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DESCRIPCION
Expresion de Sox11 en linfomas malignos
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al factor de transcripcion Sox11 y al uso de agentes de unién que se unen al mismo
en la formaciéon de imagenes y/o el diagndstico de linfomas, por ejemplo linfoma de células del manto (LCM) y
linfoma difuso de células B grandes (LDCBG).

Introduccién

El término linfoma refiere a todas las neoplasias malignas de los linfocitos, siendo las mas frecuentes las neoplasias
malignas de células B y T. La clasificacién de los linfomas es aun objeto de debate y lejos de ser concluyente. La
clasificacion actual que se utiliza es la Clasificacion Americana Europea Revisada de Linfomas (Harris et al., 1994,
Blood 84:1361-1392). Sin embargo, este sistema tiene que dividirse adicionalmente para permitir un diagnéstico lo
mas preciso posible, permitiendo con ello un tratamiento 6ptimo para los pacientes.

Los linfomas de células B son neoplasias malignas de linfocitos B y se pueden dividir en varios subgrupos en funcion
de sus propiedades morfolégicas y fenotipicas, segun la clasificacion de la OMS (Harris et al., 2000, Pathol 13: 193—
207). Los principales grupos de neoplasias de células B son leucemia/linfoma linfobastico de células B precursoras,
leucemia/linfoma linfocitico crénico (LLC), mieloma de células plasmaticas, linfoma de células B de la zona B
extraganglionar de tipo de tejido linfoide asociado a la mucosa, linfoma folicular (LF), linfoma de células del manto
(LCM), linfoma difuso de células B grandes y linfoma de Burkitt (Harris et al., 2000, Pathol 13: 193—-207).

Se han publicado varios estudios de la expresion génica de los diferentes tipos de linfomas de células B. Por
ejemplo, Golub et al., 1999 Science 286:531-537 han mostrado que la leucemia mieloide aguda (LMA) y la leucemia
linfoblastica aguda (LLA) se pueden distinguir en funcién de su analisis de la expresion génica. Ademas, Alizadeh et
al., 2000 Nature 403:503-511 encontraron dos tipos diferentes de linfoma difuso de células B grandes (LDCBG) en
el andlisis de la expresion génica de estos tumores en el Lymphochip.

Las células B pasan por varias etapas de diferenciacion durante el desarrollo. La célula B inmadura migra desde la
médula 6sea a los ganglios linfaticos, en los que la célula B intacta es estimulada para que migre a los foliculos de
células B, formando los centros germinales, antes de, finalmente, diferenciarse en una célula plasmatica secretora
de anticuerpos. Para cada una de estas diferentes etapas, se ha encontrado un homologo maligno que se asemeja
al origen normal de las células B (Pascual et al., 1997, Baillieres Clin Haematol 10:525-538).

Se cree que los linfomas de células del manto (LCM) derivan de una célula B intacta, aunque la relacién con las
células CD5* B-1 también se ha discutido (Pascual et al., citado anteriormente Capello et al., 2000, Haematologica
85:195-201). Los LCM son indolentes y no muestran ninguna mutacién somatica de sus genes de inmunoglobulina,
asemejandose asi a su origen en las células B intactas. La mediana de la edad del trastorno para los pacientes con
LCM es de 60 afios y la mediana de la supervivencia es de 2 a 5 afios, con una mala respuesta a los regimenes
terapéuticos convencionales (Weisenburger et al., 2000, Am J Hematol 64:190-196).). El setenta por ciento de los
pacientes tienen afectacion de la médula 6sea y el predominio varones:mujeres es de 3: 1 (Kurtin, 1998, Adv Anat
Pathol 5:376-398). Las células del LCM expresan los marcadores de células pan-B CD5, CD19, CD20, CD22,
CD79a y CD79b y son negativas para CD10 y CD23 (Kurtin, 1998, Adv Anat Pathol 5:376-398). Los tumores del
LCM pueden crecer en tres patrones de crecimiento diferentes, el patron de zona del manto, ganglionar y difuso.
También hay varias variantes morfolégicas con distinta mediana de la supervivencia (similar a monocitoide de
células B o variante pleomorfica o anaplasica, variante de células grandes y variante blastoide) que cumplen los
criterios para su designacién como LCM (neoplasias CD20* que son CD43*, CD5*, CD23~, CD10" y positivas para
ciclina D) (Kurtin de 1998, Adv Anat Pathol 5. 376-398). A menudo se puede ver la red de células dendriticas
foliculares positivas para CD21, CD23 y CD35 en el tejido tumoral de la LCM (Kurtin, 1998, Adv Anat Pathol 5:376—
398).

La subagrupacién de los linfomas de células B es necesaria para la decision de la estrategia terapéutica, ya que se
sabe que diferentes tipos de linfomas responden de forma diferente a diversos tratamientos. Por lo tanto, la
posibilidad de un diagnostico exacto de diferentes linfomas de una manera robusta y simple es crucial para la
capacidad de iniciar de inmediato el tratamiento del paciente en consecuencia.

Actualmente, los LCM se separan de la leucemia/linfoma linfocitica crénica y del linfoma folicular segun la expresion
de CD23 y CD10, que generalmente son negativas en el LMC, pero positivas en la leucemia/linfoma linfocitica
cronica y el linfoma folicular, respectivamente. Ademas, la sobreexpresion de ciclina D1, el sello distintivo del LCM,
se utiliza para el diagnéstico de LCM y lo separa de otras neoplasias malignas.

Sin embargo, algunos LCM muestran la translocacion caracteristica t(11;14), que pone al gen BCL1 (ciclina D1) bajo
el control del promotor de la cadena pesada de inmunoglobulina, pero carece de expresion de la proteina (Stacey et
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al., 2003, Curr Opin Cell Biol 15: 158—63; Donnellan et al., 1998, Mol Pathol 51: 1-7). La situacién opuesta, en la que
se detecta la proteina pero la translocacioén no se puede confirmar, también es frecuente debido a la heterogeneidad
de la regién puntual de ruptura de translocacion. La ciclina D1 estimula la transicién de la fase a la fase S y se cree
gue es una de las caracteristicas principales que contribuyen al comportamiento maligno en el LCM.

El LCM esta reconocido como una de las formas mas graves de linfoma, exhibiendo en general una resistencia a la
quimioterapia convencional y una progresion clinica rapida en muchos casos a neoplasias malignas incurables con
una mediana del tiempo de supervivencia de 3 afios (Kurtin 1998 citado anteriormente).

El linfoma difuso de células B grandes (LDCBG) es una entidad heterogénea y solo curable en menos de 50 % de
los pacientes. El indice pronéstico internacional (IPl) se utiliza para predecir el resultado para los pacientes de
acuerdo con los parametros clinicos, tal como la elevaciéon de la LDH, el niumero de sitios extraganglionares y el
estadio, pero incluyendo también el estado funcional y la edad como un factor de riesgo. Se han buscado
marcadores moleculares con relevancia bioldgica y la utilizacion de pronéstico y se ha demostrado que tanto bc/—2
como bcl-6 se correlacionan con la supervivencia. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que los pacientes
tratados con R-CHOP (terapia de combinacion con CHOP y Retuximab) los marcadores ya no son utiles. Una
version revisada del IP| sigue siendo el unico marcador pronéstico de LDCBG tratado con R-CHOP.

Por lo tanto, también hay una necesidad de mejores métodos de diagnostico y pronostico de linfomas, tales como
linfomas de células del manto (LCM) y linfoma difuso de células B grandes (LDCBG).

El documento WO 2005/002417 esta dirigido (en parte) a métodos para diagnosticar/pronosticar cancer a través de
la medicion de la expresion de Sox11. No se menciona el diagnéstico de linfoma, linfoma de células del manto
(LCM) o linfoma difuso de células B grandes (LDCBG).

El documento WO 2004/060304 esta dirigido (en parte) a métodos de diagnosticar/pronosticar cancer mediante la
medicién de la expresion de diversos biomarcadores que se ha informado que estan asociados al cancer (incluyendo
Sox11). No trata si Sox11 esta sobreexpresado en cualquier tipo de linfoma.

Bernd et al., 2005, Oncology Reports, 13(1):139-144 y Ching—Jung et al., 2002, J. Neuro—oncology, 57(3):201-214
divulgan cebadores de oligonucleottidos especificos de Sox771. Sin embargo, ninguno de los documentos divulga una
asociacion entre la expresion de SOX717 y un linfoma (se refieren a glioma y meduloblastoma, respectivamente).

Jay et al., 1996, n.° de acceso en Genbank U23752 (ARNm de SOX-11 humano) es un extracto de GenBank de la
secuencia de ADNc de SOX11. No obstante, no se atribuye uso a la secuencia divulgada.

Ek et al., 2008, Blood, 111(2):800-805 ensefa la idoneidad de SOX77 como biomarcador para el linfoma de células
del manto (LCM) y divulga anticuerpo policlonal anti-SOX11 para su uso en el diagnéstico/pronéstico del LCM.

Resumen de la invencion

El primer aspecto de la divulgacion proporciona un resto de unién que es capaz de unirse selectivamente a la
proteina Sox11, o a una molécula de acido nucleico que codifica la misma, para el diagnéstico o el prondstico de un
linfoma.

La invencién proporciona el uso de un resto de unién que es capaz de unirse selectivamente a la proteina Sox11, o
a una molécula de acido nucleico que codifica la misma, en la preparaciéon de un agente de diagnéstico o pronéstico
para el linfoma de células del manto.

Todos los aspectos de la invencién son como se define en las reivindicaciones adjuntas.

En una realizacion, el linfoma es un linfoma de células del manto (LCM). Por ejemplo, el resto de unién puede ser
para el diagnostico de LCM.

En una realizacion adicional, el linfoma es un linfoma difuso de células B grandes (LDCBG). Por ejemplo, el resto de
unién puede ser para pronosticar el LDCBG.

SOX11 pertenece a la familia de genes Sox y las proteinas se agrupan en esta familia si contienen un dominio HMG
de unién a ADN (grupo de movilidad alta) con una fuerte similitud de aminoacidos (normalmente > 50 %) al dominio
HMG de Sry, una proteina determinante del sexo (Wegner, 1999, Nucleic Acids Res 27: 1409-20). Mas de 20
miembros de la familia génica Sox se han identificado en diferentes especies y se han agrupado en 7 subgrupos de
acuerdo con la homologia dentro y fuera del dominio de HMG. El Sox11 humano pertenecen al subgrupo C y es
homélogo a Sox4 con una identidad del 55 % a nivel de aminoacidos dentro del dominio de transactivacion C-
terminal y una identidad del 86 % para el dominio de HMG (Wegner, 1999, Nucleic Acids Res 27: 1409-20).
También se ha mostrado que Sox11 y Sox4 presentan funciones complementarias en el sistema nervioso en
desarrollo (Cheung et al., 2000, Brain Res Mol Brain Res 79: 180-91). Mientras que se ha demostrado que sox4 es
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crucial para los linfocitos B (Smith y Sigvardsson, 2004, J Leukoc Biol 75: 973—-81), no hay ningun informe anterior
sobre la expresion de SOX11 en las células B normales ni malignas.

Por lo tanto, por "proteina Sox11" se incluye la secuencia de aminoacidos de la proteina Sox11 humana como se
muestra en la Figura 4 en el presente documento, asi como homélogos de origen natural de la misma.

Los presentes inventores han identificado, sorprendentemente, Sox11 como un antigeno de diagndstico para
linfomas, tales como LCM, utilizando un analisis de inmunohistoquimica. No sélo es este es el primer informe que
muestra la expresion de Sox11 en las células del linaje de células B, la localizacion diferencial y la intensidad de la
tincion diferencian el LCM de las células B de las amigdalas NO malignas, sino también de otros tipos de linfomas,
tales como la leucemia/linfoma linfocitico cronico. el linfoma folicular y el linfoma difuso de células B grandes. Por lo
tanto, Sox11 proporciona un valioso marcador para el diagnéstico de pacientes con LCM vy facilita el diagnéstico
preciso de este tipo de neoplasia maligna agresiva.

Por "diagnosticar”, los inventores incluyen el acto o proceso de identificacién de la existencia y el tipo de un linfoma
por el cual un individuo puede estar sufriendo. Por tanto, en una realizacion, el diagnéstico incluye la diferenciacion
de un tipo de linfoma concreto, tal como LCM o LDCBG, a partir de uno o mas de otros linfomas.

Por "pronostico”, los inventores incluyen el acto o proceso de predecir el curso probable y el resultado de un linfoma,
por ejemplo, determinar la probabilidad de supervivencia.

Por "resto de uni6on" se quiere decir una molécula o segmento de una molécula que es capaz de unirse a otra
molécula o moléculas.

Los expertos en la técnica apreciaran que los restos de unién de la invencién pueden usarse in vivo o in vitro.

En una realizacion, el resto de union de la invencién es para su uso en la deteccion de la expresién de Sox11 como
un unico biomarcador para la diferenciacion de un tipo concreto de linfoma, tal como LCM o LDCBG, de uno o mas
de otros linfomas. Alternativamente, o ademas, la expresién d Sox11 se puede usar como un Unico biomarcador
para el pronéstico de un linfoma, tal como LDCBG.

