ isquemia. El dltimo analisis se realiza utilizando un método de
extracciéon de informacion oculta y predecible que abarca en uso de sinénimos de proteina integrales, y conceptos
tales como hipoxia e isquemia. De las 84 proteinas que contienen la composicién del dominio 2FN3-TM, solo cuatro
muestran evidencia para mediar la respuesta a condiciones de oxigeno bajo: EPHB4, IL6RB, TIE1 y GM-CSF.
Aparte de EPH-B4, se ha estudiado la funcién celular de cada una de estas proteinas y una funcién importante en
respuesta a la hipoxia establecida.

El examen directo del locus EPH-B4 revela que yuxtapone directamente el locus EPO, a pesar de su hebra opuesta.
Esta asociacion genomica cerrada se conserva en todos los genomas vertebrados examinados. Se observa la
necesidad de la respuesta inmediata de células a condiciones de bajo oxigeno y asi la necesidad de co-transcribir/-
traducir las moléculas efectoras clave. Mas aln, tal co-localizacién genémica de las moléculas funcionalmente
asociadas se observa para otros patrones de receptor:ligando (por ejemplo MST1 y su receptor MST1R: véase
http://www.ensembl.org/Homo sapiens/contigview? gene=OTTHUMGO00000136237:db=vega ); (también ver Figura
4).

Para examinar esta posibilidad en mas detalle, analizamos el promotor, las regiones 5 UTR y 3' UTR de EPO,
EPHB4 y EPOR en la bisqueda de los sitios de unién del factor inducible de hipoxia. Aqui utilizamos el algoritmo
'Match’ de Genomatix, que busca la conservacion estricta de los residuos del sitio de unién de nucleo y por lo menos
90 % de conservacion de residuos no nacleo. Encontramos que el locus EPO y EPH-B4 posee numerosos sitios de
union del factor de transcripcion inducible por hipoxia. En contraste, se encuentra que las regiones reguladoras del
gen EPOR evitan completamente dichos sitios de unién HIF-1, haciendo alusién de nuevo a una funcion posible para
EPHB4 como un receptor EPO inducible por hipoxia (ver Figura 4).

Ejemplo 3

Este ejemplo muestra el método con base en homologia utilizando la base de datos extra-celular humana. Aqui
buscamos identificar directamente las regiones de la actividad de unibn EPO en otras proteinas, mediante
comparacion directa con el dominio de union EPO de EPOR. La region de EPOR responsable de la uniéon EPO asi
se extrae y se utiliza para identificar homologias con proteinas del XtraCellDB. Esta base de datos especialmente
desarrollada mantiene ventajas distintas en todas las homologias identificadas que son proteinas extracelulares
humanas, evitando asi la necesidad de evaluar homologias falsas con especies intracelulares irrelevantes. El
andlisis de los homdélogos resultantes revela una homologia sorprendente con la proteina Efrina Al, dentro de la
parte superior de cuatro éxitos. Dado que hemos aprendido acerca de la funcién posible de EPH-B4 en la
sefializacion EPO decidimos evaluar esta homologia en mas detalle utilizando el paquete de estructura de proteina
modelo Swiss. Aqui empleamos la informacién derivada de la estructura de cocristal de Efrina A5 en asociacién con
EphB2 y la compara con la informacion de co-cristal EPO:EPOR. La conservacion de los residuos clave en
posiciones estructuralmente alineadas mostradas concluye una base estructural firme para asociaciéon entre Efrina
Al y EPO. Mas aun, la realizaciéon que Efrina A1 y EPHB4 poseen una afinidad putativa para EPO, sugiere un
contexto funcional mas excitante para biologia de efrina que se reconoce por lo tanto (Ver Figura 6).

Ejemplo 4
Este ejemplo proporciona datos in vivo o de laboratorio que validan el analisis bioinformatico proporcionado en los

Ejemplos 1-3 aqui. La validacion in vivo de la funcion de EPH-B4 en la sefializacion de EPO se ha enfocado en el
aspecto neuroprotector de la funcién de EPO, con un sesgo hacia la hipotesis que EPH-B4 y EPOR son compafieros
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Experimentos de validacién LAB-BASED

Método

Inmuno-histoquimica

Objetivo

Evaluar la expresion de la
proteina EPHB4 en el cerebro y
como se relaciona con la
expresion EPOR.

Resultado

Tefiidos de precipitacion en el cerebro de
roedores adultos que muestra que el EPHB4 se
expresa en neuronas adultas en el mismo
patron como el receptor EPO. Tefiido en el

hipocampo que muestra la coexpresion de

EPOR y EPHB4 (ver figura 6).

Sorprendentemente, el teflido se restringe a

células particulares dentro del campo del tejido.
Co-IP Expresion exogena de EPOR/
EPHB4 en células COS. Co-ip con
anticuerpos EpoRand EphB4 =>
WB andlisis.

Positivo. Uso  del anticuerpo EPOR
exitosamente de la proteina EPHB4 de Co-IP.

