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DESCRIPCION
Expresion del receptor Eph en las células madre tumorales
Campo de la invencion

La presente descripcion se refiere al campo de los tumores malignos del sistema nervioso central y proporciona
composiciones farmacéuticas adecuadas para el tratamiento terapéutico y para el tratamiento profilactico de los
tumores cerebrales y para la inhibicién del crecimiento de la masa tumoral.

Estado de la técnica

Los gliomas son los tumores cerebrales mas comunes, y, en particular, el glioma de grado IV, también llamado
glioblastoma multiforme (GBM), representa el tipo mas grave. Este tumor sumamente agresivo se desarrolla de novo
(GBM primario) o como consecuencia de la progresion maligna del glioma de bajo grado (GBM secundario). En
ambos casos, debido a la caracteristica intrinseca de este tumor, el prondstico no es alentador y la supervivencia
media cuando se combina la radioterapia y la quimioterapia es de 14,6 meses (12.).

El glioblastoma multiforme es un tumor muy heterogéneo, que muestra claras diferencias celulares vy tisulares,
demostrando un fuerte componente hemorragico y amplias areas de necrosis, que, a nivel microscopico, coinciden
con la presencia de patrones de proliferacion microvascular y con pseudoempalizada masivos (9.).

Mas importante aun, GBM se caracteriza por un patréon de distribucion tisular difuso, con una gran difusion de las
células tumorales en el cerebro que entorpece la reseccion quirurgica completa. Por lo tanto, la recurrencia de la
enfermedad se produce en la mayoria de los pacientes. Ademas, la progresion de GBM también se acompafia por
una extensa angiogénesis.

La necesidad y la importancia reflejan cada vez con mas intensidad el desarrollo de nuevos marcadores, y la
identificacion de dianas moleculares especificas para el desarrollo de una terapia que sirva para bloquear el
crecimiento y la difusion del GBM, asi como su tratamiento.

En la ultima década, varios estudios seminales han tratado sobre la identificacion y el aislamiento de células madre
cancerosas (CMCs), que podrian ser responsables del inicio, mantenimiento y progresion de diferentes tipos de
tumores. Se ha sugerido que el crecimiento persistente de canceres, la diversificacion y la evolucion clonales, la
metastasis tumoral y la recurrencia después de la terapia pueden ser la consecuencia del mantenimiento por parte
de las células tumorales del potencial proliferativo de las células madre de las que puede haberse originado el tumor,
denominadas células madre cancerosas. Se han hallado asimismo células tipo madre transformadas en tumores
malignos hematopoyéticos, cancer de mama y progenitores neurales tipo madre en los tejidos cerebrales humanos.

El hallazgo de que los tumores cerebrales malignos, o al menos algunos de ellos, comprendan células madre
cancerosas ofrece nuevas oportunidades a nivel tanto experimental como clinico. De hecho, incluso si la hipétesis
de las células madre cancerosas sugiere que estas células constituyen un agregado celular menor en la masa
tumoral total, este pequefio agregado, sera el verdadero responsable de establecer y expandir el tumor y perpetuarlo
tras la cirugia.

Las células madre cancerosas (CMCs) con capacidad proliferativa a largo plazo se han estudiado en el GBM (CMCs
derivadas de GBM), que poseen tanto el complemento completo de las caracteristicas funcionales de las células
madre neurales (13.) como la capacidad de producir tumores que se asemejan bastante a las caracteristicas
principales histologicas, citologicas y arquitecténicas de la patologia del GBM humano (5.). Debido a su capacidad
para generar verdaderas fenocopias de la enfermedad en humanos con el tiempo, estas CMC derivadas de GBM
representan uno de los modelos mas adecuados para el estudio in vitro e in vivo de la fisiologia de GBM, y podrian
facilitar el descubrimiento de genes/vias implicados directamente en la regulacion del comportamiento invasivo y
angiogénico del propio GBM. Los marcadores moleculares que se encuentran especificamente en las células
tumorales o estan muy sobreexpresados en las células malignas y casi ausentes o disminuidos en las células
normales, son dianas terapéuticas atractivas para los enfoques, tales como la administracion dirigida de farmacos.

Los receptores Eph comprenden la mayor familia de las tirosina quinasas codificadas en el genoma humano y
desempefan un papel importante en el desarrollo y la enfermedad, recibiendo un estimulo externo y que responden
transmitiendo una sefial al interior de la célula, iniciando numerosos procesos que son vitales para el mantenimiento
de la funcién del organismo. Se pueden distinguir de otros RTK, pues todos reconocen ligandos, conocidos como
efrinas, que se anclan a la membrana de las células yuxtapuestas. La unién al ligando desencadena normalmente la
fosforilacion de la tirosina de los receptores Eph (4.).

Hasegawa et al. (14.) y Wykosky et al (2007) (15.) describen respectivamente un anticuerpo anti-EphA2 y un
conjugado de efrinaA1-toxina dirigidos a proporcionar efectos citotdxicos a las células que expresan EphA2 a través
de EphA2 endoégena.
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Wykosky et al (2005) (16.) divulgan que efrinaA1 puede inducir un efecto inhibidor en el crecimiento independiente
del anclaje y la invasividad de estirpes celulares cancerosas establecidas en glioblastoma multiforme (GBM) que
sobreexpresan altamente EphA2, que no se aprecid en las células que expresaban bajos niveles de EphA2.

Cheng et al (17.) describen el uso de receptores EphA solubles para inhibir la angiogénesis y la progresion tumoral
en ratones in vivo en el modelo de ratén transgénico RIP-Tag del carcinoma de células de islote pancreaticos de
raton en multiples estadios dependiente del factor de crecimiento endotelial vascular (FCEV).

Dobrzanski et al (18.) describen experimentos que implican la inhibicion de EphA2/Fc de la formacion de microvasos
en un ensayo de anillo adrtico de rata. Se observo la supresion del crecimiento de una estirpe celular pancreatica
humana establecida inyectada subcutaneamente en ratones desnudos.

Un objeto de la presente invencion es el desarrollo de estrategias terapéuticas nuevas y mas especificas para
canceres cerebrales, en particular, para identificar un inhibidor del crecimiento y la proliferacion del glioblastoma.