Como alternativa, el resto de union de la invencion puede ser para su uso en combinacién con uno o mas restos de
unién para la deteccién adicional de uno o mas biomarcadores adicionales para el linfoma. Por lo tanto, el resto de
unién puede ser para su uso en combinacion con menos de 20 restos de union adicionales, por ejemplo menos de
15, 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2 o0 1 restos de union adicionales

En una realizacion particular, el resto de union es para la deteccion de la expresién nuclear de Sox11.

Por "unién de forma selectiva”, los inventores incluyen restos de unién que se unen mas fuertemente a Sox11 que a
otros polipéptidos o acidos nucleicos; preferentemente con una fuerza al menos 10 veces mayor, preferentemente
con una fuerza al menos 50 veces mayor y, aun mas preferentemente, con una fuerza al menos 100 veces mayor.
Preferentemente, los restos de unidén se unen solamente a polipéptidos Sox11 o acidos nucleicos. Preferentemente,
los restos de unién se unen solamente a polipéptidos o acidos nucleicos Sox11.

El término "polipéptido” tal como se usa en el presente documento significa una pluralidad de aminoacidos que estan
unidos entre si mediante un enlace peptidico. El término "péptido" se puede usar de forma intercambiable con el
término "polipéptido”, sin embargo, un péptido puede estar compuesto por dos 0 mas polipéptidos.

El término "aminoacido" como se utiliza en el presente documento incluye los veinte aminoacidos estandar
codificados genéticamente y sus estereoisdbmeros correspondientes en la forma 'D' (en comparaciéon con la forma
natural 'L'), aminoacidos omega, otros aminoacidos de origen natural, aminoacidos no convencionales (por ejemplo,
aminoacidos a,0—disustituidos, aminoacidos N-alquilo, etc.) y aminoacidos derivatizados quimicamente (véase mas
adelante).

Cuando un aminoacido se esta enumerando especificamente, tal como "alanina" o "Ala" o "A", el término se refiere
tanto a L-alanina como a D-alanina, a menos que se indique explicitamente lo contrario. Otros aminoacidos no
convencionales también pueden ser componentes adecuados para polipéptidos de la presente invencién, siempre
que el polipéptido retenga la propiedad funcional deseada. Para los péptidos mostrados, cada resto de aminoacido
codificado, cuando sea apropiado, esta representado por una designacién de una sola letra, correspondiente al
nombre trivial del aminoacido convencional.

La molécula de acido nucleico puede ser ADN, ARN o PNA, y, preferentemente, ADN. La molécula de acido nucleico
puede o no contener intrones en la secuencia de codificacion; preferentemente, la molécula de acido nucleico es un
ADNc.
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Por lo tanto, la molécula de acido nucleico aislada es adecuada para la expresién de un polipéptido de la invencion.
Por "adecuado para la expresion” se entiende que la molécula de acido nucleico es un polinucleétido que puede
traducirse para formar el polipéptido, por ejemplo ARN, o que el polinucleétido (que es, preferentemente ADN,) que
codifica el polipéptido de la invencién se inserta en un vector de expresién, tal como un plasmido, en orientacién
apropiada y marco de lectura correcto para la expresion. polinucleétido puede estar unido a las secuencias de
nucleétidos de control regulador de la transcripcién y la traduccién adecuadas reconocidas por cualquier huésped
deseado; estos controles se pueden incorporar en el vector de expresion.

Generalmente, la molécula de acido nucleico se inserta en un vector de expresion, tal como un plasmido, en
orientacion apropiada y marco de lectura correcto para la expresion. Si es necesario, la molécula de acido nucleico
puede estar unida a las secuencias de nucleétidos de control regulador de la transcripcién y la traducciéon adecuadas
reconocidas por cualquier huésped deseado; estos controles se pueden incorporar en el vector de expresion. A
continuacién, el vector se introduce en el huésped a través de técnicas estandar. Generalmente, no todos los
huéspedes seran transformados por el vector. Por lo tanto, sera necesario seleccionar las células huésped
transformadas. Una técnica de seleccion implica la incorporacion en el vector de expresion de una secuencia de
polinucleétidos, con cualquier elemento de control necesario, que codifica un rasgo seleccionable en la célula
transformada, tal como la resistencia a antibioticos. Alternativamente, el gen para tal rasgo seleccionable puede
estar en otro vector, que se utiliza para co-transformar la célula huésped deseada

Las células huésped que han sido transformadas por la molécula de acido nucleico recombinante de la invencion se
cultivan después durante un tiempo suficiente y en condiciones apropiadas conocidas por los expertos en la técnica
en vista de las ensefianzas divulgadas en el presente documento para permitir la expresion del polipéptido, que
entonces se puede recuperar.

Se conocen muchos sistemas de expresion, incluyendo bacterias (por ejemplo E. coli y Bacillus subtilis), levaduras
(por ejemplo Saccharomyces cerevisiae), hongos filamentosos (por ejemplo Aspergillus), células vegetales, células
de mamiferos y células de insectos.

Los vectores generalmente incluyen un replicon procariota, tal como el ColE1 ori, para la propagacion en un
procariota, incluso si el vector se va a usar para la expresién en otros tipos de células no procariotas. Los vectores
también pueden incluir un promotor apropiado, tal como un promotor procariota capaz de dirigir la expresion
(transcripcion y traduccion) de los genes en una célula huésped bacteriana, tal como E. coli, transformada con el
mismo. Las secuencias promotoras compatibles con huéspedes bacterianos de ejemplo se proporcionan
normalmente en vectores plasmidicos que contienen sitios de restriccidon convenientes para la insercién de un
polinucleétido de la presente invencion.

Los plasmidos de vectores procariéticos tipicos son pUC18, pUC19, pBR322 y pBR329 disponibles en Biorad
Laboratories, (Richmond, CA, EE.UU.) y pTrc99A y pKK223-3 disponibles en Pharmacia, Piscataway, NJ, EE.UU.

Un plasmido vector de células de mamifero tipico es pSVL disponible en Pharmacia, Piscataway, NJ, EE.UU. Este
vector usa el promotor tardio SV40 para dirigir la expresion de genes clonados, encontrandose el nivel mas alto de
expresion en las células productoras de antigeno T, tales como las células COS-1.

Un ejemplo de un vector de expresion de mamifero inducible es pMSG, también disponible en Pharmacia. Este
vector usa el promotor inducible por glucocorticoides de la repeticion terminal larga del virus de tumor mamario de
raton para dirigir la expresion del gen clonado.

Los vectores plasmidicos de levaduras utiles son pRS403-406 y pRS413—-416 y generalmente estan disponibles en
Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, EE.UU. Los plasmidos pRS403, pRS404, pRS405 y pRS406 son
plasmidos de integracién en levaduras ((Ylps) e incorporan los marcadores seleccionables de levadura HIS3, TRP1,
LEU2 y URAS3. Los plasmidos pRS413-416 son plasmidos del centromero de levadura (YCps).

La presente divulgacién también se refiere a una célula huésped transformada con una construccién de vector
polinucleétido de la presente invencion. La célula huésped puede ser procariota o eucariota. Las células bacterianas
son células huésped procariotas preferidas y normalmente son una cepa de E. coli tal como, por ejemplo, las cepas
de E. coli DH5 disponible en Bethesda Research Laboratories Inc., Bethesda, MD, EE.UU., y RR1 disponible en la
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC) de Rockville, MD, EE.UU. (ATCC n° 31343). Las células huésped
eucariotas preferidas incluyen levaduras, células de insectos y de mamiferos, preferentemente células de
vertebrados, tales como las de raton, rata, mono o las lineas celulares fibroblasticas y de rifion humanas. Las células
huésped de levadura incluyen YPH499, YPH500 y YPH501, que generalmente estan disponibles en Stratagene
Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, EE.UU. Las células huésped de mamifero preferidas incluyen células de
ovario de hamster chino (CHO) disponibles en la ATCC como CCL61, células embrionarias de ratén NIH Swiss
NIH/3T3 disponibles en la ATCC como CRL 1658, células COS-1 derivadas de rifibn de mono disponibles en la
ATCC como CRL 1650 y células 293 que son células de riidn embrionario humano. Las células de insecto
preferidas son células Sf9 que pueden transfectarse con vectores de expresioén de baculovirus.
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La transformacion de los huéspedes celulares adecuados con una molécula de acido nucleico de la presente
invencioén se lleva a cabo por procedimientos bien conocidos que normalmente dependen del tipo de vector usado.
Con respecto a la transformacion de las células huésped procaritticas, véase, por ejemplo, Sambrook & Russell
(Sambrook y Russell, 2001, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 32 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, NY). La transformacion de células de levadura se describe en numerosas revisiones, por
ejemplo, véase Gietz y Woods (2001) Biotechniques 30:816—228. Con respecto a las células de vertebrados, los
reactivos utiles en la transfeccion de tales células, por ejemplo fosfato de calcio y formulaciones de DEAE-dextrano o
liposomas, estan disponibles en Stratagene Cloning Systems, or Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD 20877,
EE.UU.

La electroporacion también es util para transformar y/o transfectar células y es bien conocida en la técnica para la
transformacion de células de levadura, células bacterianas, células de insectos y células de vertebrados. Por
ejemplo, muchas especies bacterianas pueden ser transformadas por los métodos descritos en Luchansky et al.
(1988) Mol. Microbiol. 2:637-646. Los métodos para la transformacion de levaduras mediante electroporacién se
divulgan en Becker & Guarente (1990) Methods Enzymol. 194:182.

Las células transformadas con éxito, es decir las células que contienen una molécula de acido nucleico de la
presente invencion, se pueden identificar mediante técnicas conocidas. Por ejemplo, las células resultantes de la
introduccion de una construccion de expresién de la presente invencidn se pueden cultivar para producir el
polipéptido de la invencién. Las células pueden recogerse y lisarse, y examinar su contenido de ADN para
determinar la presencia de ADN usando un método tal como el descrito por Sambrook y Russell (citado
anteriormente). Como alternativa, la presencia de la proteina en el sobrenadante se puede detectar usando
anticuerpos.

Ademas de ensayar directamente la presencia de ADN recombinante, la transformacion con éxito puede confirmarse
mediante métodos inmunolégicos bien conocidos cuando el ADN recombinante es capaz de dirigir la expresion de la
proteina. Por ejemplo, las células transformadas con éxito con un vector de expresion producen proteinas que
presentan la antigenicidad apropiada. Las muestras de células que se sospecha que se han transformado se
cosechan y se analizan para determinar la proteina usando anticuerpos adecuados.

El segundo aspecto de la divulgacién proporciona un resto de uniéon que es capaz de unirse selectivamente a la
proteina Sox11, o a una molécula de acido nucleico que codifica la misma, para la deteccion de células de linfoma
en una muestra (por ejemplo LCM o LDCBG).

Una realizacion de la invencién proporciona el uso de acuerdo con el primero o segundo aspecto en el que el resto
de unién es capaz de unirse selectivamente a la proteina Sox11.

Convenientemente, el resto de unién es capaz de unirse selectivamente a un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 (véase la figura 4) y/o variantes naturales de la misma.

Por "variantes naturales"”, los inventores incluyen, por ejemplo, variantes alélicas. Normalmente, estas variaran con
respecto a la secuencia dada en solo uno, dos o tres, y, por lo general, no mas de 10 o 20 restos de aminoacidos.
Normalmente, las variantes tienen sustituciones conservadoras.

Las variantes de polipéptidos incluyen polipéptidos que comprenden una secuencia con al menos 60 % de identidad
con las secuencias de aminoacidos conocidas, preferentemente al menos 70 % u 80 % u 85 % o 90 % de identidad
con dichas secuencias, y, mas preferentemente, al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de identidad con dichas
secuencias de aminoacidos.

El porcentaje de identidad puede determinarse mediante, por ejemplo, el programa LALIGN (Huang y Miller, Adv.
Appl. Math. (1991) 12:337-357) en el centro Expasy (http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html) usando
como parametros la opcién de alineacion global, la matriz de puntuacion BLOSUM62, penalizaciéon por abertura de
hueco —14, penalizacion por extension de hueco —4. Como alternativa, el porcentaje de identidad de secuencia entre
dos polipéptidos se puede determinar usando programas de ordenador adecuados, por ejemplo el programa GAP de
la University of Wisconsin Genetic Computing Group y se apreciara que el porcentaje de identidad se calcula en
relacién con los polipéptidos cuya secuencia se ha alineado de forma éptima.

Preferentemente, el resto de unién comprende o consiste en un polipéptido.

Los restos de unién de polipéptidos se pueden identificar por medio de una criba. Un método adecuado o criba para
la identificacion de péptidos u otras moléculas que se unen selectivamente a una proteina o polipéptido diana puede
comprender poner en contacto la proteina o polipéptido diana con un péptido de ensayo otra molécula en
condiciones en las que se puede producir la union y, a continuacion, determinar si la molécula o péptido de ensayo
se ha unido a la proteina o péptido diana. Los métodos de detectacion de la unién entre dos restos son bien
conocidos en la técnica de la bioquimica. Preferentemente, la técnica conocida de presentaciéon en fagos se utiliza
para identificar péptidos u otras moléculas de ligando adecuadas para su uso como restos de unién. Un método
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alternativo incluye el sistema de dos hibridos de levadura.

Mas preferentemente, el segundo agente de unién comprende o consiste en un anticuerpo o un fragmento de union
a antigeno o variante del mismo.