Inmunohistoquimica. Para inmunofluorescencia, se desparafinizan las secciones de tejidos de cerebro de rata
embebido con parafina (2 um) y se someten a microondas (regulador de citrato a 600 W durante 15 min). Después
de esto, las secciones se incuban simultdneamente con el antisuero EpoR (1:200; sc-697, Santa Cruz
Biotechnology) y el anticuerpo EphB4 (1:100; AF446, R&D Systems) a 4° C durante la noche. Después de agregar
un anticuerpo secundario anti-cabra biotinilado (1:200; Dianova), se incuban las secciones con Alexa Fluor 555
acoplado con Estreptavidina (1:200; Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) y un anticuerpo secundario anticonejo
acoplado a FITC (1:200; Dianova). Los nucleos se contratifieron con Hoechst 33342 (1:10,000; Molecular Probes).
Los controles para los tefiidos incluyen la omisién de anticuerpos primarios, intercambio de fluoréforos, y tefiidos de
fluorescencia Unica. Se obtienen imagenes con un microscopio Olympus 1X-81 con excitacién de monocromator de
banda ancha-angosta (Polichrome 1V, Till Photonics, Gréfelfing, Alemania) y filtros apropiados.

El EPHB4 y EPOR exhiben una co-localizacién sorprendente cuando se evalla en secciones de tejido de cerebro de
rata. Sin estar limitado por la teoria, esta co-expresion sugiere el acoplamiento funcional de ambos receptores.

Co-inmunoprecipitacién. El principio de una inmunoprecipitaciéon es un anticuerpo (monoclonal o policlonal) contra un
antigeno objetivo especifico permite formar un complejo inmune con este objetivo en una muestra, tal como un
lisado celular. EI complejo inmune luego se captura sobre un soporte soélido en el que se ha inmovilizado la Proteina
A o Proteina G (la Proteina A o G se une al anticuerpo, que se une a su antigeno). El proceso de capturar este
complejo de la solucion se denomina como precipitaciéon. Se lavan cualesquier proteinas no “precipitadas” mediante
el soporte inmovilizado de la Proteina A o G. Finalmente, los componentes del complejo inmune unido (antigeno y
anticuerpo) se eluyen del soporte y se analizan por SDS-PAGE (electroféresis en gel), seguido frecuentemente por
deteccion de transferencia Western para verificar la identidad del antigeno.

La inmunoprecipitacion tradicional implica las siguientes etapas:

1. Se forma el complejo de antigeno-anticuerpo (complejo inmune) al incubar el anticuerpo especifico con la muestra
gue contiene antigeno durante 1 hora a varias horas.

2. Se captura el complejo inmune en un soporte de gel de agarosa de Proteina A o Proteina G inmovilizado
mediante incubacién durante 0.5-2 horas.

3. Se retira cualquier proteina no unida (componentes de la muestra de complejo no inmune) del complejo
precipitado mediante el soporte de gel de lavado con regulador de muestra adicional.

4. Se hierve el soporte de gel en la reduccién del regulador de carga de la muestra de SDS-PAGE.
5. Se recupera la muestra eludida en el regulador de carga del soporte de gel y se analiza mediante SDS-PAGE.
6. Se realiza analisis Western blot, sondeando con anticuerpo especifico de antigeno.

En una co-inmunoprecipitacion el antigeno objetivo precipitado por el anticuerpo “co-precipita” un compariero de
unién/complejo de proteina de un lisado, es decir, la proteina que interactia se une al antigeno objetivo, que se llega
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a unir por el anticuerpo que se llega a capturar en el soporte de gel de proteinas Proteina A o G. La presuncion que
se hace usualmente cuando las proteinas asociadas se coprecipitan es que estas proteinas se relacionan con la
funcién del antigeno objetivo en el nivel celular.

La evaluacion de una asociacion EPHB4:EPOR putativa utilizando la co-inmunoprecipitacion muestra que ambas
proteinas se asocian fisicamente. Aqui, e EPOR etiquetado FLAG se co-expresa con EPH-B4 en células COS y
luego inmunoprecipita utilizando un anticuerpo a-FLAG. Como se puede ver de la Figura 8, se muestra que el
EPHB4 co-inmunoprecipita en estos experimentos.

Construcciones del anticuerpo Fc humano. El método del conjugado Fc es mas apropiado cuando trata con los
receptores de superficie celular dimérica. Aqui la parte extracelular de EPHB4/EPOR se fusiona a un fragmento Fc.
Este método tiene ventajas debido a su viabilidad in vivo (terapéutica) y el hecho que imita 6ptimamente el estado
del receptor dimerizado. La Figura 9 destaca las construcciones humanas que se utilizan para mostrar la afinidad de
EPHBA4/EfrinaAl para EPO.

Una de las dos alternativas puede evaluar la interaccion de las construcciones Fc con EPO, que incluye, por
ejemplo, un método de disposicién de proteina o un analisis de resonancia de plasmén de superficie.

Ejemplo 5
Validacién adicional in vitro e in vivo de la funcién de NEPOR en la mediacién de la funcion EPO.