Sumario de la invenciéon

La presente invencién se refiere a un precursor de EphA2 para su uso en el tratamiento de un tumor cerebral que
comprende una poblacion de células madre cancerosas mediante la inhibicion de la proliferacion y/o migracion de
células madre cancerosas, donde dicho precursor de EphA2 es la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO.3.

En la presente memoria, se divulga asimismo una composicion farmacéutica que comprende al menos un inhibidor
de la expresion y/o un inhibidor de la actividad de un receptor de efrina y un medio bioactivo farmacéuticamente
aceptable. Como se describira adicionalmente en la presente memoria, la composiciéon farmacéutica tiene las
ventajas de ser especifica para la diana molecular del receptor de efrina, que estda muy expresado en el desarrollo
del sistema nervioso, es critico para la transmision de sefales y la regulacion de muchos procesos en las células
cerebrales.

Un aspecto adicional divulgado acorde con la presente invencion es un inhibidor de la expresion y/o un inhibidor de
la actividad de un receptor de efrina para su uso en el tratamiento de un tumor cerebral.

Breve descripcion de los dibujos

Las caracteristicas y ventajas de la presente descripcion resultaran evidentes a partir de la descripcion detallada
descrita a continuacion, a partir de los ejemplos dados con fines ilustrativos y no limitantes, y a partir de las Figuras
anexas 1-12, donde:

Figura 1: muestra la expresion de receptores Eph y ligandos de efrina en CMCs derivadas de GBM
humano, como se describe en el Ejemplo 2.

Figura 1(A). Niveles relativos de la expresion de ARNm de los receptores de efrina (Eph) y ligandos de efrina
(efrinas o EFNs) en CMCs derivadas de GBM analizados por RT-PCR.

Figura 1(B). (a) Analisis citofluorimétrico de la expresion de los receptores Eph en CMCs derivadas de GBM.
Figura 1(B). (b) Analisis por CCAF que confirma la expresion potenciada del receptor de EphA2 en varias
lineas de CMCs derivadas de GBM.

Figura 1(C). Imagenes confocales del marcado por inmunofluorescencia confirman la expresion del receptor
EphA2 y del ligando de efrinaA1 en una linea de CMCs derivadas de GBM representante en diversas
ampliaciones.

Figura 2: Niveles de expresion potenciada de EphA2 también en los tejidos tumorales de pacientes con
GBM primario, como se describe en el Ejemplo 3.

Figura 2. (a) Inmunolocalizacién de los niveles proteicos de EphA2 en GBM primario congelado en el nucleo
del tumor.

Figura 2. (b) Inmunolocalizacién de los niveles proteicos de EphA2 en GBM primario congelado en la periferia
del tumor.

Figura 2. (c) Analisis citofluorimétrico de la proteina del receptor EphA2 en CMCs derivadas de GBM.

Figura 3: La influencia del tratamiento con efrinaA1-Fc o EphA2-Fc en la fosforilacion y disminucion del
receptor de EphA2 en CMCs derivadas de GBM, como se describe en el Ejemplo 4.

Figura 3(A). (a) Curva dosis-respuesta y analisis por CCAF del tratamiento con efrinaA1-Fc o EphA2-Fc en la
expresion y fosforilacion del receptor EphA2 en CMCs derivadas de GBM en las concentraciones indicadas.
Figura 3(A). (b) Curva tiempo-ciclo y analisis por CCAF del tratamiento con efrinaA1-Fc o EphA2-Fc en la
expresion y fosforilacion del receptor EphA2 en CMCs derivadas de GBM en los periodos de tiempo
indicados.
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Figura 3(B). (a) Panel superior: La inmunofluorescencia para EphA2 humano realizada en CMCs derivadas
de GBM confirma que la mayor parte de las células fueron positivas para el receptor.

Figura 3(B). (b-c) Panel superior: La inmunofluorescencia para Eph2 humano realizada en CMCs derivadas
de GBM tras, respectivamente, efrinaA1-Fc, 1,0 yg/ml y 5,0 pg/ml, confirma que solo algunas células se
marcaron para el mismo antigeno.

Figura 3 (B). Panel medio: Inmunoelectrotransferencia en lisados celulares totales del receptor EphA2 en
CMCs derivadas de GBM tratadas con efrinaA1-Fc. Las células se cultivaron en ausencia (-) o presencia (+)
de efrinaA1-Fc en los periodos de tiempo indicados.

Figura 3 (B). Panel inferior: Inmunoelectrotransferencia de lisados celulares totales con anticuerpo (4G10)
especifico para fosfotirosina de los niveles de EphA2 inmunoprecipitada.

Figura 3(C). El analisis de membrana de Western muestra la expresion del receptor EphA2 en CMCs
derivadas de GBM tras el tratamiento con EphA2-Fc.

Figura. 4: El tratamiento con efrinaA1-Fc y EphA2-Fc reduce la proliferacion in vitro de las células madre
cancerosas derivadas de GBM, como se describe en el Ejemplo 5.

Figura 4(A). (a-c) Curvas de cinética de crecimiento tras la adicion de efrinaA1-Fc en las concentraciones
indicadas a las CMC derivadas de GBM en cultivo.

Figura 4(A). (d) Curvas de cinética de crecimiento tras la adicion de efrinaA1-Fc a las células madre neurales
humanas.

Figura 4(A). (e) Curvas de cinética de crecimiento tras la adicion de efrinaA1-Fc a las células de glioma
humano U87.

Figura 4(A). (f) Curvas de cinética de crecimiento tras la adicién de efrinaA1-Fc o EphA2-Fc a las CMC
derivadas de GBM en cultivo.

Figura 4 (B). (a) indice de proliferacién de células estimado por el ensayo de proliferacion celular BrdU.

Figura 4(B). (b) indice de proliferacién de células estimado por la cuantificacién de células inmunorreactivas
positivas para KI67.

Figura 4 (C). (a, c) Imagenes por microscopia de fase brillante de neuroesferas a partir de dos lineas de
CMCs derivadas de GBM disociadas completamente en ausencia de EphA2-Fc.