Por "anticuerpo", los inventores incluyen, no solo las moléculas de inmunoglobulina enteras, sino también
fragmentos de las mismas, tales como Fab, F(ab")2, Fv y otros fragmentos de los mismos que retienen el sitio de
unién al antigeno. Del mismo modo el término "anticuerpo” incluye derivados modificados genéticamente de
anticuerpos, tales como moléculas Fv de cadena sencilla (scFv) y anticuerpos de dominio unico (dAb). El término
también incluye moléculas similares a anticuerpos que pueden producirse utilizando técnicas de presentacion en
fagos u otras técnicas de seleccion aleatorias.

Los dominios variable de la cadena pesada (Vh) y variable de la cadena ligera (VL) del anticuerpo estan implicados
en el reconocimiento del antigeno, un hecho reconocido primero por los experimentos de digestion precoz con
proteasa. Otra confirmacién se encontr6 mediante "humanizacién" de anticuerpos de roedores. Los dominios
variables procedentes de roedores se pueden fusionar con dominios constantes de origen humano de forma que el
anticuerpo resultante retiene la especificidad antigénica del anticuerpo emparentado con el roedor (Morrison et al,
1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855).

Dicha especificidad antigénica es conferida por los dominios variables y es independiente de los dominios
constantes, como se sabe a partir de experimentos que implican expresion bacteriana de fragmentos de anticuerpos,
conteniendo todos uno o mas dominios variables. Estas moléculas incluyen moléculas de tipo Fab (Better et al,
1988, Science 240: 1041); moléculas Fv (Skerra et al (1988) Science 242, 1038); moléculas Fv de cadena sencilla
(scFv) en las que los dominios de Vi y VL estan unidos a través de un oligopéptido flexible (Bird et al, 1988, Science
242:423; Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879) y anticuerpos de dominio unico (dAb) que
comprenden dominios V aislados (Ward et al., 1989, Nature 341:544 Una revision general de las técnicas implicadas
en la sintesis de fragmentos de anticuerpos que retienen sus sitios de unién especificos se encuentra en Winter y
Milstein, 1991, Nature 349:293-299.

Por “moléculas "ScFv”, los inventores quieren decir moléculas en las que los dominios de pareja Vi y VL estan
unidos a través de un oligopéptido flexible.

Las ventajas del uso de fragmentos de anticuerpos, en lugar de anticuerpos enteros, son varias. El menor tamafio de
los fragmentos puede conducir a mejores propiedades farmacoldgicas, tales como una mejor penetracion en el sitio
diana. Se eliminan las funciones efectoras de los anticuerpos completos, tales como la unién al complemento. Los
fragmentos de anticuerpos Fab, Fv, ScFv y dAb se pueden expresar todos ellos en E. coli y secretarse a partir de la
misma, de modo que permite la produccion facil de cantidades grandes de dichos fragmentos.

Los anticuerpos completos y los fragmentos F(ab')2 son “bivalentes”. Por “bivalente”, los inventores quieren decir que
dichos anticuerpos y fragmentos F(ab')2 tienen dos sitios de combinacién antigénica. Por el contrario, los fragmentos
Fab, Fv, ScFv y dAb son monovalentes y solo tienen un sitio de combinacion antigénica.

Aunque el anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal, se prefiere que sea un anticuerpo monoclonal. En algunas
circunstancias, en particular si el anticuerpo va a administrase varias veces a un paciente humano, se prefiere que el
anticuerpo monoclonal sea un anticuerpo monoclonal humano o un anticuerpo monoclonal humanizado.

Los anticuerpos monoclonales adecuados se pueden preparar por técnicas conocidas, por ejemplo las divulgadas en
"Monoclonal Antibodies; A manual of techniques", H Zola (CRC Press, 1988) y en "Monoclonal Hybridoma
Antibodies: Techniques and Application", SGR Hurrell (CRC Press, 1982). Se pueden producir anticuerpos
policlonales que sean poliespecificos 0 monoespecificos. Se prefiere que sean monoespecificos.

Los anticuerpos quiméricos se tratan en Neuberger et al (1998, 8th International Biotechnology Symposium Part 2,
792-799).

Adecuadamente, los anticuerpos no humanos preparados pueden "humanizarse" de maneras conocidas, por
ejemplo mediante la insercién de las regiones CDR de anticuerpos de ratén en el marco de anticuerpos humanos.

Los anticuerpos pueden ser anticuerpos humanos en el sentido de que tienen la secuencia de aminoacidos de
anticuerpos humanos con especificidad para una de las proteinas identificadas en la Tabla 1, pero que se pueden
preparar usando métodos conocidos en la técnica que no requieren la inmunizacién de seres humanos. Por ejemplo,
se dispone de ratones transgénicos que contienen, en esencia, genes de inmunoglobulina humana (véase, Vaughan
et al., 1998, Nature Biotechnol 16:535-539.

Por lo tanto, en una realizacion preferida de la invencion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno o variante
del mismo se selecciona del grupo que consiste en fragmentos Fv, fragmentos similares a Fab, dominios variables
individuales y anticuerpos de dominio.
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Una realizacion preferida adicional de la invencion es un uso en el que el anticuerpo o un fragmento de unién a
antigeno o variante del mismo se ha humanizado.

Una realizaciéon adicional de la presente invencién proporciona un uso de acuerdo con uno cualquiera de los
aspectos uno o dos, en los que el resto de unién es capaz de unirse selectivamente a una molécula de acido
nucleico que codifica la proteina Sox11.

Preferentemente, el resto de unién es capaz de unirse selectivamente a una molécula de acido nucleico que codifica
un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y/o variantes naturales de la misma.

Mas preferentemente, el resto de uniébn comprende o consiste en una molécula de acido nucleico. Incluso mas
preferentemente, el resto de unién comprende o consiste en una molécula de ADN. Ventajosamente, el resto de
unién comprende o consiste en un fragmento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 2 (véase la figura 5), o
un fragmento o una variante del mismo. Convenientemente en la invencién, la molécula de acido nucleico tiene de 5
a 100 nucledtidos de longitud. Mas convenientemente, la molécula de acido nucleico tiene de 15 a 35 nucleétidos de
longitud. Mas preferentemente, el resto de uniébn comprende un resto detectable.

Por "resto detectable", los inventores incluyen el significado de que la fraccion es una que, si se encuentra en el sitio
diana después de la administracion del compuesto de la invencion en un paciente, puede detectarse, normalmente
de manera no invasiva desde el exterior del cuerpo y el sitio del objetivo situado. Por lo tanto, los compuestos de
esta realizacién de la invencion son utiles en la formacién de imagenes y el diagnéstico.

Normalmente, el resto detectable es o comprende un atomo radioactivo que es util en la obtencion de imagenes.
Entre los atomos radioactivos adecuados se incluyen ®™Tc y '23| para gammagrafias. Otros restos facilmente
detectables incluyen, por ejemplo, marcadores de espin para imagen por resonancia magnética (RMN) tales como
23] de nuevo, '3, "In, 1SF, 13C, 5N, 170, gadolinio, manganeso o hierro. Claramente, el compuesto de la invencion
debe tener suficiente de los isdétopos atdmicos apropiados para que la molécula sea facilmente detectable.

El radio u otros marcadores pueden incorporarse en el compuesto de la invencién de maneras conocidas. Por
ejemplo, si el resto de unién es un polipéptido, se puede biosintetizar o se puede sintetizar mediante sintesis quimica
de aminoacidos utilizando precursores de aminoacidos adecuados que implican, por ejemplo, flior-19 en lugar de
hidrogeno. Los marcadores tales como %°™Tc, 23|, 18Rh, 188Rh y '"'In pueden, por ejemplo, unirse mediante residuos
de cisteina en el resto de unién. El itrio-90 se puede unir a través de un residuo de lisina. El procedimiento
IODOGEN (Fraker et al., 1978, Biochem. Biophys. Res. Comm. 80:49-57) se puede usar para incorporar '2%. La
referencia (“‘Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy”, J-F Chatal, CRC Press, 1989) describe otros
procedimientos con detalle.

Por tanto, en una realizacién adicional de la invencién, el atomo radiactivo se selecciona del grupo que consiste en
tecnecio-99m, yodo-123, yodo-125, yodo-131, indio-111, flior-19, carbono-13, nitrogeno-15, oxigeno-17, fésforo-32,
azufre-35, deuterio, tritio, renio-186, renio-188 e itrio-90.

Un tercer aspecto de la invencion proporciona un método de deteccion de un linfoma en un individuo,
comprendiendo el método:

(a) proporcionar una muestra de células del individuo; y
(b) determinar la cantidad de proteina Sox11 y/o ARNm en la muestra de células.

en la que los niveles de proteina Sox11 y/o ARNm son indicativos del individuo que tiene LCM o LDCBG.

En una realizacién adicional, el linfoma es un linfoma difuso de células B grandes (LDCBG). Por ejemplo, el método
puede ser para pronosticar el LDCBG.

Los expertos en la técnica apreciaran que los métodos del tercer aspecto de la invencion se pueden realizar in vivo o
in vitro.

En una realizacion, el método comprende la deteccion de la expresion Sox11 como un unico biomarcador para el
linfoma (como se ha tratado anteriormente).

Como alternativa, el resto de unién de la invencion puede usarse en combinaciéon con uno o mas restos de unién
para la deteccién adicional de uno o mas biomarcadores adicionales para el linfoma. Por lo tanto, el resto de union
puede usarse en combinaciéon con menos de 20 restos de union adicionales, por ejemplo menos de 15, 10, 8, 6, 5, 4,
3, 2 0 1 restos de uni6n adicionales

Preferentemente, la muestra de células que se va a analizar estan en forma de una muestra de tejido. Mas
preferentemente, la muestra de células que se va a analizar comprende o consiste en células de ganglios linfaticos.
Incluso mas preferentemente, la cantidad de proteina Sox11 y/o ARNm en la muestra se realiza usando un resto de
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unién como se ha descrito anteriormente.

Una realizacion adicional del tercer aspecto de la invencion comprende comparar la cantidad de proteina Sox11 y/o
ARNmM en la muestra de células que se va a analizar con la cantidad de proteina Sox11 y/o ARNm en una muestra
de control. Ventajosamente, la muestra de control es una muestra de control negativo que comprende o consiste en
células B no cancerosas. Mas ventajosamente, la muestra de control es una muestra de control positivo que
comprende o consiste en células cancerosas. Convenientemente, las células cancerosas son células B.

Preferentemente, la muestra de control comprende células seleccionadas del grupo que consiste en células de
linfoma de células del manto, células de linfoma/leucemia linfoblastica de células B precursoras, células de
linfoma/leucemia linfocitica crénica (LLC), células de mieloma de células plasmaticas, linfoma de células B de la
zona marginal extranodal de células de tipo de tejido linfoide asociado a la mucosa, células de linfoma folicular (LF),
células de linfoma difuso de células B grandes (LDCBG), células de leucemia de células peludas (LCP) y células de
linfoma de Burkitt.

Normalmente, la etapa (b) del tercer aspecto de la invencion se realiza usando un método seleccionado del grupo
que consiste en cribado en macromatriz, cribado en micromatriz, cribado en nanomatriz, PCR con transcripcién
inversa, PCR en tiempo real o PCR in situ.

Una realizacién adicional del tercer aspecto de la invencién comprende la determinacién de los niveles de CD23 y/o
CD10 y/o la proteina BCL1 y/o CD5 y/o el ARNm en la muestra de las células que se van a analizar.

Un cuarto aspecto de la invencion proporciona un método de obtencion de imagenes de células de linfoma en el
cuerpo de un individuo, comprendiendo el método administrar al individuo una cantidad eficaz de un resto de unién
como se ha descrito anteriormente, en el que el linfoma es un linfoma de células del manto (LCM) o un linfoma
difuso de células B grandes (LDCBG).

La expresion "cantidad eficaz, como se usa en el presente documento, se refiere a la cantidad que proporciona una
sefial suficientemente detectable para un régimen de administracion determinado. Esta es una cantidad
predeterminada de material activo calculada para producir una fuerza de la sefal deseada en asociacién con el
aditivo y diluyente requeridos, es decir, un soporte o vehiculo de administracion. Como apreciaran los expertos en la
técnica, la cantidad de un compuesto puede variar en funcién de su actividad especifica. Las cantidades de
dosificacién adecuadas pueden contener una cantidad predeterminada de la composicion activa calculada para
producir la fuerza de la sefial deseada en asociacion con el diluyente requerido. En los métodos y el uso para la
fabricacién de composiciones de la invencion, se proporciona una cantidad eficaz del componente activo. Una
cantidad eficaz puede determinarla el trabajador médico o veterinario experto ordinario basandose en las
caracteristicas del paciente, tales como la edad, el peso, el sexo, el estado, las complicaciones, otras enfermedades,
etc., como es bien conocido en la técnica (véase el Ejemplo 8 a continuacion).

Normalmente, el cuarto aspecto de la invencion comprende la etapa de detectar la localizacion del resto union en el
individuo. Preferentemente la proteina Sox11 y/o el ARNm que codifica la misma se utiliza como marcador para
células de linfoma de células del manto.

Un quinto aspecto de la invencién proporciona el uso de un resto de unién como se ha definido anteriormente en la
preparacién de un medicamento para el diagnoéstico o el pronéstico de linfoma de células del manto.