En estos experimentos buscamos determinar la respuesta al tratamiento de eritropoyetina (EPO) en un panel de
estirpes de células neoplasicas de ovario. Esto se mediaria por la expresion del receptor de eritropoyetina (EPO asi
como también dos receptores que pueden ser capaces potencialmente de activar las rutas de sefializacion en
respuesta a la union de EPO, EPH-B4 y Efrina Al. Primero es necesario caracterizar la expresion de estos
receptores en un panel de estirpes de células neoplasicas de ovario. Primero recolectamos ARN de cada estirpe
celular y los transcribe inversos en cADN. Utilizando cebadores especificos para cada receptor analizamos su
expresion de ARN. Como es evidente en las figuras la expresiéon de ARN de EPOR y EPH-B4 es diferente en
diferentes estirpes celulares que sugieren cambios en la regulacion transcripcional durante tumorogenia sin cambios
significativos que se observan en la Efrina Al. Es necesario determinar la expresion de la proteina de estos
receptores en el panel. De nuevo observamos diferencias significativas en la expresién de los receptores EPOR y
EPHB4 aunque estos no coinciden con la expresién de ARN lo que sugiere que existen cambios en la regulacion
post transcripcional de estos receptores en estirpes celulares. Luego categorizamos estos cambios de expresion
particularmente con respecto a EPOR y EPH-B4 para analizar entonces la respuesta al tratamiento EPO.
Analizamos su respuesta a la quimioterapia en conjunto con EPO. Encontramos que particularmente en la estirpe
celular de cancer de ovario HeyA8 que la EPO es capaz de abrogar la apoptosis inducida por docetaxel. Luego es
necesario analizar la activacion de las rutas de sefializacidon conocidas por ser activadas por estos receptores en
respuesta a tratamiento EPO. Se sacrifican por inanicién tres estirpes celulares durante dos horas para aislar su
respuesta a EPO. Las estirpes celulares con mayor expresion (HeyA8 y HeyA8 MDR) del EPOR demuestra la
activacion de la ruta MAPK/ERK mientras que las estirpes celulares que expresan EPH-B4 mayor (SKOV3ipl)
demuestran la activacion aumentada de las rutas de sefalizacion AKT y STAT5b. Buscamos determinar una dosis
EPO que optimiza su efecto promotor de tumor in vivo. Se inyectan ratones sin pelo hembra i.p. con HeyA8 MDR
(positivo para EPOR y EPH-B4). En el dia ocho los ratones se tratan con dosis aumentadas de EPO (10, 50, 100 U)
cada dos dias. El tratamiento continGia hasta que los tumores llegan a ser evidentes, los ratones luego se sacrifican y
se determina el peso del tumor. Observamos un aumento en el peso del tumor cuando se compara con el control en
los ratones tratados con 10 y 50 U EPO. La expresion diferencial de EphB4 en estirpes celulares asi como también
las rutas de sefializacion de activacion de particular sugieren que también se mediaria tumor el efecto promotor in
vivo. Para determinar esto de nuevo inyectamos ratones con estirpes celulares HeyA8 MDR i.p. En el dia ocho
empezamos tratamiento con EPO (50 U 3x semana) en conjunto con siARN especifico a EPH-B4. Como se
describié previamente el siARN de EphB4 es capaz de reducir solo el crecimiento del tumor. Mas aln, el siARN
EPH-B4 también abroga completamente el crecimiento del tumor inducido por EPO.

Las siguientes son realizaciones especificas de esta descripcion:

1. Un método para evaluar tejido de tumor para expresion de EPH-B4 y/o Efrina A1, que comprende:
(a) aislar una muestra de tejido de un individuo que esta recibiendo o recibira eritropoyetina,

(b) determinar el nivel de expresién del EPH-B4 y/o Efrina Al

(c) correlacionar la presencia de estos productos de expresion génica componentes a una respuesta fisioldgica
negativa al tratamiento con eritropoyetina.
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2. El método de acuerdo con 1, en donde el nivel de expresion de los genes componentes (MARN) se determina
mediante una técnica biolégica molecular seleccionada del grupo que consiste de PCR, QPCR, R-PCR, andlisis de
microdisposicion de expresion de gen, andlisis de transferencia northern, transcripcion inversa y amplificacion,
zimografia, reaccion de cadena ligasa, NASBA, De Proteccion de RNasa (RPA), electroféresis capilar con
fluorescencia inducida por laser (CE-LIF).

3. El método de acuerdo con 1 o 2, en donde el individuo es un paciente con cancer que va a ser tratado con
eritropoyetina o que esta siendo tratado con eritropoyetina.

4. El método de acuerdo con uno cualquiera de 1 a 3, en donde la presencia de productos de expresion génica de
EPH-B4 y/o Efrina Al es indicadora de control de tumor loco- regional pobre y mas pobre supervivencia del paciente
luego de tratamiento con eritropoyetina.

5. El método de acuerdo con uno cualquiera de 1 a 3, en donde la presencia de un alto nivel de productos de
expresion génica de EPH-B4 y/o Efrina Al es indicadora de control de tumor loco- regional pobre y méas pobre
supervivencia del paciente luego de tratamiento con eritropoyetina.

6. El método de acuerdo con uno cualquiera de 1 o 3 a 5, en donde el medio para evaluar la presencia de los
productos de expresion son una disposicion de proteina o union a un instrumento de microbalance de masa.