Figura 4 (C). (b, d) Imagenes por microscopia de fase brillante de neuroesferas a partir de dos lineas de CMC
derivadas de GBM disociadas completamente cultivadas en presencia de EphA2-Fc.

Figura 5: El ligando y el receptor solubles empobrecen la poblacién celular que inicia el tumor cerebral
de GBM in vitro, como se describe en el Ejemplo 6.

Figura 5 (A). Ensayos clonogénicos en serie en CMCs derivadas de GBM.

Figura 5 (B). (a, d) Microfotografias por fase brillante de neuroesferas de dos cultivos de lineas de CMCs
derivadas de GBM que muestran los efectos de efrinaA1-Fc en el tamafio del clon de los controles en reposo.
Figura 5 (B). (b, e) Microfotografias por fase brillante de neuroesferas derivadas de dos lineas de CMCs
derivadas de GBM cultivadas con 0,5 pyg/ml de efrinaA1-Fc que muestran los efectos de efrinaA1-Fc en el
tamano del clon.

Figura 5 (B). (c, f) Microfotografias por fase brillante de neuroesferas de dos cultivos de lineas de CMCs
derivadas de GBM que muestran los efectos de 1,0 ug/ml de efrinaA1-Fc en el tamafio del clon.

Figura 5 (C). (a) La purificacién basada en un clasificador de dos poblaciones celulares diferentes, que
difieren del nivel de expresion de EphA2, indicé que la expresion proteica de EphA2 se correlaciona
directamente con la eficiencia clonal de las CMC derivadas de GBM. Diagrama esquematico del disefio
experimental.

Figura 5 (C). (b) Porcentaje clonogénico de EphA2 ++y EphA2 de CMCs derivadas de GBM.

Figura 6: Muestra el analisis de las poblaciones laterales (PL), como se describe en el Ejemplo 7. Perfiles
de tincion con colorante Hoechst 33342 (2 pug/ml) de CMCs derivadas de GBM en reposo humanas y tratadas
con 5,0 ug/ml de EphA2-Fc o efrinaA1-Fc durante 48 horas.

Figura 7: EfrinaA1-Fc provoca un efecto pro-diferenciacion en CMCs derivadas de GBM, como se
describe en el Ejemplo 8. La cuantificacion citofluorimétrica de la frecuencia de las neuronas (ME-PE Btublil),
astrocitos (ME-FITC GFAP) y oligodendrocitos (ME-PE GalC) en el control tratado con Fc frente a CMCs
derivadas de GBM tratadas con efrinaA1-Fc.

Figura 8: Activacion de EphA2 por efrinaA1-Fc o EphA2-Fc soluble induce la reorganizacion del
citoesqueleto e inhibe la propagacion y la migracion de CMCs derivadas de GBM in vitro, como se
describe en el Ejemplo 10.

Figura 8 (A). (Inserciones a, b-d) Localizacién confocal de la proteina actina F (tincion con faloidina) en las
CMCs derivadas de GBM no tratadas, que tienen un fenotipo altamente migratorio.

Figura 8 (A). (e-f) La localizacién confocal de la proteina actina F (tincidon con faloidina) cambia 5 min tras,
respectivamente, el tratamiento con efrinaA1-Fc o EphA2-Fc. Las células se mantuvieron redondeadas y no
pudieron propagarse.

Figura 8 (B). Panel superior: El analisis de membrana Western muestra que la estimulacion de efrinaA1-Fc
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induce una rapida inactivacion y desfosforilacion de FAK. Las células se cultivaron en ausencia (-) o en
presencia (+) de efrinaA1-Fc durante los periodos de tiempo indicados, y luego se lisaron.

Figura 8 (B). (a) Panel inferior: Los ensayos de invasion cultrex muestran que las células endoteliales
microvasculares dérmicas humanas (CEMDHSs) migran a la superficie inferior de la membrana fija y tefiida.
Las CEMDH se sembraron en la parte superior de la camara en un medio basal como control.

Figura 8 (B). (b, c) Las CEMDH se sembraron en la parte superior de la camara en un medio basal y en el
compartimento inferior se afiadido FCEV (20 ng/ml) o medio condicionado de CMCs derivadas de GBM.

Figura 8 (B). (e, f) Las CEMDH se sembraron en la parte superior de la camara en presencia de EphA2-Fc
(5,0 ug/ml) y en el compartimento inferior se afiadi6 FCEV (20 ng/ml) o medio condicionado de CMCs
derivadas de GBM.

Figura 8 (B). (d) Las IgG humanas control se utilizaron como control en la cara superior y no afectaron a la
migracion celular en respuesta a FCEV en el compartimento inferior.

Figura 8 (C). (a) La inmunofluorescencia confocal muestra la positividad al control tratado con Fc en CMCs
derivadas de GBM para ERK1/2 fosforilado.

Figura 8 (C). (b) Inmunolocalizacién confocal de ERK1/2 fosforilado en CMCs derivadas de GBM tras un
inhibidor quimico del tratamiento de activacion con MEK1 (UO126).

Figura 8 (C). (c-d) La inmunofluorescencia confocal muestra la frecuencia de la positividad a ERK1/2
fosforilado en CMCs derivadas de GBM 6 horas después, respectivamente, de la adicion de EphA2-Fc o
efrinaA1-Fc.

Figura 8 (C). Panel inferior: El andlisis de membrana de Western de los lisados celulares igualados con
ERK1/2 fosforilado confirmé que las concentraciones crecientes de efrinaA1-Fc potencian ERK1/2 en CMCs
derivadas de GBM.

Figura 9: El tratamiento de CMCs derivadas de GBM con rhBMP4 potencia los efectos inhibidores de
efrinaA1-Fc, como se describe en el Ejemplo 11.

Figura 9. (a) Analisis por RT-PCR utilizando cebadores especificos para la mediciéon de los niveles promedios
de EphA2 en lineas de CMCs derivadas de GBM con Fc de control o rhBMP4 en la concentracion indicada
durante 48 horas antes del aislamiento del ARNm.

Figura 9. (b) Curvas de cinética de crecimiento de CMCs derivadas de GBM cultivadas con efrinaA1-Fc en
ausencia o presencia de rhBMP4. Las curvas de crecimiento son representativas de una linea de CMC
derivadas de GBM.