La invencién proporciona adicionalmente el uso de proteina Sox11 y/o el ARNm que codifica la misma como un
biomarcador para células de linfoma.

En una realizacién, el linfoma es un linfoma de células del manto (LCM).

En una realizacion adicional, el linfoma es un linfoma difuso de células B grandes (LDCBG).

Se apreciara que Sox11 se puede usar como un biomarcador Unico para el linfoma.

Alternativamente, Sox11 se puede usar en combinacibn con uno o mas biomarcadores adicionales.
Preferentemente, sin embargo, Sox11 se utiliza en combinacion con menos de 20 biomarcadores adicionales, en el

método se usan, por ejemplo, menos de 15, 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2 o 1 biomarcadores adicionales.

Un aspecto adicional de la invencién proporciona un método de cribado de una molécula con eficacia en el
diagnéstico y/o el pronéstico de un linfoma, comprendiendo el método las etapas de:

(a) poner en contacto una molécula que se va a analizar con la proteina Sox11 y/o el ARNm que codifica la
misma (o con un fragmento de dicha proteina o ARNm); y
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(b) detectar la presencia de un complejo que contiene la proteina y/o el ARNm (o fragmento de la misma) y la
molécula que se va a analizar.

En una realizacion, el linfoma es un linfoma de células del manto (LCM).
En una realizacion adicional, el linfoma es un linfoma difuso de células B grandes (LDCBG).

Los expertos en la materia conocen bien los procedimientos de deteccion y/o medicion de la concentracion de
proteina y/o acido nucleico, véase por ejemplo Sambrook y Russell (citado anteriormente).

Métodos preferidos para la deteccion y/o medicion de proteinas incluyen transferencia de tipo Western, transferencia
de tipo North-Western, ensayos de inmunoabsorcion (ELISA), micromatrices de anticuerpos, micromatrices de
tejidos (TMA), inmunoprecipitacién, hibridacion in situ y otras técnicas de inmunohistoquimica, radioinmunoensayo
(RIA), ensayos inmunoradiométricos (IRMA) y ensayos inmunoenzimaticos (IEMA), incluyendo ensayos de tipo
sandwich usando anticuerpos monoclonales y/o policlonales. Ejemplos de ensayos de tipo sandwich se describen en
David et al., en las patentes de EE.UU. n.° 4.376.110 y 4.486.530. La tincién de anticuerpos de las células en los
portaobjetos se puede usar en procedimientos bien conocidos en las pruebas diagnésticas de laboratorio de
citologia, como conocen bien los expertos en la materia.

Normalmente, el ensayo ELISA implica el uso de enzimas que dan un producto de reaccién coloreado, normalmente
en ensayos de fase sélida. Las enzimas como la peroxidasa de rabano y la fosfatasa se han usado ampliamente. Un
modo de amplificar la reaccion de la fosfatasa es utilizar el NADP como sustrato para generar NAD, que ahora actia
como coenzima para un segundo sistema enzimatico. La pirofosfatasa de Escherichia coli proporciona un buen
conjugado porque la enzima no esta presente en los tejidos, es estable y proporciona una buena reaccién de color.
También se pueden usar sistemas quimioluminiscentes basados en enzimas, tales como la luciferasa.

Con frecuencia se usa la conjugacion con la vitamina biotina, ya que esto se puede detectar faciimente mediante su
reaccién con avidina o estreptavidina unida a enzima a la que se une con gran especificidad y afinidad.

Los procedimientos preferidos para la deteccion y/o medicion de acido nucleico (p. €j., ARNm) incluyen transferencia
de tipo Southern, transferencia de tipo Northern, reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), PCR con transcriptasa
inversa (RT-PCR), PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR), nanomatrices, micromatrices, macromatrices,
autorradiografia e hibridacion in situ.

En una realizacion tipica, la presencia de células de linfoma se detecta mediante deteccién de la proteina Sox11 y/o
el acido nucleico en los nucleos celulares. Preferentemente, los nucleos de las células de linfoma expresan la
proteina Sox11 y/o el acido nucleico en una cantidad relativamente alta, como se indica, por ejemplo, mediante
tincion brillante de los nucleos durante el analisis de hibridacién in situ. Caracteristicamente, la expresion ausente o
relativamente baja de la proteina Sox11 y/o el acido nucleico de nucleos de células es indicativa de células que no
son de linfoma.

De forma preferida, a continuacion se describiran ejemplos no limitantes que abarcan ciertos aspectos de la
invencion con referencia a las siguientes figuras:

Figura 1. Un montaje de TMA de sefales representativas de IHQ de Sox11 en cada categoria analizada incluye
filas de centros germinales benignos de amigdalas (CG), linfoma folicular (LF, con el grado del tumor en la parte
inferior derecha), leucemia linfatica cronical/linfoma de células pequefias (LLC) y linfoma de células del manto
(incluyendo la variante blastoide en la tercera imagen de la izquierda). Cada seccion en las tres primeras filas
muestra tincion citoplasmica granular. Un anico nucleo positivo en la segunda seccién del LF es, probablemente,
endotelial. En contraste, la mayoria de los nucleos de LCM expresan Sox11 con intensidad variable.
Contratincion con hematoxilina, 185x

Figura 2. Analisis inmunohistoquimico de Sox11 de casos de LCM negativos para ciclina D1 que muestran
tincion de un solo caso con alta frecuencia (22 %) de nucleos positivos para la translocacion t (11;14) como se
determina con el andlisis FISH, mientras que el resto de los casos son negativos.

Figura 3. Se ilustra el nivel transcripcional promedio (valores en bruto a escala) de SOX711 y ciclina D1 para
diferentes muestras de linfomas de células B primarios, lineas celulares de LCM y LF y material de referencia
benigno de amigdalas y células B en sangre. Los genes estan representados por dos (ciclina D1) o tres (Sox11)
sondas diferentes sobre la matriz como se describe en materiales y métodos. El nivel de expresién de SOX71 es,
en promedio, 10-100 veces mayor para las lineas celulares de LCM, L-LCM y LCM que los otros casos, como es
la expresion de ciclina D1. con la excepcion de LCP, que también expresan ciclina D1.

Figura 4. Secuencia de aminoacidos de la proteina Sox11 de Homo sapiens.

Figura 5. Secuencia de acido nucleico del ARNm de SOX1711 de Homo sapiens.
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Figura 6. Tiempo de supervivencia para los pacientes con LDCBG con niveles altos o bajos niveles de Sox11.
Figura 7. Tiempo hasta la recaida para los pacientes con LDCBG con niveles altos o bajos niveles de Sox11.
Ejemplos
Ejemplo A: Linfoma de células del manto

Materiales y métodos

Andlisis de inmunohistoquimica

Sox—11. La expresién de Sox11 se investigd mediante andlisis inmunohistoquimico (IHQ) de diferentes tipos de
linfomas de células B y tejidos de control no malignos (véase la Tabla 1-4). Brevemente, secciones de tejido en
parafina de 2-4 ym de diferentes subtipos de linfoma o leucemia, asi como células B benignas (Department of
Pathology, Lund University Hospital archives or Division of Pathology, Malmé University Hospital) se desparifinizaron
y se rehidrataron. Una camara de destape eléctrico se utilizé para la recuperacion de antigenos, las secciones se
sumergieron en BORGdecloaker (Biocare, Concord, CA, USA) a pH 9,0 y después se tifieron con un anticuerpo
primario de conejo anti-Sox11 humana (1/100) a temperatura ambiente durante 25 minutos. El anticuerpo esta
dirigido a la siguiente secuencia proteica:

FMVWSKIERRKIMEQSPDMHNAEISKRLGKRWKMLKDSEKIPFIREA
ERLRLKHMADYPDYKYRPRKKPKMDPSAKPSASQSPEKSAAGGGG
GSAGGGAGGAKTSKGSSKK

[SEQ ID NO: 3]

y se produjo mediante el proyecto-HPR como se ha descrito anteriormente (Ek et al., 2006, Mol Cell Proteomics.,
5:1072-1081; Agaton et al., 2003, Mol Cell Proteomics., 2:405-414). Las sefales se detectaron usando el sistema
de deteccion de Dako REAL, que contiene el anticuerpo secundario biotinilado de cabra anti-conejo/raton, el
complejo de estreptavidina/peroxidasa/rabano picante como sustrato y 3,3 ' -diaminobenzidina, segun el protocolo
del fabricante. Los portaobjetos se contratifieron con hematoxilina Mayers (Sigma-Aldrich).

Ciclina D1. Para la determinacion IHQ de la ciclina D1 (CCND1), las secciones se sometieron a microondas en
tampon de EDTA para la recuperacion del antigeno y se inmunotifieron como se ha indicado anteriormente
utilizando un anticuerpo monoclonal anti-CCND1 de conejo altamente sensible de conejo (NeoMarkers, EE.UU.) una
dilucién de 1:100 (Cheuk et al, 2004, Am J Surg Pathol., 28: 801- 807) para las secciones completas y anticuerpo
monoclonal anti-CCND1 de ratén diluido 1:50 (Clon DSC-6, DAKO a/S, Dinamarca) para las secciones de
micromatrices de tejidos.

Micromatriz de tejido

La expresion de SOX11 también se analizd6 en un TMA que contiene una mezcla de los linfomas derivados de
células B diagnosticados en el Department of Pathology, Malmé University Hospital. Después de la reevaluacion
histopatologica, incluyendo los perfiles inmunohistoquimicos con un panel estandar de diagnéstico de anticuerpos
(Bcl-2, Bcl-6, CD3, CD5, CD10, CD23, CD30, CD79, Ciclina D1), se seleccionaron 10 casos de LCM, 27 casos de
LLC, 27 casos de LF y 30 casos de LDCBG para la construccion de TMA. Las amigdalas a partir de 3 individuos
sanos se utilizaron como tejido de referencia. Las areas tumorales representativas, no necréticas se marcaron en
secciones de H & E tefiidas dos nucleos de tejido de 1,00 mm se retiraron a continuaciéon de cada bloque de parafina
correspondiente y se montan en un nuevo bloque receptor usando un dispositivo automatizado (ATA-27, Beecher
Inc., Wisconsin, EE.UU.).

Andlisis por PCR

Se elimind la identificacién de todo el material biolégico y se us6 de acuerdo con los principios éticos de
investigacion establecidas para la institucion de los inventores. En cuatro " muestras de LCM-CCND1
crioconservadas se utilizé un molde de ADN en una PCR con un conjunto de cebadores para detectar ~40 % de las
fusiones BCL1/IGH resultantes de t(11;14) (q13; g32), caracteristica del LCM (van Dongen et al, 2003, Leukemia,
17:.2257-2317).

Andlisis gRT-PCR de la ciclina D1
El tejido de las anteriores cuatro muestras se alteré y se extrajo el ARN en un tampén de isotiocianato de guanidinio,

se aislo en una membrana de gel de silicio (Qiagen RNeasy ®) y se traté con DNasa |. La sintesis de ADNc utilizo
hexameros aleatorios (Invitrogen), 1x tampon de RT, mezcla de, 0,5 mM/dANTP y 4 unidades de transcriptasa inversa
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(todo de Omniscript ®, Qiagen), mas 20 unidades de inhibidor de RNasa (Invitrogen). Los inventores usaron un
ensayo de 5 'nucleasa fluorogénico para determinar los valores de Ctau en un software de ciclado con termociclador
Rotorgene, versién de software 6 (Corbett Research). TBP, TBP, que codifica una proteina de union a la caja TATA
en el complejo TFIID con la participacién de la ARN polimerasa Il se ha validado previamente como un gen de
referencia en linfocitos y su expresion es relativamente estable; el producto PDD (73 pb) se extendié por dos
intrones de 2,3 kpb y el producto CCND1 (70 pb) abarcé un solo intrén (1,4 kpb). Cada conjunto de cebadores se
realizé en reacciones separadas y cada muestra se realizé por triplicado. Cada ejecucion también tenia la linea
celular 519 Granta ADNc como control positivo, un control negativo de agua y dos controles que no son molde
utilizando RNA tratado con DNasa |, que no se habia sometido a transcripcion inversa,

La mezcla de reaccion CCND1 contenia en un volumen final de 25 pl: TagMan® Universal PCR Master Mix, No
AmpErase® UNG, 12,5 pl (Applied Biosystems), cebador directo CCND1 0,9 uM, 0,3 uM de cebador inverso, sonda
0,2 uM y 2 ul de ADNc. Para TBP, ambos cebadores estaban en 0,3 uM. Condiciones de los ciclos fueron 95 °C
durante 10 minutos, seguido de 50 ciclos a 95 °C/15 s e renaturalizacion a 60 °C/1 min.

Las expresiones génicas se calcularon para determinar el aumento de los valores de Ct de CCND1 normalizados
relativos a un llamado calibrador, en este caso un ganglio benigno, utilizando las férmulas (Livak y Schmittgen, 2001,
Métodos, 25: 402-408):

ACrt =(Cr,cenpt — Cr,78P) donde ACt es la diferencia entre los numeros de ciclo umbral de la diana y los genes de
referencia genes a los que la concentracién de los amplicones diana alcanza un nivel fijo; y

—AACr= —(ACr,q — ACr,cv) donde —AACT es la diferencia en la ecuacion anterior para cualquier muestra q en
comparacion con el calibrador, cb. La validez de este método se confirmé en un conjunto mas amplio de LCM en
el que los cambios del ARNm correspondian a la expresion del gen CCND1 (datos no mostrados, manuscrito
presentado).