7. El método de acuerdo con uno cualquiera de 1 o 3 a 5, en donde la determinacién de la presencia de los
productos génicos de EPH-B4 y/o Efrina Al se hace al detectar las proteinas respectivas con un procedimiento de
inmunoensayo, donde el procedimiento de inmunoensayo se selecciona del grupo de inmunoprecipitacion,
inmunoensayo de enzima (EIA), radioinmunoensayo (RIA) o inmunoensayo fluorescente, un ensayo
qguimioluminiscente, un ensayo de aglutinacion, ensayo nefelométrico, ensayo turbidimétrico, una transferencia
Western, un inmunoensayo competitivo, un inmunoensayo no competitivo, un inmunoensayo homogéneo un
inmunoensayo heterogéneo, un bioensayo y un ensayo indicador.

8. El método de acuerdo con 7, en donde el inmunoensayo es un ELISA.

9. El método de acuerdo con uno cualquiera de 1 a 8, en donde la muestra de tejido se puede seleccionar del tejido
canceroso o células circulantes derivadas del mismo o de un grupo de tejidos bioldgicos y fluidos tales como sangre,
linfa, orina, fluido cerebral.

10. Un método de prondstico para estratificar pacientes que tienen un tumor que es adecuado (EPH-B4 y/o Efrina
Al) o no adecuado (EPH-B4 y/o Efrina Al) para tratamiento con EPO, que comprende:

(a) aislar una muestra de tejido de un individuo que esta recibiendo o recibira eritropoyetina;

(b) determinar el nivel de expresion del componente(s) génico de EPH-B4 y/o Efrina A1, un EPH-B4 y/o Efrina Al del
tejido aislado; y

(c) correlacionar la presencia de productos de expresién génica componentes de EPH-B4 y/o Efrina A1 a una
respuesta fisioldgica negativa al tratamiento con eritropoyetina.

11. El método de prondstico de acuerdo con 10, en donde el nivel de expresion de los genes componentes de EPH-
B4 y/o Efrina Al se determina mediante una técnica biolégica molecular seleccionada del grupo que consiste de
PCR, QPCR, R-PCR, andlisis de microdisposiciéon de expresion de gen, analisis de transferencia northern,
transcripcion inversa y amplificacion, zimografia, reaccion de cadena ligasa, NASBA, De Proteccion de RNasa
(RPA), electroféresis capilar con fluorescencia inducida por laser (CE-LIF).

12. El método de prondstico de acuerdo con 10, en donde la determinacion de la presencia de los productos génicos
de EPH-B4 y/o Efrina Al se hace al detectar la proteina respectiva con un procedimiento de inmunoensayo, donde
el procedimiento de inmunoensayo se selecciona del grupo de ELISA, inmunoprecipitacién, inmunoensayo de
enzima (EIA), radioinmunoensayo (RIA) o inmunoensayo fluorescente, un ensayo quimioluminiscente, un ensayo de
aglutinacion, ensayo nefelométrico, ensayo turbidimétrico, una transferencia Western, un inmunoensayo competitivo,
un inmunoensayo no competitivo, un inmunoensayo homogéneo un inmunoensayo heterogéneo, un bioensayo y un
ensayo indicador tal como un ensayo de luciferasa.

13. El método de pronéstico de acuerdo con uno cualquiera de 10 a 12, en donde la muestra de tejido se selecciona
del tejido canceroso o células circulantes derivadas del mismo, o de un grupo de tejidos bioldgicos y fluidos tales
como sangre, linfa, orina, fluido cerebral.
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14.Un método para formacién de imagen de tejido de tumor que es susceptible a supervivencia mejorada en
respuesta al tratamiento EPO, que comprende administrar un anticuerpo anti-EPH-B4 y/o anti-Efrina A1 o péptido de
unién de EPH-B4 y/o Efrina Al ligado a un radio u otro agente formador de imagenes, y medir la distribucion de
tejido y ubicacion del radio-ligando u otro agente formador de imagenes.

15. El método de acuerdo con 14, en donde el anticuerpo anti-EPH-B4 y/o anti-Efrina A1 es un anticuerpo
monoclonal o policlonal seleccionado del grupo de anticuerpos mencionados en la Tabla 6.

16. Un método para disefiar un compuesto que interfiere con actividad que promueve la supervivencia de NEPOR,
que comprende:

(a) proporcionar la composicion molecular de las especies NEPOR y proporcionar las secuencias de aminoacidos de
los polipéptidos del componente NEPOR;

(b) utilizar el software compuesto por el ordenador digital para disefiar una construcciéon de compuesto
guimico/proteina que se predice se une a NEPOR; y

(c) opcionalmente disefiar las construcciones de proteina que imitan NEPOR en su estado dimerizado/multimerizado
(por ejemplo construcciones Fc).

17. Un método para identificar compuestos que modulan la actividad de sefializacién protectora de tejido de NEPOR,
que comprende (a) poner en contacto un compuesto de prueba con el complejo de receptor NEPOR; (b) medir el
nivel de actividad protectora de tejido iniciada por activacion de NEPOR; (c) identificar un compuesto de prueba que
aumenta o reduce el nivel de actividad del complejo NEPOR protector de tejido; (d) evaluar los productos

terapéuticos identificados para actividad protectora de tejido mediada por NEPOR; y (e) evaluar los productos
terapéuticos identificados para actividad inhibidora de NEPOR.

18. El método de 17 en donde se mide la actividad del complejo del receptor NEPOR protector de tejido al medir la
unién del compuesto de prueba al complejo de receptor NEPOR.