Figura 10: El tratamiento con efrinaA1-Fc y EphA2-Fc inhibe el crecimiento tumoral in vivo en un modelo
de xenoinjerto, como se describe en el Ejemplo 12.

Figura 10. (a) Comparacion de la morfologia tumoral asociada con diferentes tratamientos, 35 dias después
de la inyeccion de células.

Figura 10. (b) Medicion de los tamafos tumorales relativos. La grafica muestra la media + EEM en cuatro
grupos de seis ratones.

Figura 11: El reclutamiento de EphA2 por un ligando o receptor soluble inhibe la tumorigenicidad de
CMCs derivadas de GBM en un modelo ortotépico de GBM humano, como se describe en el Ejemplo 13.

Figura 11. (A) La monitorizacion de la bioluminiscencia de xenoinjertos tumorales en CMCs derivadas de
GBM infectadas con el gen indicador de luc muestra un aumento de la sefial correspondiente de los tumores.
Figura 11. (B) Diferencias en el crecimiento tumoral y en el tamafio tumoral detectadas in vivo tras la
inyeccion intracraneal de CMCs derivadas de GBM en reposo y pretratadas con EphA2-Fc o efrinaA1-Fc.
Figura 11. (C) (a) Las imagenes confocales muestran los tumores derivados de CMCs derivadas de GBM por
luc no tratadas seis semanas después del implante ortotépico.

Figura 11. (C) (b-c) Las imagenes confocales muestran los tumores derivados de, respectivamente, CMCs
derivadas de GBM infectadas con el gen indicador de luc tratadas con efrinaA1-Fc o EphA2-Fc, seis semanas
después del implante ortotépico.

Figura 12: La administracion de EphA2-Fc y efrinaA1-Fc inhibe el crecimiento tumoral primario
establecido en un modelo ortotépico de GBM humano, como se describe en el Ejemplo 14.

Monitorizacion de la bioluminiscencia de xenoinjertos tumorales de CMCs derivadas de GBM infectadas con el
gen indicador de luc post-tratadas durante 14 dias con efrinaA1-Fc o EphA2-Fc.

Descripcion detallada de la invencién
La presente invencién se refiere a un precursor de EphA2 para su uso en el tratamiento de un tumor cerebral que

comprende una poblacion de células madre cancerosas mediante la inhibicion de la proliferacion y/o migracion de
células madre cancerosas, donde dicho precursor de EphA2 es la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO.3.
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En la presente memoria, se divulga asimismo una composicion farmacéutica que comprende al menos un inhibidor
de la expresion y/o un inhibidor de la actividad de un receptor de efrina y un medio bioactivo farmacéuticamente
aceptable.

Por inhibidor de la actividad de un receptor de efrina, se pretende que un tipo de ligando receptor no provoque una
respuesta bioldgica, sino que bloquee o reduzca las respuestas mediadas por agonistas.

Por inhibidor de la expresion de un receptor de efrina, se pretende una disminucion de la expresion y/o de la
actividad del receptor.

Las composiciones farmacéuticas tienen las ventajas de ser especificas para la diana molecular del receptor de
efrina, que esta muy expresado en el desarrollo del sistema nervioso, es critico para la transmision de sefiales y la
regulacion de muchos procesos en las células cerebrales.

Una composicion farmacéutica especifica que actua sobre la diana molecular del glioblastoma multiforme (GBM)
evita la necesidad de una reseccion quirdrgica y, por lo tanto, la amplia diseminacion de células tumorales en el
cerebro después de tales operaciones, que, a menudo, dan lugar a una recurrencia tumoral.

Una ventaja adicional de la composicion farmacéutica es que es menos toxica y mas eficaz y especifica que la
radioterapia y la quimioterapia utilizadas habitualmente solas o combinadas, se orienta selectivamente a las
verdaderas células iniciadoras de tumores, en lugar de a la masa tumoral total.

Este enfoque representa un escenario mediante el cual se intenta "reprogramar” la célula iniciadora del tumor para
adquirir un fenotipo no patégeno, en lugar de intentar destruir las células por medios citotoxicos.

En un aspecto adicional, la composicion farmacéutica comprende al menos un inhibidor de la expresiéon y/o un
inhibidor de la actividad de un receptor de efrina, donde dicho inhibidor de la expresion y/o actividad de un receptor
de efrina es un inhibidor de la proliferaciéon de células madre cancerosas.

Dado que se ha demostrado la presencia de células madre cancerosas proliferantes en GBM, ha aumentado la
necesidad de una composicion especifica que actie sobre la proliferacion y el crecimiento persistente de canceres,
también debido a las células madre cancerosas presentes en los tumores.

La composicion farmacéutica puede actuar sorprendentemente en el potencial proliferativo de las células madre.

En un aspecto aun adicional, la composicion farmacéutica comprende al menos un inhibidor de la expresion y/o un
inhibidor de la actividad de un receptor de efrina, donde dicho inhibidor de la expresién y/o actividad de un receptor
de efrina es un inhibidor de la migracién de células madre cancerosas.

Las ventajas de la presente descripcion se pueden demostrar aun mas por la inhibicién no solo del establecimiento,
sino también de la expansion de las células madre cancerosas cuyas capacidades migratorias estan bloqueadas.

En un aspecto aun adicional, la composicién farmacéutica que comprende al menos un inhibidor de la expresion y/o
un inhibidor de la actividad de un receptor de efrina, donde dicha célula madre cancerosa es una célula madre
cancerosa cerebral maligna.

GBM representa un tipo muy grave de tumor cerebral, sumamente agresivo y con una progresion maligna.

La composicion farmacéutica tiene la ventaja de actuar especificamente en la diana molecular del glioblastoma
multiforme inhibiendo la progresion de las células madre cancerosas malignas.

En un aspecto aun adicional, la composicion farmacéutica comprende al menos un inhibidor de la expresion y/o un
inhibidor de la actividad de un receptor de efrina, donde dicho inhibidor de la expresion y/o actividad de un receptor
de efrina se selecciona entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO. 1 yla SEQ ID NO. 3.