FISH

El analisis de hibridacién de fluorescencia in situ (FISH) se utilizd para identificar los casos con la translocacion t(11;
14). Con el fin de evitar artefactos asociados al corte (Ventura et al., 2006, J Mol Diagn., 8:141-151), los inventores
aislaron los nucleos enteros de secciones de parafina de 40 ym de espesor desparafinadas en xileno y, después,
hidratadas. Las muestras fueron digeridas en 4 mg/ml de pepsina (Sigma P7012, 0,9 % De NaCl, pH 1,5), se
pasaron a través de un filtro de nylon red 41 pm, se sedimentaron, se suspendieron en PBS, se lavaron y se
extendieron sobre un portaobjetos ThinPrep (Cytyc, EE.UU), que se sec6 1 hora, se fijé en fijador de Carnoy (3:1
metanol: acido acético) 10 minutos y se seco6 al aire durante 1 hora.

Prehibridacién. Los portaobjetos se colocaron en PBS con 0,1 % de Triton-100 durante 2 minutos, se aclararon, se
digirieron en 0,3 mg/ml de pronasa (Roche, Alemania) en Tris 50 mM/HCI, 5 mM EDTA, a pH 7,6 durante 5 minutos,
se deshidrataron en etanol y se secaron al aire.

Hibridacién. Se preparo6 la sonda LSI® IGH/CCND1 XT de color doble de translocacion de fusion doble (Vysis,
Downers Grove, EE.UU.) marcada con SpectrumOrange (CCND1) y SpectrumGreen (IGH) y se hibridé de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Esta sonda se hibrida con ambos genes diana y sus secuencias flanqueantes, lo
que permite la visualizacion de los cromosomas derivados en t(11;14) (913; g32) como sefales de fusién de color
amarillo separadas.

Posthibridacion. Se retiré el cubreobjetos se retir6 y el portaobjetos se enjuagé en SSC (NaCl 299 mM, citrato de
sodio 30 mM, pH 7,0 con 50 % de formamida) en un bafio de agua a 45 °C durante 1 minuto. Después, el
portaobjetos se traté con 2 x SSC, 1 min a TA aclarado con 2 x SSC/0,1 % de NP-40, 2 x 1 min a TA. Después de
secar al aire durante 10 minutos, el portaobjetos se recubrié con 10 pyl de DAPI Il (125 ng/ml de 4, 6-diamidino-2-
fenilindol en 1, 4-fenilendiamina, Vysis Inc.), se cubri6 y se mir6 en un microscopio Olympus BX-40 de
epifluorescencia equipado con una lampara de 100 W y un filtro con un paso de banda doble rojo-verde (588 nm/538
nm).

Puntuacion. Para cada espécimen se puntuaron 50 nicleos para determinar la serie de sefiales de fusion utilizando
un valor de corte de 2 % basado en los recuentos de de fusion en 350 nucleos totales que no estan en ganglios no-
LCM.

Anaélisis del ARNm de Sox11 y ciclina D1

Todos los linfomas de células B y las muestras de referencia se purificaron mediante citometria de flujo de células
asistida por citometria y el ARN aislado se usé en Affymetrix U133 Plus 2.0 como se ha descrito anteriormente
(véase Andreasson et al., 2008, Cancer Lett. 259(2): 138—45). Los conjuntos de sondas para los genes SOX11 es
204913_s_at, 204914_s_at y 204915_s_at. La ciclina D1 esta representada por 208711_s_at y 208712_at. El valor
de los distintos conjuntos de sondas se muestra en la Figura 3 en el orden mencionado.
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Resultados

En este estudio, se ha investigado a Sox11 como antigeno potencial para el diagnéstico diferencial de los linfomas
de células B. Se us6 material de archivo de diagnoéstico incluido en parafina para evaluar la expresion de Sox11 en
diversas entidades de linfomas de células B y material de referencia. Curiosamente, tanto las secciones de tejido de
LCM (17/18, Tabla 1 y 2) como TMA de LCM (9/10, Tabla 3) mostraron tincién nuclear de Sox11, mientras que otros
linfomas generalmente fueron negativos o mostraron tincion citoplasmica. Una vision general de los resultados del
analisis inmunohistoquimico se muestra en la Figura 1.

Analisis inmunohistoquimico

Tincion IHQ de Sox-11 de secciones de tejido entero de linfomas de células B y material de referencia de
amigdalas. La tincion para Sox11 en secciones de tejidos enteros de LCM dio lugar a la tincion nuclear de la
mayoria de los casos (17/18, Tabla 1 y 2). Para la mayoria de estos casos positivos, la tincién nuclear era brillante y
se encontrd en la mayoria de las células tumorales (14/17), mientras que tres casos mostraron un menor numero de
nucleos positivos, pero tenia una tincion citoplasmica distinta de la mayoria de las células tumorales (Figura 1). El
analisis de secciones de tejido enteras de linfoma folicular (LF), leucemia/linfoma linfocitico crénico (LLC) y el
material de referencia mostraron que para el LF, 15/20 casos fueron negativos y los cinco casos restantes mostraron
tincion citoplasmatica de Sox11, las de LLC fueron negativos en 18/20 casos y mostraron tincion citoplasmatica en
los dos restantes y, por ultimo, el material de referencia de amigdalas no mostraron tincién citoplasmatica en 2/4 de
los casos, respectivamente. La tincion citoplasmica de los diversos linfomas se distinguié facilmente de Ila tincion
nuclear brillante de la mayoria de los LCM.

Tinciéon IHQ de Sox11 de micromatrices de tejidos de linfomas de células B y material de referencia de
amigdalas. Las micromatrices de tejido de LCM, CLL, LF, LDCBG (linfoma difuso de células grandes B) y el material
de amigdalas de referencia también se analizaron (tabla 3 y figura 1). EI LCM mostro tincion nuclear positiva de
Sox11 en 9/10 casos y tincién citoplasmica en 1/10 casos. Las secciones de LLC no mostraron tincion en la mayoria
de los casos (19/27) y tincion citoplasmica de Sox11 en ocho casos. El LF mostré resultados similares en los casos
22/27 mostraron ninguna tincion y los cinco casos restantes mostraron tincion citoplasmatica. Como el LLC y el LF,
el LDCBG fueron negativos en la mayoria de los casos (17/30) y mostraron tinciéon citoplasmica de Sox11 en diez
casos. Por otra parte, algunos casos de LDCBG (3/30) mostraron una tincién nuclear débil y difusa, claramente
distinta de la tincidon nuclear brillante del LCM. Las secciones de tejido de amigdalas se utilizaron como material de
referencia y 2/3 de los casos en el TMA no mostraron tincion mientras que un solo caso mostrd tincion
citoplasmatica de Sox11 en las células que pueblan el foliculo de células B. En todos los casos de material de
amigdalas referencia, se observé una fuerte tincion nuclear de células epiteliales

Tincién de IHQ de Sox11 de los casos de LCM negativos para ciclina D1. La tincién de Sox11 se analizé en
cuatro casos de LCM negativo para ciclina D1 (Figura 2). Estos casos habian sido diagnosticados segun las
caracteristicas morfologicas (tres casos), ya que no hubo detecciéon de ninguno de transcrito de ciclina D1, proteina
ciclina D1 o transcrito de BCL1/IG. Ademas, tres de los cuatro casos mostraron ninguna o muy baja frecuencia de
translocacién de ciclina D1 (t(11;14)), tal como se evalué mediante analisis FISH, mientras que un solo caso mostrd
signo de t(11; 14) en el 22 % de los nucleo analizados.

Sox11 fue negativa o mostré6 una débil tincién citoplasmicas para la mayoria de los casos, pero se observé una
tincion nuclear brillante para el caso de LCM negativo para ciclina D1 con una frecuencia elevada de de t(11;14).

Tincion IHQ de Sox11 de varios materiales de referencia. Para investigar mas ampliamente la expresion de
Sox11 en diferentes tejidos humanos se usé un TMA centrado en el material no maligno (Tabla 4). La tincién nuclear
de Sox11 solo se observé en los queratinocitos y células escamosas, mientras que todos los otros tejidos incluyendo
la médula 6sea y el cerebro, tenian células con nucleo negativo. Sin embargo, varios tipos de células y tejidos
mostraron tincién citoplasmica para Sox11, incluyendo los enterocitos, hepatocitos, asi como células en el pancreas
y la prostata.

Niveles de ARNm de SOX11 y CCND1/BCL1 en varios linfomas de células B y las muestras de referencia. El
nivel de ARNm de SOX11 y CCND1/BCL1 se evalué utilizando un material de diferentes linfomas de células B y
muestras de referencia se pasado por matrices Affymetrix U133 Plus 2.0 (Figura 3). El nivel transcripcional SOX11
es 10-100 veces mayor para las muestras de LCM en comparacién con la mayoria de los demas linfomas de células
B (Figura 3). No solo los LCM primarios mostraron una elevada expresion de SOX11 sino que también se
observaron niveles elevados en las muestras de LCM leucémico (L-LCM) y lineas celulares de LCM. Algunas
muestras de LDCBG también muestran niveles elevados ARNm de SOX11, como representa un valor promedio
aumentado, que se correlaciona bien con la variacion que se observa en el nivel de proteinas utilizando el analisis
de IHQ.

Los niveles del transcrito de CCND1/BCL1 fueron tan elevados como se esperaba en todos los tipos de muestras de
LCM, incluyendo el LCM ganglionar y leucémico, y también en las muestras de leucemia de células peludas (LCP).
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Tabla 1. Tincién IHQ de Sox11 y ciclina D1 en secciones de tejido entero de LCM

Entidad ID del Sox11 Descripcion Ciclina D1 t(11;714)*
caso
LCM 1 Positivo tincién nuclear Positivo Positivo
LCM-VB 2 Positivo Fuerte tinciéon nuclear Positivo Positivo
LCM 3 Positivo Tincion positiva y tincion citoplasmica localizada Positivo n.d.
LCM 4 Algunas células Tincion citoplasmica y débil tincién nuclear en una Positivo n.d.
nucleares fraccion de las células tumorales
positivas
LCM 5 Positivo tincion nuclear Positivo Positivo
LCM-VB 6 Negativa Negativo, algo de fondo Positivo Positivo
LCM 7 Positivo Fuerte tinciéon nuclear Positivo n.d.
LCM 8 Algunas células Tincidn citoplasmica y tincién nuclear granular en  Positivo n.d.
positivas una fraccién de las células tumorales
LCM-FP 9 Positivo Fuerte tinciéon nuclear Positivo n.d.
LCM 10 Positivo Tincién nuclear y tincion citoplasmica localizada Positivo n.d.
LCM 11 Positivo Fuerte tincion nuclear Positivo n.d.
LCM 12 Positivo tincién nuclear Positivo n.d.
LCM 13 Positivo Fuerte tincion nuclear Positivo n.d.
LCM 14 Positivo tincién nuclear Positivo n.d.
LCM 15 Positivo tincién nuclear Positivo n.d.
LCM 16 Positivo Fuerte tincion nuclear Positivo n.d.
LCM 17 Positivo tincién nuclear Positivo n.d.
LCM 18 Algunas células Tincion citoplasmica y tincion nuclear granular en  Positivo n.d.
nucleares una fraccién de las células tumorales
positivas

LCM-VB, LCM con variante blastoide; LCM-FP, LCM con tipo pleomorfo, n.d., no determinado
La translocacion t(11;14) se evalué usando FISH

Tabla 2. Resumen de las tinciones IHQ de Sox11 en secciones de tejido enteras de linfomas de células B

y material de referencia de amigdalas

Entidad Numero de Sin Tincién citoplasmica y débil Tincién nuclear
casos tincion tincion nuclear

LCM 18 1 3 17

LLC 20 18 2 0

LF 20 15 5 0

Amigdala-CG 2 2 0

Tabla 3. Resumen de las tinciones IHQ de Sox11 en secciones TMA de linfomas de células B y material de
referencia de amigdalas.

Entidad Numero de casos* Sin tincion

Tincién citoplasmica

Tincién nuclear

LCM** 10 1 9 (fuerte)

LLC 27 19 8 0

LF 27 22 5 0

LDCBG 30 17 11 2 (débil o moderada)
amigdala 3 2 1 0

*todos los casos se realizaron por duplicado
** un caso de LCM se diagnostico inicialmente como LDCBG pero cambidé a LCM segun las tinciones
inmunohistoquimicas que mostraban positividad para ciclina D1/CD5 y negatividad para CD10/bcl-6.

Tabla 4. Resumen de las tinciones IHQ de Sox11en secciones de TMA secciones de diversos tejidos.