19. El método de 18, en donde el compuesto de prueba se etiqueta y la union del compuesto de prueba etiquetado
con el complejo del receptor NEPOR protector de tejido se mide al detectar la etiqueta unida al compuesto de
prueba.

20. El método de 18 en donde se mide la actividad del complejo del receptor NEPOR protector de tejido al medir la
unioén del compuesto de prueba al complejo del receptor NEPOR protector de tejido.

21. Un método para identificar compuestos que modulan actividad de sefializacion protectora de tejido de NEPOR,
que comprende

(a) poner en contacto un compuesto de prueba con la célula que expresa el complejo de receptor NEPOR;
(b) medir el nivel de actividad protectora de tejido iniciada por activacion de NEPOR en la célula;

(c) identificar un compuesto de prueba que aumenta o reduce el nivel de actividad del complejo NEPOR protector de
tejido en una célula;

(d) evaluar los compuestos identificados para actividad protectora de tejido mediada por NEPOR; y
(e) evaluar los productos terapéuticos identificados para actividad inhibidora de NEPOR.

22. El método de 21, en donde el ensayo en la etapa (d) es una actividad del complejo del receptor NEPOR
protector de tejido que se mide mediante un ensayo de proliferacion/ diferenciacion celular.

23. El método de 22, en donde las células en el ensayo de proliferacion/ diferenciacion celular se disefian de forma
recombinante con ingenieria para expresar EPH-B4, y/o EPOR, y/o Efrina Al.

24. El método de 23, en donde las células expresan de forma enddgena un receptor EPO y se transforman con un
acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que

(i) se liga de forma operable a un promotor, y
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(ii) codifica ya sea EPH-B4 y/o Efrina Al.

25. El método de 23, en donde las células expresan de forma endégena EPH-B4 y/o Efrina Al y se transforman con
un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que (i) se liga de forma operable a un promotor, y
(i) codifica un polipéptido del receptor EPO.

26. Un método para identificar un compuesto que modula la interaccion entre un complejo del receptor NEPOR
protector de tejido y un ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido, que comprende:

(a) poner en contacto un complejo del receptor NEPOR protector de tejido con uno o mas compuestos de prueba; y
(b) medir la actividad del complejo del receptor NEPOR protector de tejido, por lo cual si la actividad medida en (b)
difiere de la actividad del complejo del receptor NEPOR protector de tejido en la ausencia de uno o0 mas compuestos
de prueba, entonces se identifica un compuesto que modula la interaccién entre el complejo del receptor NEPOR
protector de tejido y el ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido.

27. El método de 17, 21 o 26, en donde la actividad del complejo del receptor NEPOR protector de tejido se mide por
proliferacién celular o diferenciacion celular.

28. El método de 17, 21 o 26, en donde la actividad del complejo del receptor NEPOR protector de tejido medido
tiene la capacidad del complejo del receptor NEPOR protector de tejido para interactuar con un ligando del complejo
del receptor NEPOR protector de tejido.

29. El método de 17, 21 o 26, en donde la etapa de evaluar el compuesto identificado para actividad protectora de
tejido comprende detectar la presencia de nucleolina en la célula.

30. El método de 17, 21 o 26, en donde la etapa de evaluar el compuesto identificado para actividad protectora de
tejido comprende detectar o medir un nivel aumentado de actividad de neuroglobina o citoglobina en una célula.

31. El método de 17, 21 o 26 en donde el complejo del receptor NEPOR protector de tejido esta en solucion.

32. El método de las reivindicaciones 17, 21 o 26, en donde el complejo del receptor NEPOR protector de tejido esta
en una célula.

33. El método de 17, 21 o 26, en donde el compuesto inhibe la unién de un ligando del complejo del receptor
NEPOR protector de tejido a un complejo del receptor NEPOR protector de tejido.

34. El método de 17, 21 o 26, en donde el compuesto mejora la unién de un ligando del complejo del receptor
NEPOR protector de tejido a un complejo del receptor NEPOR protector de tejido.

35. El método de 17, 21 o 26, en donde el complejo del receptor NEPOR protector de tejido puesto en contacto en la
etapa (a) esta sobre una superficie celular.

36. El método de 17, 21 o 26, en donde el complejo del receptor NEPOR protector de tejido esta sobre una
membrana celular aislada.

37. El método de 17, 21 o 26, en donde la actividad del complejo del receptor NEPOR protector de tejido se compara
con la activacién del receptor se compara con la activacién del receptor de EPOR para identificar compuestos
especificos de NEPOR.

38. El método de 17, 21 o 26, en donde el complejo del receptor NEPOR protector de tejido se inmoviliza a una
superficie solida.

39. El método de 38, en donde la superficie sélida es una placa de microtitulacion.
40. El método de 38, en donde la superficie solida es un chip.