Para fines de la presente divulgacion, cada inhibidor de la expresion y de la actividad de los receptores de efrina
tiene una SEQ ID NO. correspondiente de la siguiente manera:

SEQ ID NO. 1 corresponde a la secuencia de aminoacidos de efrinaA1, secuencia de aminoacidos gi[333596]
ref[NP_004419.2], un precursor de la isoforma de efrina-A1 [Homo sapiens];

SEQ ID NO. 2 corresponde a la secuencia de nucledtidos de efrinaA1, secuencia de nucleétidos gi[33359681]
ref[NM_004428.2], efrina-A1 Homo sapiens (EFNA1), variante 1 del transcrito de ARNm;

SEQ ID NO. 3 corresponde a la secuencia de aminoacidos de EphA2, secuencia de aminoacidos gi[32967311]
ref[NP_004422.2], precursor del receptor 2 de efrina tipo A [Homo sapiens];

SEQ ID NO. 4 corresponde a la secuencia de nucleétidos de EphA2, secuencia de nucleétidos gi[296010835]
ref[NM_004431.3], ARNm del receptor EPHA2 (EPHA2) Homo sapiens. Un aspecto adicional de la presente
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invencion es un inhibidor de la expresion y/o un inhibidor de la actividad de un receptor de efrina para su uso en
el tratamiento de un tumor cerebral.

Las ventajas proporcionadas por la presente invencion se deben a la utilizacion de inhibidores especificos que
actuan sobre la diana molecular involucrada en el desarrollo y la progresion de los tumores cerebrales.

En una realizacion preferente, la presente divulgacion proporciona un inhibidor de la expresion y/o un inhibidor de la
actividad de un receptor de efrina para su uso en el tratamiento de un tumor cerebral, donde dicho inhibidor de la
expresion y/o actividad de un receptor de efrina se selecciona entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO. 1y la
SEQ ID NO. 3.

Para fines de la presente divulgacion, cada inhibidor de la expresion y de la actividad de los receptores de efrina
tiene una SEQ ID NO. Correspondiente, como se ha descrito previamente.

La sobreexpresion no regulada de los receptores de efrina se correlaciona con la tumorigénesis, en relacion con el
crecimiento y la supervivencia tumoral, y se asocia con la angiogénesis y la metastasis en la progresion del cancer
humano. La inhibicion de la expresién y actividad de los receptores de efrina resulta, por lo tanto, ventajosa para el
bloqueo de la progresion del tumor.

Un aspecto aun adicional de la presente divulgacion es el uso de un inhibidor de la expresion y/o un inhibidor de la
actividad de un receptor de efrina, donde dicho tumor cerebral es un glioblastoma, y en un aspecto aun adicional,
donde dicho tumor cerebral es el glioblastoma multiforme.

Un aspecto aun adicional de la presente divulgacion es el uso de un inhibidor de la expresion y/o un inhibidor de la
actividad de un receptor de efrina, donde dicho tratamiento es el tratamiento profilactico de una recurrencia de un
tumor cerebral tras una intervencion quirurgica.

Un aspecto aun adicional de la presente divulgacion es el uso de un inhibidor de la expresion y/o un inhibidor de la
actividad de un receptor de efrina, donde dicho tratamiento es el tratamiento terapéutico de una recurrencia de un
tumor cerebral tras una intervencion quirurgica.

El receptor de efrina, expresado en los vasos sanguineos tumorales, también desempefia un papel importante en la
angiogénesis y la neovascularizacion tumoral a través de la asociacion con su ligando enddgeno, efrinaA1. Su
sefializacion en los tumores favorece la migracion de células endoteliales y su montaje en estructuras capilares
mediante la regulacion de la plasticidad del citoesqueleto, unién a la matriz, y/o adhesion intercelular.

Los inhibidores de la expresion y los inhibidores de la actividad de un receptor de efrina de acuerdo con la presente
divulgacion bloquean sorprendentemente la angiogénesis y la neovascularizacion tumoral, inhibiendo el crecimiento
y la recurrencia del tumor tras una intervencioén quirdrgica.

Un aspecto aun adicional es el uso de un inhibidor de la expresién y/o un inhibidor de la actividad de un receptor de
efrina, donde dicho tratamiento inhibe el crecimiento de la masa tumoral cerebral.

Un aspecto aun adicional es el uso de un inhibidor de la expresion y/o un inhibidor de la actividad de un receptor de
efrina, donde dicho inhibidor de la expresion y/o actividad de un receptor de efrina es un inhibidor de la proliferacion
de células madre cancerosas.

La ventaja de la presente invencion puede ser demostrada por el hecho de que la inhibicion del receptor de efrina
bloquea la migracion y la proliferacion de las células madre cancerosas.

Una ventaja adicional de la composicidon farmacéutica acorde con la presente invencion es la de ser capaz de
proporcionar terapias selectivas para pacientes, disefiadas efectivamente para orientarse selectivamente a una
poblacion de células madre cancerosas especifica en un tumor solido y adaptadas para empobrecer el agregado de
células madre cancerosas y la tumorigenicidad.

Ejemplos

Ejemplo 1

Aislamiento de células madre cancerosas derivadas a partir de glioblastoma multiforme (CMCs derivadas de GBM)
procedentes de muestras tumorales.