Tipo de célula Organo Tincién IHQ
Nuclear Citoplasmica
Schwann Nervio periférico Positiva Negativa
Queratinocito Piel Positiva Positiva
Escamoso Amigdalas Positiva Negativa
Epitelio Bronquio Positiva disperso Positiva
Epitelio folicular Tiroideo Occ. débil positivo Positiva
Enterocito Apéndice Negativa Positiva
Colon Negativa Positiva
Hematopoyético Médula 6sea Negativa Negativa
Corteza cerebral Cerebro adulto  Negativa Negativa
Epitelio acinar Mama Negativa Negativa
Pancreas Negativa Positiva
Prostata Negativa Positiva
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Hepatocito Higado Negativa Positiva
Tuabulo renal Rifi6n Negativa Positiva
Glomérulos Negativa Negativa
Melanoma Piel Negativa Positiva
Musculo esquelético Negativa Negativa
Trofoblasto Placenta Negativa Negativa
Musculo liso Utero Negativa Positiva

Discusién

En el presente documento, los inventores presentan el nuevo hallazgo de que el factor de transcripcion que no es de
linaje de células B Sox11 se expresa especificamente en el LCM en comparacién con otros linfomas de células B y
con tejido no maligno (Tablas 1-4 y la Figuras 1-3).

Sox11 normalmente se expresa en todo el sistema nervioso central en el embrion humano vy, por lo tanto, parece
tener un papel en el sistema nervioso en desarrollo (Cheung et al., 2000, Brain Res Mol Brain Res., 79:180-191). El
analisis Q-RT-PCR no solo ha confirmado la expresion en el cerebro fetal, sino que también mostré sobreexpresion
de Sox11 en gliomas malignos en comparacién con el cerebro adulto normal y otros 6rganos (Weigle Weigle et al.,
2005, Oncol Rep., 13:139-144).

En contraste, se ha demostrado que muchos tejidos adultos, por ejemplo, bazo, timo, préstata, testiculo, ovarios,
intestino delgado, colon, sangre periférica, leucocitos, corazén, cerebro, placenta, pulmén, higado, musculo
esquelético, rifidn y pancreas, son negativos para el ARNm de Sox11 (Jay et al., 1995, Genomics., 29:541-545). La
falta de expresion en el cerebro y los leucocitos adultos se correlaciona con los resultados de los inventores, pero,
frente al estudio realizado con el ARNm, inventores detectaron tincion citoplasmica de la proteina Sox11 en rifién,
higado, pulmén y pancreas (Tabla 4).

La funcion de Sox11 y de muchos de los otros miembros de la superfamilia de la caja HMG de Sox no esta clara
(Wegner M et al., 1999, Nucleic Acids Res., 27:1409-1420). Se ha descubierto que los dominios HMIG de Sox se
unen a la secuencia de consenso 5'—(A/T)(A/T)CAA(A/T)G-3' en el surco menor del ADN (Harley VR, 1994, Nucleic
Acids Res., 22:1500-1501) e inducen un cambio conformacional grande en el ADN (Werner et al., 1995, Cell,
81:705-714). Se ha sugerido que la funcion de las proteinas Sox es, al menos en parte, arquitectonica, permitiendo
que otros factores de transcripcion se unan el surco mayor y/o juntando elementos reguladores y facilitando de este
modo la formacion de complejos de proteinas (Dong et al., 2004, Cytogenet Genome Res. 105:442—-447).

Ademas, se ha descubierto que Sox11 tiene, de manera similar, otros factores de transcripcién, que tienen una
region autoinhibidora que reprime la capacidad de union del ADN y reduce la activaciéon de genes in vivo (Wiebe et
al., 2003, J Biol Chem. 278:17901-17911). Es probable que la unién al ADN se permita al neutralizar el dominio de
autoinhibicién a través de una modificacion postraduccional y/o interacciones directas con proteinas asociadas
mediante union especifica (Wiebe et al., 2003, J Biol Chem. 278:17901-17911).

Existe un creciente apoyo a un modelo en el que el dominio HMG sirve para dos funciones, (i) union al ADN vy (ii) la
seleccion de parejas, que puede permitir el reclutamiento selectivo de proteinas sox individuales a genes
especificos. Entre otras, la funcion de Sox11 y Sox2 y su interaccion con dos proteinas Pit-Oct-Unc (POU), Oct-3 y
Brn-2 se ha estudiado en el sistema humano. Se demostré6 que ambas proteinas cooperaron con Oct-3, mientras
gue solo Sox11 se podia asociar a Brn-2 para activar la transcripcion(Wiebe et al., 2003, J Biol Chem. 278:17901—
17911). Previamente se ha demostrado que Brn-2 estad implicada en la proliferacion de células tumorales de
melanoma y puede, como ciclina D1, ser inducida por la via de WNT/Beta—catenia (Larue y Delmas, 2006, Front
Biosci., 11:733-742).

Curiosamente, se ha demostrado que uno de los otros miembros de la familia Sox, Sox6, suprime la actividad del
promotor de la ciclina D1 mediante la interaccion con Beta-catenina (Iguchi et al., 2007, J Biol Chem.), de modo que
se ilustra la compleja regulacién de los genes. En consecuencia, la expresion y el uso de proteinas sox individuales
pueden estimular especificamente la actividad de determinados factores de transcripcién, como las proteinas POU,
y, por lo tanto, influir en las funciones celulares vitales. Ya se ha demostrado que Oct-2, que es un factor de
transcripcion de POU, actua como un factor de supervivencia celular en células de linfoma que albergan la
translocacion t(14;18), mediante activacion directa del gen antiapoptético bcl-2 (Heckman et al., 2006, Oncogene.,
25:888-898). Aunque esto no se ha asociado a la activacion de Sox, indica el efecto que podria tener la activacion
de la proteina POU inducida por Sox.

Se han realizado mas estudios funcionales en el sistema murino y se ha demostrado usando cultivos de células
primarias y continuos que la supervivencia de las neuronas y el crecimiento de las neuritas depende de Sox11
(Jankowski et al., 2006, Neuroscience, 143:501-514). Su papel en la remodelacion tisular también se ha estudiado
en un modelo de ratéon defectivo que muestra diversas malformaciones, lo que indica que Sox11 es importante para
la remodelacion de tejidos y que Sox11 mutada en seres humanos potencialmente puede corresponder a sindromes
de malformaciones (Sock et al., 2004, Mol Cell Biol., 24.6635-6644). Ademas, se demostré6 mediante el uso de
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deficiencia de ARNip en una linea celular de neuroblastoma y en neuronas cultivadas de ganglios de la raiz dorsal
de raton dorsales que la deficiencia de Sox11 modulaba el nivel de ARNm que codifican varios genes relacionados
con la supervivencia y la muerte celular, por ejemplo, aumento de la expresién del gen proapoptotico BNIP3 y
disminucion de la expresion del gen antiapoptotico TANK (activador de NFkB asociado al miembro de la familia del
factor asociado al receptor de TNF) (Jankowski et al., 2006, Neuroscience, 143:501-514).

Por lo tanto, aunque la funcion en el sistema humano no esta clara, se puede hipotetizar que la sobreexpresion de
Sox11 en el LCM puede conducir a la regulacion aberrante de los genes implicados en la supervivencia y/o la
muerte celular. Esto se ve apoyado por el hecho de que se ha demostrado que muchos de los genes de Sox estar
involucrados en diferentes tipos de cancer, tal como revisaron Dong et al. (Dong et al., 2004, Cytogenet Genome
Res. 105:442—-447) Sox4, que es altamente homoéloga a Sox11, se ha identificado como un regulador potencial del
oncogén de cancer de mama humano, HER2/neu (c-ErbB2) (Chang et al, 1997, Oncogene, 14: 1617-1622) y tanto
Sox4 como Sox11 se expresan fuertemente en la mayoria de los meduloblastomas, oligodendrogliomas anaplasicos
y glioblastomas.

En este estudio, los inventores muestran que Sox11 también se sobreexpresa especificamente en el LCM
comparacion, no solo con el tejido benigno, sino también con otros linfomas de células B, tanto a nivel de ARNm
(Figura 3) como a nivel de proteinas (Figura 1 y Tablas 1- 3). El analisis del ARNm de los diferentes tumores
malignos muestra, como se esperaba, una elevada sobreexpresion de ciclina D1 en el LCM y la LCP, pero mas
sorprendentemente también una sobreexpresion > 100x de Sox11 en el LCM en comparacién con los otros tejidos
(Figura 3). La sobreexpresion de Sox11 fue, en muchos casos, no solo cuantitativa, sino también cualitativa, dado
qgue la mayoria de los casos no LCM no mostraron expresion del transcrito. Ademas, el uso de Sox11 no estaba
limitado al LCM ganglionar primario, sino también las lineas de células LCM-L y LCM expresaron el transcrito a
niveles altos (Figura 3).

A nivel de proteina, el LCM positivo para ciclina D1 mostro tincién nuclear de Sox11 en el 93 % (26/28) de los casos
y, en la mayoria de los casos, era brillante, mientras que unos pocos casos (3/28) mostraron tincion nuclear mas
débil y menos frecuente, como se muestra en la Figura 1. No se observaron casos de tinciéon nuclear brillante para
LDCBG, LF, LLC o material de amigdalas de referencia, aunque alguno de los casos mostro tincion citoplasmatica,
como se muestra en la Figura 1.

La localizacion citoplasmica de Sox11 detectada en algunos de los casos no se puede explicar. Las sefiales de
localizacién nuclear se conservan entre todas las proteinas Sox (Poulat et al., 1995, J Cell Biol., 128:737-748;
Sudbeck y Scherer, 1997, J Biol Chem., 272:27848-27852)) y aunque se ha encontrado una sefial de exportacion
nuclear dentro del grupo de las proteinas E sox (Sox8-10), (Gasca et al., 2002, Proc Natl Acad Sci USA, 99:11199—
11204; Rehberg et al,. 2002, Mol Cell Biol., 22:5826-5834) aln no se ha demostrado para Sox11. Curiosamente, las
proteinas con secuencias nucleares tanto de importacion como de exportacion nuclear se desplazaran
continuamente entre el citoplasma y el nacleo (Wegner, 2005, Cell Res., 18:74—-85) y para Sox10 se ha demostrado
gue esto es esencial para la funcién de la proteina (Rehberg et al., 2002, Mol Cell Biol., 22:5826-5834).

Para probar también el potencial diagnostico de Sox11 para los LCM que carecen de la expresion de la proteina
ciclina D1 caracteristica, se analizaron cuatro casos de casos de LCM negativos para ciclina D1. Sox11 solo mostro
tincion en el caso con un alto numero de nucleos positivos para la translocacion. Esto sugiere que Sox11 puede ser
util en la IHQ de rutina para identificar los LCM positivos y negativos para ciclina D1.

Los criterios actuales para el diagnoéstico de LCM se basan en las directrices de la Organizacion Mundial de la Salud
que indican que el diagndstico de LCM se basa en el examen morfolégico y el inmunofenotipo, con demostraciéon de
sobreexpresion de la proteina ciclina D1 y/o la translocacion t(11;14) q13;932) (Harris et al., 2000, Mod Pathol.,
13:193-207). Esta definicion se basa en el hecho de que el LCM negativo para ciclina D1, que se diagnosticd
basandose en el examen morfologico y fenotipico, tiene una mejor supervivencia significativa que el LCM positivo
para ciclina D1, de modo que define una entidad distinta (Yatabe et al., 2000, Blood., 95:2253—2261). Sin embargo,
ultimamente, otros han demostrado que hay casos que carecen tanto de la translocacion t(11;14) como de la
proteina ciclina D1, pero que todavia tienen un perfil de expresién génica similar a los LC clasicos positivos para
ciclina D1 LCM y debera considerarse que estos pertenecen a la entidad LCM (Fu K et al., 2005, Blood. 106:4315—
4321).

Los resultados de los inventores apoyan la definicion actual de que un diagndstico valido de LCM debe incluir la
proteina ciclina D1 o la translocacién t(11;14). A partir de los resultados de los inventores, también esta claro que no
hay co-regulacion general de la ciclina D1 y el ARNm de Sox11, ya que la LCP que expresa ciclina D1 carece de
expresion de Sox11. Sin embargo, laS LCP expresan ciclina D1 independiente de reordenamientos cromosémicos
(de Boer et al. 1996, Ann Oncol. 7:251-256), lo que podria sugerir que la sobreexpresién de Sox11 en el LCM se
correlaciona con la translocacion t(11;14).

En resumen, en este estudio, los inventores presentas el hallazgo novedoso de que Sox11 se expresa

especificamente en el nucleo de LCM, mientras que otros linfomas de células B no muestran tinciéon ni tincién
citoplasmatica. Por lo tanto, Sox11 no solo muestra un gran potencial para el uso como diagnostico, como un fuerte
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complemento a la ciclina D1, para el diagnéstico especifico de los LCM negativos y positivos para ciclina D1, sino
que también indica un papel funcional importante para este antigeno en la supervivencia y/o transformacion de
células tumorales de LCM.

Ejemplo B: Linfoma difuso de células B grandes

Este estudio demuestra que la tincion citoplasmatica de Sox-11 se correlaciona con la supervivencia y el tiempo
hasta la recaida en el linfoma difuso de células B grandes.