41. Un método para identificar un compuesto que une un complejo del receptor NEPOR protector de tejido, que
comprende:

(a) poner en contacto un compuesto de prueba con un fragmento del complejo del receptor NEPOR protector de
tejido que se une a ligando que comprende por lo menos un dominio extracelular del receptor EPO o receptor EPH-

65



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2542033 T3

B4 o receptor de Efrina Al y por lo menos un receptor EPO o receptor EPH-B4 o receptor de Efrina Al, dominio
extracelular fusionado a un fragmento Fc unido a un soporte sélido; y

(b) poner en contacto un compuesto de prueba con un fragmento del complejo del receptor de EPOR que se une a
ligando que comprende por lo menos dos dominios extracelulares del receptor EPO fusionados a un fragmento Fc
unido a un soporte sélido

(c) retirar compuestos de prueba no unidos de los soportes soélidos;

(d) identificar el compuesto adjunto al fragmento del complejo del receptor NEPOR protector de tejido, pero no el
complejo del receptor EPOR (y viceversa), por lo cual un compuesto unido al soporte sélido se identifica como un
compuesto que se une especificamente a un complejo del receptor NEPOR protector de tejido o un compuesto que
se une especificamente a un complejo del receptor EPOR.

42. Un método para identificar un compuesto que une un complejo del receptor NEPOR protector de tejido, que
comprende:

(a) poner en contacto un compuesto de prueba con un fragmento del complejo del receptor NEPOR protector de
tejido que se une a ligando que comprende por lo menos un receptor EPO o receptor EPH-B4 o receptor de Efrina
A1, dominio extracelular fusionado a un fragmento Fc unido a un soporte so6lido;

(b) retirar los compuestos no unidos de prueba de los soportes sélidos;

(c) identificar el compuesto unido al fragmento del complejo del receptor NEPOR protector de tejido, por lo cual un
compuesto unido al soporte sélido se identifica como un compuesto que se une especificamente a un complejo del
receptor NEPOR protector de tejido.

43. Un método para identificar un compuesto que se une a un complejo del receptor NEPOR protector de tejido, que
comprende:

(a) poner en contacto un fragmento del complejo del receptor NEPOR protector de tejido que comprende por lo
menos un dominio extracelular del receptor EPO o receptor EPH-B4 o receptor de Efrina A1 y por lo menos un
receptor EPO o receptor EPH-B4 o receptor de Efrina A1, dominio extracelular fusionado a un fragmento Fc unido a
un soporte soélido con

(i) un ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido unido a una primera etiqueta y

(i) una cantidad equivalente de un compuesto de prueba unido a una segunda etiqueta bajo condiciones
conductoras a union;

(b) retirar el material no unido desde el complejo del receptor NEPOR protector de tejido; y

(c) detectar el nivel de la primera y segunda etiquetas en donde si la segunda etiqueta esta presente el compuesto
une el complejo y si el nivel de la primera etiqueta se reduce con relacién al nivel de la primera etiqueta donde el
ligando etiquetado se pone en contacto con un complejo del receptor NEPOR protector de tejido bajo condiciones
conductoras para union en la ausencia de un compuesto de prueba después del retiro del material no unido,
entonces se identifica un compuesto que se une a un complejo del receptor NEPOR protector de tejido.

44. Un método para identificar un compuesto que modula la unién de un ligando del complejo del receptor NEPOR
protector de tejido a un complejo del receptor NEPOR protector de tejido, que comprende:

(a) poner en contacto un ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido con un fragmento del complejo
del receptor NEPOR protector de tejido que comprende por lo menos un dominio extracelular del receptor EPO o
receptor EPH-B4 o receptor de Efrina A1l y por lo menos un receptor EPO o receptor EPH-B4 o receptor de Efrina
Al, dominio extracelular fusionado a un fragmento Fc unido a un soporte sélido; en la presencia de uno o mas
compuestos de prueba bajo condiciones conductoras a union; y

(b) medir la cantidad de complejo del receptor NEPOR protector de tejido ligado unido al complejo del receptor
NEPOR protector de tejido; por lo cual si la cantidad de ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido
medido unido en (b) difiere de la cantidad de ligando unido del complejo del receptor NEPOR protector de tejido
medido en la ausencia del uno o mas compuestos de prueba, entonces se identifica un compuesto que modula la
unién de un ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido al complejo del receptor NEPOR protector
de tejido.
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45. El método de - 26 o 44, en donde la cantidad de ligando unido del complejo del receptor NEPOR protector de
tejido se mide utilizando un anticuerpo especifico a ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido.

46. El método de 26 o 44 en donde el ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido se etiqueta y la
union del ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido al complejo del receptor NEPOR protector de
tejido se mide al detectar la etiqueta unida al ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido.

47. El método de 26 o 44 en donde el ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido se etiqueta y la
union del ligando etiquetado al complejo del receptor NEPOR protector de tejido se mide al detectar la etiqueta unida
al ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido.

48. El método de 46, en donde la etiqueta es fluorescente.

49. El método de 16, 17, 21, 26, o 41 a 46 en donde el compuesto de prueba es un anticuerpo especifico para el
complejo del receptor NEPOR protector de tejido.

50. El método de 16, 17, 21, 26, 0 41 a 46 en donde el compuesto de prueba es una molécula pequefia.
51. El método de 16, 17, 21, 26, 0 41 a 46 en donde el compuesto de prueba es un péptido.
52. El método de 16, 17, 21, 26, 0 41 a 46 en donde el compuesto de prueba es un elemento de una coleccion.

53. El método de 26 o 44, en donde el ligando del complejo del receptor NEPOR protector de tejido es EPO, o
derivado del mismo.