Los especimenes tumorales se obtuvieron de la Unidad de Neurocirugia, después de las correspondientes
resecciones quirurgicas realizadas a los pacientes. Las muestras tisulares de glioblastoma (GBM) adulto humano se
obtuvieron y se clasificaron de acuerdo con las directrices de la Organizacion Mundial de la Salud. Cada tejido
neoplasico se dividié en dos fragmentos. El primero se utiliza para el analisis histopatoldgico: con detalle, el tejido se
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sumergio en paraformaldehido al 4 % durante 24 horas para la inclusion en parafina e inmunohistoquimica, o se
colocé en una solucién de sacarosa en concentraciones decrecientes que comienzan en el 40 % para obtener
secciones flotantes para microscopia confocal. El segundo fragmento se utiliz para obtener lineas de células madre
cancerosas en GBM. Los tejidos se cortaron en fragmentos de 1 mm?® y luego se trituraron mecanica y
enzimaticamente como en Gritti A, 1996 y Galli R, 2004 (6. y 5.) de la siguiente manera: los fragmentos se
transfirieron a 4 ml de una soluciéon de SSEE con 0,8 mg/ml de papaina (20 U/ml, Worthinghton), 0,2 mg/ml de L-
cisteina (Sigma), 0,2 mg/ml de EDTA (Sigma) en una placa de 6 pocillos (Nunc) y se incubaron durante 45 min a
37 °C. Las secciones tisulares se trituraron posteriormente de forma cuidadosa con una pipeta Pasteur pulida al
fuego. Las células se recogieron por centrifugacion y las células individuales se sembraron en matraces para cultivo
tisular de 25 cm? (Nunc) a una densidad de 8.000/cm? en el llamado medio completo, un medio exento de suero
DMEM/F12 (1:1 v/v Gibco). El medio completo contiene 2 mM de L-glutamina, glucosa al 0,6 %, 9,6 pg/ml de
putrescina, 6,3 ng/ml de progesterona, 5,2 ng/ml de selenito de sodio, 0,025 mg/ml de insulina, 0,1 mg/ml de
transferrina (sal de sodio, grado Il, Sigma), en presencia de 20 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico (FCE,
Peprotech) y factor de crecimiento de fibroblastos (FCF2, Peprotech). El medio fresco se afiadié cada 4 dias.

El numero de esferas primarias generadas en cada matraz se evalué6 a los 10-20 dias después de la siembra. Las
esferas se recogieron posteriormente en un tubo de 15 ml (BD) mediante centrifugacion durante 10 min a 192 xg.
Las esferas primarias se disociaron mecanicamente a una suspension de una Unica célula y se volvieron a sembrar
para el cultivo. Durante los dias tipicos (2-7) para cada linea se formaron nuevas esferas que podrian someterse a
un pase adicional.

Estas estirpes celulares se identificaron con las llamadas células madre cancerosas derivadas de glioblastoma (o
células iniciadoras de tumores) (CMCs derivadas de GBM).

Parte de las CMC derivadas de GBM procedentes de estirpes celulares establecidas se congelaron con éxito en
cada tercera, cuarta etapa de subcultivo secuencial en medio completo mas DMSO al 10 % (Sigma) y se
depositaron. El resto se amplio.

Resultados: Los tumores cerebrales, en particular, los glioblastomas, incorporan células dotadas de una capacidad
iniciadora de tumores y definidas con caracteristicas funcionales de las células madre neurales (CMCs derivadas de
GBM). Por tanto, el estudio de los mecanismos de regulacion de la neurogénesis normal puede conducir a la
identificacion de nuevos inhibidores de CMCs derivadas de GBM y puede dar lugar al desarrollo de estrategias
terapéuticas mas especificas para los canceres cerebrales.

Ejemplo 2.

Determinacion de la expresion de los receptores Eph en lineas de CMCs derivadas de GBM por RT-PCR y

Analisis citofluorimétrico.

Los receptores Eph no regulados o sobreexpresados pueden fomentar la transformacion, el crecimiento tumoral y la
supervivencia. Se estudié la expresion y la regulacion de efrinas y sus receptores analogos en especimenes de
GBM humano y CMCs derivadas de GBM incluidas en este, tanto aisladas completamente o subcultivadas en serie.

Extraccion de ARN y preparacion de ADNc:

ARN total se extrajo a partir de: lineas de CMCs derivadas de GBM aisladas procedentes de diferentes pacientes
con diagndstico de glioblastoma, especimenes recientes de GBM primario, células U87 no invasivas (una estirpe
celular de astrocitoma humano disponible comercialmente) y de células madre neuronales humanas normales
(CMNhs, disponibles en nuestro laboratorio, 13.) utilizando el mini kit RNeasy (Qiagen).

ADNc se obtuvo utilizando transcriptasa inversa RNasa H de Superscript (Gibco), siguiendo las instrucciones
proporcionadas por el fabricante. Un pg del ARN total se cebd con oligo-dT para la sintesis del ADNc.

Amplificacion por PCR

Los ADNc se amplificaron individualmente con los cebadores de PCR disefiados para la identificaciéon de los
receptores EphA1, EphA2, EphA3, EphA4, EphA5, EphA7, EphA8, EphA10, EphB1, EphB2, EphB3, EphB4, EphB6
y los ligandos de EFNA1, EFNA2, EFNA3, EFNA4, EFNA5, EFNB1, EFNB2, EFNB3.

Todos los ADNc utilizados como plantillas se normalizaron previamente a través de una B-actina por RT-PCR
utilizando el siguiente par de cebadores para 22 ciclos de amplificacion: R-ActinaF1 (5'-
GGCATCGTGATGGACTCCG-3'") y B-actinaR1 (5'-GCTGGAAGGTGGACAGCGA-3"). Los 610 pb de los productos
de PCR se analizaron en un gel de agarosa al 2 % y se compararon para la intensidad de la sefial frente al mismo
producto de PCR obtenido a partir de un ADNc derivado de un pug de ARN total cerebral humano (Ambion). Se
disefiaron cebadores especificos:
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. EphA1

directo: 5'- GCC TGA CAC CAC ATACATCG -3’
inverso: 5- ATATGC GGG TGG CTAAAC TG -3

o EphA2

directo: 5’- AAA GCC GGC TAC ACAGAG AA-3
inverso: 5- TTG GAC AAC TCC CAGTAG GG -3