En el presente estudio, se seleccionaron 153 pacientes para el analisis de la correlacion de la expresién de Sox-11
con la supervivencia global y el tiempo hasta la recaida. Todas las tinciones con anti-Sox-11 se llevaron a cabo por
triplicado en los nucleos de cada paciente, montadas como micromatrices de tejidos. La tincién se evalué tanto
manualmente, como también mediante una evaluacion automatizada de la zona de la seccién que se tifi6
positivamente para Sox-11. Todas las tinciones fueron tinciones citoplasmicas, mientras que casi no se observaron
tinciones nucleares para el LDCBG (151/153 negativos para la tincién nuclear), que es todo lo contrario al LCM,
como los inventores han descrito anteriormente (Ek et al., 2008, Blood 111, 800-805). El punto de corte para la
tincion positiva se fij6 a 5 % de la superficie total del tejido. 35 pacientes fueron designados como niveles elevados
de Sox-11y este grupo se compar6 con el grupo de niveles bajos de Sox11 o negativos. El analisis mostré que tanto
la supervivencia global (Figura 6) como el tiempo hasta la recaida (Figura 7) eran significativa mejores (p <0,05) para
el grupo de niveles altos de Sox-11 en comparacion con el grupo de niveles bajos de Sox11 o negativos.

En resumen, la tinciéon citoplasmatica de Sox-11 se correlaciona positivamente con la supervivencia y el tiempo
hasta la recaida en el LDCBG.
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atttggcttc
aacttgatac
caggacaggc
gtgagaatca
tattcttgcc
taagtaagtc
tggcgggtayg

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
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<210> 3

gtgctgtgtg
agactctgat
attaattctt
tatttaaaaa
attgtgtatg
ttagctagag
atcaagggga
tttcatgaaa
cataatcatc
taagtgactt
-tagtcattca
ataatatgta
gagaggtttt
cctgctttta
cagcgaaaat
cagtttcagg
aaatttccat
aacaagaatg
tccatgtaac
tcactgttca
attctgctct
tgtggagcct
Cttccatttt
ttcgtttttt
ttatctgttc
tagtgaactt
caaaagtgca
gtataaaagt
gtgcacagat
agagaacttc
tttccaatga
ctcactgttt
aaatgaaaaa
tctaggctcc
acatttcccc
ttttgatcaa
gttcaaaaac
tcattaattt
ttttgcattt
ttttccggtt
ggacagaacc
ttttccaagg
tgaaaaaccc
gcatgccagc
tgcgctggag
tcgtcttctc
tgctgtatca
aaacctgatc
ttgacccacc
atgtctcttt
attgtgtgat

<211> 111
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 3

cacggcagec
ggcattttgg
taaactgtgg
aaaaaaaaat
ttatgaatga
aaagaaatca
agtgatttaa
gaaaaagact
tgatattagt
ttgcccaagg
atataaatat
tattcttact
cttggactct
acagatttct
agtttactga
gaagattttt
taggaatgtc
agccttacet
tcttgacata
ttctatttga
ttgataacaa
acattttcaa
acttactgct
tcattgtact
catgtggatg
aaaataaaca
gaaagtataa
aataacttta
aggactgttt
tctacagaga
gcaattggtg
gatcaaactt
ataaagcaat
tcgaagagat
ttccaaaaaa
atagatattg
agtatgcctc
cccattttgt
gttctgtgac
tgggactcct
acctgatgtt
ccacatgaaa
ttttgtgtag
gcacggccta
gatgaagtgt
gtagactatc
aagttgtaaa
acatagagaa
cccecttggt
tgcaagagtt
caatcttcaa
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tagccagtgg
taagctttcc
aagtaatttc
gctaataaaa
ctacagacac
ttacaactct
atatgcataa
caaaagacaa
acagtacaag
aatttgagaa
attatatcaa
tttcttctaa
cccatttata
gaggcaaata
gttgtcaatt
tcaggatatt
agtttcaaat
atcctaacac
cttttctgag
tttattctac
ctcaggattt
ccacaataaa
ggcttttttt
tttttaacac
cagtgagttt
gaattttaaa
aacggcttac
ttgggtagag
taaatgattt
aacaaaccac
aatttaagca
cttttatgta
atgacaaaaa
ttttttaata
aaaaaaaagg
acaaagggcc
ctcccttgaa
ctacttttac
accttrtttt
agtggttatg
ttagagcagt
cttactttct
aagtctgagt
ttgctgtgaa
ttgatagcac
tagcatgcag
attaagcatt
tatcagtggc
atgcagtgtt
tttcacagag
aaaaaaaaaa

ggatcctgct
atctttaaga
cagttcttac
ggcagtgtac
tgggcaaatt
tttgggcaga
atgtagcagt
gacttatttt
aaatttacat
ataaggcaaa
tcttaacttt
tgggcatatg
gaatctttat
tatttgtgct
ttatcagtag
tctcagttat
accctttgta
agggatttac
atttggctta
aacatcccct
ttttgttcag
gatgaaacaa
tttrretttt
tacctatatc
ataagagaat
ggagacctat
aaagggagac
atattcttac
gggaactttt
taaaagcaat
acctggatgt
gtcacgtaga
gtttaaaaat
tgatgcttgt
acaactggaa
ctctgtcaca
tcacataggg
tcttgtacat
gaattgactg
gcatcccata
tttcagcatg
tagccactcc
ggtttgtggg
acagagagaa
taggggggaa
agtgtagtgt
atttattgaa
ttgtgcttgt
aatgctcagg
gattacattt
aaaaaaa

21

gtttattata
aattgaacca
actctgatac
ttaaactgtg
atttgtagaa
gatgtttctt
cagggtgatt
tctcttctgg
ttgtttttta
taagttgctc
tttattctct
tatccttgtg
actcttttac
tttttcttat
ataagaaact
tctaagggcec
tagcctaagce
aagttcccaa
tttttattat
tttatttaat
ttttggtttt
aatttatgaa
tccttgattce
cattagctgc
ttcacaaaca
ttttatactc
acaagctcat
aagatctagc
ggttgcctgce
atgaccgagt
gcatatgtgg
cttgattttt
gcataaaaaa
cttactttct
gtaatttatc
tttttcttca
agaaacgtta
atgttgtggg
ttttaaaacg
atgcttcgtg
acactgttaa
aggtttggga
ggggaccttt
ggtaaagcta
agaaaatgca
gttgaaacgg
aactatgtat
gcttcgatct
gttgaaaata
gttcaaaaga

agtagttcac
gcattctctt
gcatcccttt
ctttgcaaat
tgattatcct
tttaatgtta
tagttgcttt
gacttgaaat
cttcagaatt
tattttaaag
gatatgatta
gacactttga
tgtgtggttc
gtaggaagac
ttctttatta
aaattttgta
ctgtgaggat
agtaaccgtc
tggttatttc
gatctggaaa
tgccccttee
actgagctct
ctaccatacc
ctaattagtt
agtagttttt
aataaaagca
aatgttccat
acctctgceca
agttgtgaac
tgagatgtgg
aggctccegt
tctgctgtga
taggatttcc
tagacacgtt
atataaagaa
tccagetttt
tactccattc
tttaagagtc
gaggcctatt
acggccacca
caagtgtgta
gcagaaaagc
tttagagttt
cctgaggcag
tggcaaagtt
tgtatgacat
ttttttgtaa
aaccagcttc
gtacactcca
ctctaataaa

5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8737



Phe Met val Trp Sser
1 5
Pro Asp Met His Asn
20
Lys Met Leu Lys Asp
35

Arg Leu Arg Leu Lys
50
Pro Arg Lys Lys Pro
65

Gin Ser Pro Glu Lys
85

Gly Gly Ala Gly Gly
100

Lys
Ala
Ser
His
Lys

70

ser

Ala
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Ile Glu Arg Arg Lys Ile Met Glu Gln Ser
10 15

Glu Ile Ser Lys Arg Leu‘G1y Lys Arg Trp
25 30 v

Glu Lys Ile Pro Phe Ile Arg Glu Ala Glu
40 45

Met Ala Asp Tyr Pro Asp Tyr Lys Tyr Arg
55 60

Met Asp Pro Ser Ala Lys Pro Ser Ala ser
75 80

Ala Ala Gly Gly Gly Gly Gly Ser Ala Gly
90 95

Lys Thr Ser Lys Gly Ser Ser Lys Lys
105 110

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2604 763 T3

REIVINDICACIONES

1. El uso in vitro de un resto de unién que es capaz de unirse selectivamente a la proteina Sox11, o a una molécula
de acido nucleico que codifica la misma, en el diagnéstico o el pronéstico de un linfoma, en el que el linfoma es un
linfoma de células del manto (LCM) o un linfoma difuso de células B grandes (LDCBG) y en donde el uso es para
diagnosticar LCM, pronosticar LCM o diagnosticar LDCBG.

2. El uso in vitro de un resto de union que es capaz de unirse selectivamente a la proteina Sox11, o a una molécula
de acido nucleico que codifica la misma, en la deteccidon de células de linfoma, en el que el linfoma es un linfoma de
células de manto (LCM) o un linfoma difuso de células B grandes (LDCBG).

3. Un uso in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores para la deteccion de la expresiéon
Sox11 como biomarcador Unico para linfoma.

4. Un uso in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el resto de unién que
es capaz de unirse selectivamente a la proteina Sox11, o a una molécula de acido nucleico que codifica la misma,
se usa en combinacion con uno o mas restos de unién adicionales para detectar uno o mas biomarcadores
adicionales para linfoma.

5. Un uso in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende detectar la
expresion nuclear de Sox11.

6. Un uso in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el resto de unién es
capaz de unirse selectivamente a la proteina Sox11.

7. Un uso in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el resto de unién
comprende o consiste en un anticuerpo o un fragmento de union a antigeno.

8. Un uso in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el resto de union es capaz
de unirse selectivamente a una molécula de acido nucleico que codifica la proteina Sox11.

9. Un uso in vitro de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que el resto de unién comprende o consiste en una
molécula de acido nucleico.

10. Un uso in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el resto de unién que
es capaz de unirse selectivamente a la proteina Sox11 o a una molécula de acido nucleico que codifica la misma,
comprende un resto detectable.

11. Un método in vitro para detectar células de linfoma en un individuo, comprendiendo el método:

(a) proporcionar una muestra de células del individuo; y

(b) determinar la cantidad de proteina Sox11 y/o de ARNm en la muestra de células, en donde los niveles de
proteina Sox11 y/o de ARNm son indicativos de que el individuo tiene células de linfoma y en donde el linfoma es
un linfoma de células del manto (LCM) o un linfoma difuso de células B grandes (LDCBG).

12. Uso de un resto de unién como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en la preparacion de
un medicamento para diagnosticar o pronosticar un linfoma in vivo, en el que el linfoma es un linfoma de células del
manto (LCM) o un linfoma difuso de células B grandes (LDCBG) y en donde el uso es para diagnosticar LCM,
pronosticar LCM o diagnosticar LDCBG.
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Figura 1
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Figura 2
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Bicm

[ Lineas celulares de LM

Células B de amigdalas

Células B de sangre

B cpP
B8 L

0 LDCBGCG

{3 LDCBG no CG

¥ LDCBG transformado

o LF

B 'Lineas celulares de LF

CCND1

CCND1

SOX11

SOX11

SOX11

Figura 3
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MVQQAESLEAESNLPREALDTEEGEFMACSPVALDESDPDWCKTASGHIKR
PMNAFMVWSKIERRKIMEQSPDMHNAEISKRLGKRWKMLKDSEKIPFIREAE
RLRLKHMADYPDYKYRPRKKPKMDPSAKPSASQSPEKSAAGGGGGSAGG
GAGGAKTSKGSSKKCGKLKAPAAAGAKAGAGKAAQSGDYGGAGDDYVLG
SLRVSGSGGGGAGKTVKCVFLDEDDDDDDDDDELQLQIKQEPDEEDEEPP
HQQLLQPPGQQPSQLLRRYNVAKVPASPTLSSSAESPEGASLYDEVRAGAT
SGAGGGSRLYYSFKNITKQHPPPLAQPALSPASSRSVSTSSSSSSGSSSGS
SGEDADDLMFDLSLNFSQSAHSASEQQLGGGAAAGNLSLSLVDKDLDSFSE

GSLGSHFEFPDYCTPELSEMIAGDWLEANFSDLVFTY
SEQ ID NO:1

Figura 4
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acctccgcaCgégacccagcggcccgggttggagcgtccagccctgcagcggatcat
ggtgcagcaggcggagagcttggaagcggagagcaacctgeccccgggaggegetgga
cacggaggagggcgaattcatggcttgcagecccggtggececctggacgagagcgaccce
agactggtgcaagacggcgtcgggccacatcaagcggccgatgaacgegttcatggt
atggtccaagatcgaacgcaggaagatcatggagcagtctccggacatgcacaacgce
cgagatctccaagaggctgggcaagcgctggaaaatgctgaaggacagcgagaagat
cccegttcatccgggaggeggageggetgeggectcaagcacatggecgactacccecga
ctacaagtaccggccccggaaaaagcecccaaaatggaccecctcggccaagecccagcge
cagccagagceccagagaagagcgeggcecggeggeggceggegggagegegggeggagg
cgcgggcggtgccaagacctccaagggctccagcaagaaatgcggcaagctcaaggce
cceccgeggecgcgggcgccaaggcecgggcgcgggcaaggcggeccagtccggggacta
cgggggcgcgggcgacgactacgtgectgggecagectgegegtgageggetcecgggegyg
cggcggcgcgggcaagacggtcaagtgegtgtttectggatgaggacgacgacgacga
cgacgacgacgacgagctgcagctgcagatcaaacaggagccggacgaggaggacga
ggaaccaccgcaccagcagctcecctgcagecgecggggcagcagecgtcgecagetgcet
gagacgctacaacgtcgccaaagtgcccgecagecctacgctgagecagecteggegga
gtccceecgagggagecgagectctacgacgaggtgegggecggecgegacctecgggege
cgggggcggcagccgectctactacagettcaagaacatcaccaagcagcacccgcece
gccgectecgegecagecegegetgtegeececgegtectecgegeteggtgtecacctecte
gtccagcagcagcggcagcagcagcggcagcagcggcgaggacgccgacgacctgat
gttcgacctgagcttgaatttctctcaaagcgecgcacagecgeccagcgagcagecagcet
ggggggcggcgcggcggccgggaacctgtcecctgtegetggtggataaggatttgga
ttcgttcagcgagggcagecctgggctcccacttecgagttecccecgactactgcacgcec
ggagctgagcgagatgatcgcgggggactggctggaggcgaacttctecgacctggt
gttcacatattgaaaggcgcccgctgcectcecgetetttectetecggagggtgcagagetg
ggttccttgggaggaagttgtagtggtgatgatgatgatgataatgatgatgatgat
ggtggtgttgatggtggcggtggtagggtggaggggagagaagaagatgctgatgat