54. El método de 16, 17, 21, 41, 42, 0 43 en donde el compuesto une el complejo del receptor NEPOR protector de
tejido.

55. El método de 26 o 44, en donde el compuesto une el ligando del complejo del receptor NEPOR protector de
tejido.

56. El método de 16, 17, 21, 26, o0 41 a 46 en donde la actividad del complejo del receptor NEPOR protector de
tejido se compara con la activacién del receptor de EPOR para identificar compuestos especificos de NEPOR.

57. Un método para identificar un compuesto que modula una actividad protectora de tejido en un mamifero, que
comprende:

(a) administrar el compuesto a un primer animal inmediatamente luego de provocar una lesién, en donde el primer
animal expresa de forma enddégena un complejo del receptor NEPOR protector de tejido; y

(b) administrar el compuesto a un segundo animal inmediatamente luego de provocar la misma lesion que en la
etapa (a), en donde el segundo animal es deficiente en expresion de un complejo del receptor NEPOR protector de
tejido o componentes de mismo; de tal manera que si la recuperacion de la lesion difiere en el animal de la etapa (a)
en comparacion con el animal de la etapa (b), se identifica un compuesto que modula a actividad protectora de
tejido.

58. Un método para tratar los resultados negativos del paciente asociados con la funcion NEPOR estimulada por,
que implica la co-administracién de EPO con un inhibidor de actividad NEPOR.

59. El método para tratar supervivencia de células neoplasicas inducidas por EPO en tejido de tumor positivo a
NEPOR de 58, que comprende administrar una cantidad efectiva de anticuerpo anti-NEPORL 1 de la reivindicacion
1, en combinacion con EPO, por lo cual dichas combinaciones permiten sefializacion hematopoyética mientras que
sin cambio la sefializacién de NEPOR y de esta manera el EPO media las sefiales de supervivencia celular sobre
células neoplasicas.

60. El método para tratar supervivencia de células neoplasicas inducidas por EPO en tejido de tumor positivo a
NEPOR de 58, que comprende adicionalmente administrar una cantidad efectiva del inhibidor de quinasa tirosina de
EPHB4 en combinacién con EPO, por lo cual dichas combinaciones permiten la sefializacién hematopoyética
mientras que dejan sin cambio la sefializacion de NEPOR y de esta manera el EPO media las sefiales de
supervivencia celular sobre células tumorales.

61. El método para tratar supervivencia de células neoplasicas inducidas por EPO en tejido de tumor positivo a
NEPOR de 58, comprende adicionalmente administrar una cantidad efectiva de siARN anti-NEPOR, en combinacion
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con EPO, por lo cual dichas combinaciones permiten la sefializacion hematopoyética mientras que dejan sin cambio
la sefializacion de NEPOR y de esta manera el EPO media las sefiales de supervivencia celular sobre células
tumorales.

62. Un método para reducir la supervivencia de tejidos o células neoplasicas en tejidos en un humano que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto que modula la actividad de un
complejo del receptor NEPOR protector de tejido a un humano en necesidad del mismo, en donde dicha
supervivencia reducida de las células/tejidos neoplasicos resulta en la reduccion del crecimiento de tumor y/o un
aumento en la supervivencia del paciente, con la condicién que el compuesto sea un derivado de EPO y no un EPO
tipo natural.

63. El método de 58, 59, 60, 61, 62 en donde el compuesto se identifica por el método de uno cualquiera de las
reivindicaciones 16, 17, 21, 26, o0 41 a 46.

64. Un método para modular la supervivencia celular en tejido positivo a NEPOR que comprende administrar
mutantes y péptidos de EPO seleccionados del grupo que consiste de péptidos de cada una de las SEQ ID NO. 17 a
SEQ ID NO. 212.

65. Un método para modular supervivencia celular e un tejido positivo a NEPOR que comprende administrar una
cantidad efectiva de una quimera de EPO, que comprende un dominio de unién de ligando del receptor de efrina
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO.215, y SEQ ID NO.216.

66. El método de 58, 59, 60, 61, 62 en donde el compuesto es un anticuerpo especifico para el complejo del receptor
NEPOR protector de tejido.

67. El método de 58, 59, 60, 61, 62 en donde el compuesto es un anticuerpo especifico para un ligando del complejo
del receptor NEPOR protector de tejido.

68. El método de 58, 59, 60, 61, 62 en donde el compuesto es una molécula pequefia, péptido, o un elemento de
una coleccion.

69. El método de 58, 59, 60, 61, 62 en donde el compuesto une al complejo del receptor NEPOR protector de tejido.

70. ElI método de 58, 59, 60, 61, 62 en donde el compuesto reduce la actividad del complejo del receptor NEPOR
protector de tejido.