e EphA3 directo: 5- GAG TTT GCC AAG GAATTG GA - 3 inverso: 5- TTG GGATCTTCCCTCCTC TT-3 -
EphA4 directo: 5’ - ACC AAG CAG TGC GAG AGT TT - 3’ inverso: 5’ - CTC CCC GTACGACATCACTT-3' -
EphA5 directo: 5’ - CAA GCC TAA TAT GGC GGT GT - 3 inverso: 5 - GTGAACTGC CCATCGTTTTT -3’ »
EphA7 directo: 5’ - ATC ATT GGG AGA AGG CAC TG - 3’ inverso: 5 - ATG GAC AACATTTGG GTG GT -3’ »
EphA8 directo: 5’ - GAG AAC GGC TCT CTG GAC AC - 3’ inverso: 5 - CCT CCACAG AGC TGATGACA-3 -
EphA10 directo: 5’ - CGA CTA ATG CTC GAC TGC TG - 3’ inverso: 5 - TGATCAAGC AACTGCCACTC -3
EphB1 directo: 5’ - CAG GGT ACT CGG AGA AGC AG - 3’ inverso: 5 - CCAGCA TGA GCT GGT GTAGA -3’ -
EphB2 directo: 5’ - AGT TCG GCC AAATTG TCA AC - 3’ inverso: 5 - AGG CAG GTG AAT GTC AAACC -3’
EphB3 directo: 5’ - AGC AAC CTG GTC TGC AAA GT - 3 inverso: 5 - GGA TGA GCT TGT CCAGGG TA-3' -
EphB4 directo: 5’ - GAG AGC TGT GTG GCA ATC AA - 3’ inverso: 5 - TGT AGG TGG GAT CGG AAGAG -3’ -
EphB6 directo: 5’ - TCA TTG CAC ATG GAA AGC AT - 3’ inverso: 5’ - GGG TGA GTC CAG ACAAGG AA-3 -
EFNA1 directo: 5’ - GGT GAC TGT CAG TGG CAA AA - 3’ inverso: 5 - AGT GGA AGG AGC AGC ACAT - 3’

e EFNA2

directo: 5’ - ATC TAC TGC CCG CAC TATGG -3’
inverso: 5’ - AGG CGT GGC AGAGAT GTAGT -3

. EFNA3

directo: 5’ - CAT GCG GTG TAC TGG AACAG -3’
inverso: 5’ - GTG GAA CTC GTAGCC CAGAG-3

. EFNA4

directo: 5 - ACATTG TCT GCC CCCACTAC-3
inverso: 5 - TGG GCT GAC TCAGACTTCCT -3

. EFNAS

directo: 5’ - AGG ACT CCG TCC CAG AAG AT -3
inverso: 5’ - ATC TGG GAT TGC AGAGGAGA -3

. EFNB1

directo: 5’ - GCC TGG AGT TCA AGAAGCAC -3’
inverso: 5’ - GAACAATGC CACCTTGGAGT -3

. EFNB2

directo: 5’ - GTG CCA AAC CAG ACC AAGAT-3
inverso: 5’ - GAT GTT GTT CCC CGAATGTC-3

. EFNB3

directo: 5’ - AGG CAG AGG GTGGTTATG TG -3’
inverso: 5 - TCT CTT TCC ATG GGC ATTTC -3’

Analisis de citometria de flujo con estirpes celulares:

Para determinar la expresion de receptores Eph en diferentes lineas de CMCs derivadas de GBM, las preparaciones
celulares (500.000 células por cada tubo) se centrifugaron y se volvieron a suspender en 0,2 ml de medio completo.
Las células se expusieron durante 30 minutos en la oscuridad a 4 °C a los anticuerpos primarios. Células U87 como
control de referencia para las células tumorales y CMNhs para las células madre neurales.

Para las tinciones intracelulares, las preparaciones celulares (500.000 células por tubo) se permeabilizaron
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alternativamente con 0,5 ml de solucién de Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) a temperatura ambiente durante 30
min. Las células se lavaron con 2 ml de BD Perm/Wash 1X (BD) y se incubaron a temperatura ambiente durante 10
min. Después de la centrifugacion, se volvieron a suspender en 0,2 ml de solucion de BD Perm/Wash 1X (BD) que
contenia la mezcla de un anticuerpo primario apropiado.

Los anticuerpos primarios empleados fueron:

anticuerpo policlonal de cabra anti-EphA1 (0,3 ug, R&D)
anticuerpo policlonal de cabra anti-EphA2 (0,5 ug, R&D)
anticuerpo policlonal de cabra anti-EphA3 (0,3 ug, Gene Tex)
anticuerpo policlonal de conejo anti-EphA5 (0,5 pg, Abcam)
anticuerpo policlonal de conejo anti-EPHA7 (0,5 ug, Abcam)
anticuerpo policlonal de cabra anti-EphA8 (0,5 ug, Santa Cruz)
anticuerpo policlonal de conejo anti-EphB1 (0,5 pug, Abcam)
anticuerpo policlonal de conejo anti-EphB2 (0,5 ug, Abcam)
anticuerpo policlonal de conejo anti-EphB6 (0,5 ug, Santa Cruz)

Tras haber realizado extensos lavados se anadieron 0,3 ml de anticuerpo secundario apropiado:

e anticuerpo de burro anti-Ilg de cabra marcado con PE (0,2 pg, Jackson Immunoresearch)
e anticuerpo de cabra anti-lg de conejo marcado con FITC (0,5 ug, Jackson Immunoresearch)

Cada muestra se incubd durante 30 min en la oscuridad a 4 °C. Después de dos lavados, las células se volvieron a
suspender en 0,5 ml de medio completo y se analizaron por citometria de flujo. Los controles de autofluorescencia y
de isotipo se llevaron a cabo de forma rutinaria para todos estos ensayos.

Para todos los ensayos anteriores, los analisis se realizaron por citometria de flujo Cyan (Coulter) utilizando el
software Summit 4.3. La fluorescencia de fondo se estimé mediante la sustituciéon de los anticuerpos primarios
especificos con controles especificos de isotipo. La medicién de la autofluorescencia también se llevé a cabo de
forma rutinaria para cada condicién ensayada.

Resultados: Los receptores de efrina y la sobreexpresion de sus ligandos analogos se pueden asociar a muchos
tipos de progresion de cancer humano. Como se muestra en la Figura1A, la mayoria de los receptores de efrina (13
analizados) y los ligandos (8 analizados) del transcrito de ARN mensajero pueden recuperarse por PCR
convencional. La totalidad del ADNc se normalizé previamente a través de una B-actina. Una estirpe celular de
astrocitoma humano (U87) se empled como referencia para las células tumorales, y las células humanas madre
neuronales (CMNhs) como referencia para las células madre neurales normales. Curiosamente, a diferencia de las
células madre normales y cancerosas, el ligando de efrinaA1 no puede recuperar ni el transcrito de ARN mensajero
ni el nivel proteico en las células U87. De manera notable, la expresion de los receptores de efrina en CMCs
derivadas de GBM se confirmé a nivel proteico por analisis citofluorimétrico, como se muestra en la Figura 1 B (a).
Ademas, como se apunta en la Figura 1 B (b), EphA2 aumenta ampliamente las lineas de células madre cancerosas
derivadas de GBM (n=6). Los histogramas muestran medias + EEM de tres ensayos distintos.