Figura 5
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attgataagatgtcgtgacgcaaagaaattggaaaacatgatgaaaattttggtgga
gttaaagtgaaatgagtagtttttaaacatttttcctgtcctttttttgtcceceect
cccttectttatcgtgtctcaaggtagttgecatacctagtctggagttgtgattatt
ttcccaaaaaatgtgtttttgtaattactatttctttttcctgaaattcgtgattgc
aacaaaggcagagggggcggggcgggggaggggaggtaggacccgctcecggaaggceg
ctgtttgaagcttgtcggtctttgaagtctggaagacgtctgcagaggacecttttg
gcagcacaactgttactctagggagttggtggagatatttttttttcttaagagaac
ttaaagaactggtgatttttttttaacaaaaaaagggaccattgcaacttttgttaa
tttaatttttttttttttttettttttttttttttttggagggagaaaactgatgtc
ttctatgcatccgattcttaacaaaactgcagggagcttgaaaaaatgcagactgta
caaacgcttacaaaaaaaaaaactgtgaactgacttaagatcagagtttacttttca
gatcaaattgtttatggttttacaaatgtgatttctacttgccaactttttttttgt
aacttgttcccttatacctcecttgattgaataccagacagcctagacctcagtacaa
aaggtattgaaacatttttgatacataacagacctcagtcttttttaaaaattaata
tattttcaggcgtatttttgtacagtgaaaagggaacattcttgectgtgttttttca
gtaagactttcaggcacttcttcccttttgatttcttttttttcctctgttttttag
catgcaagtatgttggtacgttatgtcctggtttaaaaaggattaaaattttaaaat
aatccttgcatctaaaggccttgtggtttaaaaaaaaaaagcaaacttttttttgta
cagctatagtagagatttgttcaatatttgtaggtaaagatttattgaaaatggtga
tatagacctcagagctgttatcttagtttaaagattgtatatgtactgtactatagt
aggactttatgtatctcatacgctgtgatgtggatggggccccagatggaaggtttyg
aaactggattctcgatttttagcaaaaaagaaaaaaaaaaggcacatagtttaaaaa
gtttctcattttgtgcaatataatctaaataaagtacagaccatctgcatattttgt
agcaaatggtggcaaagcagactcaatgcactgtcgacatcattgectgtttttttt
tttttttttttgtgctggaagtctgtatcttgacaattttaataaatcagctggaac
tgatagaaactcgcatcgccaatagtctctatggaagtcaaactggaggtecctgttg
tcgcagagcattcggtggtgaggctgttgtgtgecgecggatgaggggaggtggcagga
gagaattctacatttagggggttaggctgaaaagtgttcaattagcaggctgatttce

Figura 5 (cont.)
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tttttcctecttecgetagttgtgaaagacaggggaagggtgttcectttetetetgecce
tcecectttecatctecageteccecatttectttctcacctectecteccactecctgece
tcttctecccacccatectggegggegggetgegeggaggectcgggagetggecggg
gaggggcggatggaggggcctgggttgccagctcccttggtcggggtcctgctcgct
ggggcttgtgtgttctctgcggecgggecgegtececececgectgagectecgeggtgacage
cgcctttggcagcgagegceteggggcacttctatecececcgectectcaaagggtgggga
cagccgtttccagatttgaattttttcectgttctttatttttaacgctgecatecttege
gtgtgctcagaggtggttgttggcggagaacgcecgecgecagtgtttgacctcectageg
gtgaagggggaaggggaagaggaaaggagagaagtggtcggtgtctgtttccttctg
tceceecggggecgtggagetgtcggagggaaggaggacggtgcggggecgcaggggyg
cgcggggcgcggegggacccaggcetacgagcgggagggaggcgggagtcgggggaag
acgcggcaggccggcecgagggcacceecgaggaacatggeatggectetgtgegatece
gagtcgcggtcteccggggtgectgggagggecgaaccactggtgagggegtggggag
cagggggtggcagagggcacccgggcggtagtccgggacgcgcaaggcagageectg
acgctccgggtcccegtgectggetettecttgectegecaccgegtgetectgggeg
cgcceccgecgcegggeccttgaggecgegecggagacaccagecgectggectteccecgggecec
gcgggcecggggagggaagcectcggggcetgeggggtgagaggaagaaagcaaaccegg
ggagcaggcggctgeccgcacccgcgcaccceccgggecctcaccacgecctecceccgege
gccggctcaggggctgcecceccggaatcagctcececcggggeccgecgcaacgaaggtgga
tccgcatcttgattgttcteccgggagectectgggggectececggeggeggegegggeg
cgacccatcccgctggcecgctcecececcgetegectgaaccecgtttgectgtccacacccece
ctcgctcceccaccatttttecctgacecggectgtgtecececcgagecctecgeggecaggcec
cgagcaggcgatcgcggccgggcacgcgegcecccecgggecteccegecceccttececgage
atccgccgectettttectgetgggtectgggaggagggaggectgggaggecgeteggg
gcccagcgtgccagecccggagttcagecteccgagectgeggecgeccgecageggagg
aggttttcagtggctgattgaaactcactgcaaaatcaccacgactctttcacctac
tgagatgattgaccgaggtttggcecttccatttttactgagatttggcgagaccgaa
tggaagcgtccgcacagtaactgcagectgectaggeccagaggggeccecggegecectte

Figura 5 (cont.)

30



ES 2604 763 T3

ccgcctcceccecteccecgettgettttgecttactcgatecttaccaccaccecectecceceeg
gccececccgactgagaactcecgggectcectcaccecgecccececcagecteccecgetectgggeg
agcctcctcececccageccccaccectgggatgecgaagccagcaagecttttgetgeaga
tggacaggtttcttttectgtggectttttecctttcgataaaccatcagatttcagtag
. tacatttgggaaaagaaggggctgatggegttaaccaggttctcaatatagaactgg
atttctggagttgtttaccttaccccacaccccctcaaéatgtagactaatgcagcc
attggtggtacatttattttagccacggataattgaaccagcggtttacaattgaca
cgtgctccgtgcectggtgattttatgtggcagecctcectgectgcagttccgaaacttgt
tggcaacgtaaacccattgataggctgatctatgtattttgaaagcctgaaaacttyg
gcatgtcttttctgttttaatcatagatgaatcttggacattttctgtggtgaggtyg
gaaactttaagtaaattagtaaagtaataatttggcttcagaatgggaagagatagt
caagattttttttttttaaagccatgtggcctaacttgatacaaaaataaaagtaat
tgtttggcaatctaaatttaaaacctgttagaactcaggacaggcgcttcaatgcgce
tttttaacaatatttaaggctgttttgatgagtgecgttgtgagaatcatecttaatga
attctttattgagtgtctaaaacatagtataatacacatggtattcttgccactgga
tagtcttcaataaaagtttaattgatttttttttgttggtctettaagtaagtctta
tttttaactaagcattgacagaatatcttaaaatggtaacctgggggtggcgggtgg
gtgctgtgtgcacggcagcecctagccagtggggatcctgetgtttattataagtagtt
cacagactctgatggcattttggtaagctttccatctttaagaaattgaaccagcat
tctcttattaattctttaaactgtggaagtaatttccagttcttacactctgatacg
catcccttttatttaaaaaaaaaaaaaatgctaataaaaggcagtgtacttaaactg
tgctttgcaaatattgtgtatgttatgaatgactacagacactgggcaaattatttg
tagaatgattatcctttagctagagaaagaaatcattacaactcttttgggcagaga
tgtttctttttaatgttaatcaaggggaagtgatttaaatatgcataaatgtagcecag
tcagggtgatttagttgecttttttcatgaaagaaaaagactcaaaagacaagactta
tttttctectictgggacttgaaatcataatcatctgatattagtacagtacaagaaa
tttacatttgttttttacttcagaatttaagtgacttttgcccaaggaatttgagaa

Figura 5 (cont.)
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ataaggcaaataagttgctctattttaaagtagtcattcaatataaatatattatat
caatcttaacttttttattctctgatatgattaataatatgtatattcttacttttc
ttctaatgggcatatgtatccttgtggacactttgagagaggttttcttggactctce
ccatttatagaatctttatactcttttactgtgtggttccctgettttaacagattt
ctgaggcaaatatatttgtgcttttttcttatgtaggaagaccagcgaaaatagttt
actgagttgtcaattttatcagtagataagaaactttctttattacagtttcaggga
agattttttcaggatatttctcagttattctaagggccaaattttgtaaaatttcca
ttaggaatgtcagtttcaaataccctttgtatagcctaagecctgtgaggataacaag
aatgagccttacctatcctaacacagggatttacaagttcccaaagtaaccgtctcce
atgtaactcttgacatacttttctgagatttggcttatttttattattggttatttc
tcactgttcattctatttgatttattctacaacatccccttttatttaatgatctgg
aaaattctgctctttgataacaactcaggatttttttgttcagttttggtttttgcece
ccttcctgtggagectacattttcaaccacaataaagatgaaacaaaatttatgaaa
ctgagctctcttccattttacttactgctggettttttttttttttttttecttgat
tcctaccataccttegtttttttcattgtacttttttaacactacctatatccatta
gctgcctaattagttttatctgttccatgtggatgcagtgagtttataagagaattt
cacaaacaagtagttttttagtgaacttaaaataaacagaattttaaaggagaccta
tttttatactcaataaaagcacaaaagtgcagaaagtataaaacggcttacaaaggg
agacacaagctcataatgttccatgtataaaagtaataactttattgggtagagata
ttcttacaagatctagcacctctgccagtgcacagataggactgttttaaatgattt
gggaacttttggttgcctgcagttgtgaacagagaacttctctacagagaaacaaac
cactaaaagcaatatgaccgagttgagatgtggtttccaatgagcaattggtgaatt
taagcaacctggatgtgcatatgtggaggctcccgtctcactgtttgatcaaacttce
ttttatgtagtcacgtagacttgattttttctgctgtgaaaatgaaaaaataaagca
atatgacaaaaagtttaaaaatgcataaaaaataggatttcctctaggctcctcgaa
gagatttttttaatatgatgcttgtcttactttcttagacacgttacatttceccectt

ccaaaaaaaaaaaaaaggacaactggaagtaatttatcatataaagaattttgatca
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aatagatattgacaaagggccctctgtcacatttttcttcatccagettttgttcaa
aaacagtatgcctcctcecccttgaatcacatagggagaaacgttatactceccattctcea
ttaatttcccattttgtctacttttactcttgtacatatgttgtgggtttaagagtce
ttttgcatttgttctgtgacacctttttttgaattgactgttttaaaacggaggcect
attttttcecggtttgggactectagtggttatggcatecccataatgettecgtgacgg
ccaccaggacagaaccacctgatgttttagagcagttttcagcatgacactgttaac
aagtgtgtattttccaaggceccacatgaaacttactttcttageccacteccaggtttgg
gagcagaaaagctgaaaaacccttttgtgtagaagtctgagtggtttgtggggggga
ccttttttagagtttgcatgecagecgecacggectattgectgtgaaacagagagaagg
taaagctacctgaggcagtgegetggaggatgaagtgtttgatagcactagggggga
aagaaaatgcatggcaaagtttcgtcttctcgtagactatctagcatgcagagtgta
gtgtgttgaaacggtgtatgacattgctgtatcaaagttgtaaaattaagcattatt
tattgaaaactatgtatttttttgtaaaaacctgatcacatagagaatatcagtggce
ttgtgcttgtgcttcgatctaaccagecttcttgacccacccceeccttggtatgecagt
gttaatgctcagggttgaaaatagtacactccaatgtctcttttgcaagagtttttc
acagaggattacatttgttcaaaagactctaataaaattgtgtgatcaatcttcaaa

daaaaaaaaaaaaaaaa

SEQID NO:2

Figura 5 (cont.)
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o >5 por ciento
+ >5 por ciento censurado
<5 por ciento
I B <5 por ciento censurado
2
u] 40 80 120 160
20 60 100 140
meses
Figura 6
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Figura 7
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> 5 por ciento
>& por ciento censurado

<5 por ciento
<5 por ciento censurado
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