71. El método de 58, 59, 60, 61, 62 en donde el compuesto se administra en conjunto con un EPO.

72. El método de 58, 59, 60, 61, 62 en donde la enfermedad o trastorno es un cancer que incluye, cancer de cabeza
y cuello, cancer de mama, cancer de higado, cancer colorrectal, cancer de intestino delgado, leucemia, cancer de
prostata, cancer de pulmon, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer endometrial, cancer de estémago, linfoma
no Hodgkin, cancer de rifién, carcinoma de células renales (RCC), melanoma maligno, cancer de vesicula biliar,
cancer de vejiga, cancer vulvar, cancer de pene, cancer testicular, cancer de timo, sarcoma de Kaposi, cancer de
ojo, cancer de la glandula suprarrenal, cancer de cerebro, cancer de cuello uterino, cancer de apéndice, cancer de
poélipos, cancer hepatico, cancer de uretra, cancer de la médula, familia de tumores de Ewing, cancer de células
germinales extragonales, cancer del conducto biliar extra hepatico, cancer de trompa de Falopio, canceres de tejidos
blandos, cancer de hueso, linfoma de Hodgkin, cancer anal, mesotelioma maligno , cancer de piel, cancer vaginal,
cancer del sistema nervioso central (craneofaringioma), blastoma pleuropulmonar, cancer sinu paranasal y de
cavidad nasal, cancer de célula transicional de pelvis renal y uretra, cancer de glandula pituitaria, carcinoma
epidermoide de cabeza y cuello (HNSCC), cancer de préstata, cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer
cerebral, cancer de vejiga, y cancer de glandula salivar.

73. El método de 58, 59, 60, 61, 62 en donde el cancer comprende células neoplasicas que expresan el complejo del
receptor NEPOR protector de tejido.

74. El método de 58, 59, 60, 61, 62, en donde el cancer es cancer metastatico.
75. El método de 58, 59, 60, 61, 62 en donde el cancer es un cancer dependiente de angiogénesis.

76. Un método para tratar un paciente que sufre de una enfermedad asociada a la angiogénesis, que comprende
administrar al paciente un compuesto identificado por el método de uno cualquiera de 16, 17, 21, 26, o 41 a 46.
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77. El siARN que es especifico para EPH-B4 para uso en el tratamiento de un paciente con cancer y/o tumor que
esta recibiendo o recibira Eritropoyetina.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de determinar si un paciente con cancer es adecuado para terapia con eritropoyetina (EPO), que
comprende

(A) determinar el nivel de expresion de EPH-B4 en una muestra de tejido aislada de dicho paciente; y
(B) correlacionar una presencia de expresion de EPH-B4 con una respuesta fisioldgica negativa a terapia con EPO.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde el nivel de expresion se determina mediante una técnica seleccionada
del grupo que consiste de inmunoensayo, ensayo quimioluminiscente, ensayo nefelométrico, ensayo turbidimétrico,
bioensayo y ensayo indicador.

3. El método de la reivindicacion 1, en donde el nivel de expresién se determina mediante un inmunoensayo
seleccionado del grupo que consiste del ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), inmunoprecipitacion,
inmunoensayo de enzima (EIA), radioinmunoensayo (RIA), inmunoensayo fluorescente, transferencia Western,
inmunoensayo competitivo, inmunoensayo no competitivo, inmunoensayo homogéneo y inmunoensayo
heterogéneo.

4. El método de la reivindicacion 1, en donde el nivel de expresién se determina mediante ELISA.
5. El método de la reivindicacion 1, en donde dicho nivel de expresion se determina mediante inmunohistoquimica.

6. El método de la reivindicacion 1, en donde el nivel de expresién se determina mediante medir la cantidad de EPH-
B4 mARN en dicha muestra, en particular en donde el nivel de expresién se determina mediante una técnica
seleccionada del grupo que consiste de PCR, QPCR, R-PCR, andlisis de microdisposicién de expresion de gen,
analisis de transferencia northern, transcripcion inversa y amplificacién, zimografia, reaccion de cadena ligasa,
NASBA, De Proteccion de RNasa (RPA), electroféresis capilar con fluorescencia inducida por laser (CE-LIF), y RT-
PCR.

7. El método de la reivindicacion 6, en donde el nivel de expresion se determina mediante transcripcion inversa y
amplificacion.

8. El método de la reivindicacion 1, en donde la muestra de tejido se selecciona de tejido canceroso o células
circulantes derivadas del mismo, o en donde la muestra de tejido se selecciona de sangre, linfa, orina o fluido
cerebral.

9. El método de la reivindicacién 1, comprende adicionalmente determinar el nivel de expresion en dicha muestra de
por lo menos uno de Efrina A1 o EPOR.

10. El método de la reivindicaciéon 1, en donde dicha respuesta fisiolégica negativa incluye evolucién de tumor en
aumento, mas pobre supervivencia del paciente o supervivencia celular de tumor mejorada.
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Fig. 3
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Fig. 4
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FIG. 6

FIG. 7

77



ES 2542033 T3

%

P )

VT DdEENNINY Wy W3 OLVEDT

RO NOI WS NN

g 814

78



ES 2542033 T3

reé Olid

16 ©I4 H6 914 96 9OI4d 46 9OIld

HOd3TE H0dANY Eﬁﬁtw B 7EHd3 BN 1aHd3
%U M MOdFd
SOMIMNOOHILIH E momm_s__nomm_m_x momuz_nomum_x momms_momm_h_: momms_nommhm:
36 Ol4 d69i4d 26914 8694 V6 OIld
[ 39 BB 30 AN H0d39d
W a:%f LTTTIE ]
s

SO0YINIaCHOH nu

5

SOHIW| QOWOH momms__nos_o: mommz_nozoI mommz_no:ow

79



ES 2542033 T3

80

EN-E- BB 8

|

n
n
n
n
R
n
R
n
n
"
n
n
nr

=



ES 2542033 T3

Fig. 11
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Fig. 12
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Fig. 16
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Fig. 17
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