Un ejemplo de la expresidon generalizada de tanto el receptor de EphA2 como del ligando de efrinaA1 en una linea
representativa de CMCs derivadas de GBM se demostré igualmente en la Figura 1C. Las imagenes confocales de
marcaje por inmunofluorescencia confirman la presencia e identifican una tincién positiva débil del receptor de
EphA2 (a y su ampliacion mayor local b-c) y el ligando de efrinaA1 (d y su ampliacién mayor local e) en las células
tumorales. Barra de escala, 40 um (a, d); 20 ym (b, c); 13 ym (e).

Ejemplo 3.

Determinacion de la expresién del receptor de EphA2 en tejidos de GBM primario.

Después de la demostracion de que los niveles potenciados de EphA2 se recuperaron en las lineas de CMCs
derivadas de GBM, la identificacién de la presencia de EphA2 inmunorreactiva también en los tejidos tumorales
recientes, lo que excluye la posibilidad de que el receptor podria desarrollarse como una mera consecuencia del
cultivo in vitro a largo plazo.

Inmunohistoguimica con tejidos primarios:

Para tinciones inmunohistoquimicas, los tejidos tumorales de GBM primario se fijaron posteriormente en
paraformaldheido durante 24 h. Los tejidos se crioprotegieron en soluciones de sacarosa al 10 %, 20 % y 30 % en
TFS durante la noche a 4 °C, seguido por una etapa de inclusién durante la noche en una mezcla de compuesto con
inclusion de sacarosa al 20 %/Tissue-Tek OCT 2:1 (v/v). Secciones en serie de diez micrémetros de grosor se
cortaron en un criostato y se montaron en un portaobjetos de vidrio recubierto de gelatina para un doble
inmunomarcaje. Brevemente, las secciones se secaron al aire y se enjuagaron en tampén Tris-HCI 0,1 M (pH 7,6)
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que contenia SAB al 0,005 % y Triton al 0,1 % y se incubaron con el anticuerpo primario durante la noche a 4 °C.
(13.).

Las secciones tisulares se tifieron con cabra anti-EphA2 de humano (1:50, R&D) o clon D7 del monoclonal de raton
IgG1 de anti-EphA2 humano (1:100, Sigma).

Citometria de flujo con tejidos primarios:

Poco después de la digestion enzimatica y mecanica descrita anteriormente, las suspensiones celulares aisladas de
los especimenes tumorales primarios se sometieron a un analisis por CCAF para la expresion del receptor de
EphA2. Brevemente, las células derivadas de la disociacion tisular de GBM se tifieron con LDS 751 (10 ng/ml,
Molecular Probes) 15 min a temperatura ambiente para identificar las células nucleadas intactas. Las células se
analizaron por citometria de flujo (FACSAria, BD Biosciences), y utilizando una técnica de seleccion de poblaciones
alternativa (células positivas LDS751), se cred una region (P1) que identifica las células nucleadas intactas en el
grafico de puntos FSC frente a SSC. Para identificar las células nucleadas intactas y vivas, una puerta légica
combinada se cre6 mediante la region de adicion (P1) a una region que contenia células negativas 7AAD. Después,
las CMCs derivadas de la disociacion tisular de GBM se incubaron con un cabra anti-EphA2 humano (0,5 ug, R&D) y
7AAD (5 pg/ml, Coulter), con el fin de identificar las células tanto positivas como muertas.

Resultados: La inmunohistoquimica se empled para examinar la localizacion del receptor de EphA2 en los gliomas
primarios y sus homaologos "normales" vecinos (periféricos) de pacientes con glioma. Los resultados mostrados en el
panel superior de la Figura 2 revelaron con claridad una sefial de EphA2 mas elevada en el nucleo del tumor (a) en
relacion a su periferia menos maligna (b) (al menos 2 cm de distancia del nlcleo). Barra de escala, 50 ym. Como se
muestra en el panel inferior de la misma figura, también se detecto la proteina del receptor de EphA2 en CMCs
derivadas de GBM completamente disociadas, constitutivamente recuperables dentro de tumor del paciente, por
analisis citofluorimétrico (n=4) (flechas).

Ejemplo 4.

Efecto del receptor de efrinaA1-Fc soluble (R&D) y EphA2-Fc soluble (R&D) en la expresion y la fosforilacién de
EphA2 en las CMC derivadas de GBM humano.

Debido a la degradacion del receptor inducida por el ligando, se puede producir una expresion disminuida de EphA2,
que se traduce en un aumento de la adhesion celular a la matriz extracelular (MEC), una disminucién de la migracion
y la inhibicion celular del crecimiento maligno. Por tanto, la sobreexpresion de este receptor en las CMC derivadas
de GBM podria verse reflejada en el comportamiento maligno y su compromiso mediante la efrinaA1-Fc podria
contrarrestar la tumorigenicidad.

Desde este punto de vista, se determinaron los efectos de la disminucién de la expresion forzada o de la actividad
de EphA2 en las propiedades tumorigénicas de CMCs derivadas de GBM. El receptor de EphA2 se comprometiod
para disminuir su expresion y determinar cémo esto contribuye a la regulacion de las propiedades funcionales
generales de estas células, tanto in vitro como in vivo. EphA2 se comprometia utilizando una efrinaA1-Fc soluble,
una proteina quimérica Fc de ratén IgG1 de efrinaA1 humana. Ademas, EphA2 parece ser Unica entre los receptores
Eph en que su actividad quinasa puede no ser totalmente dependiente de la unién del ligando. Estos efectos
independientes de ligando de EphA2 son importantes en los procesos influyentes que son criticos en la progresion
maligna.

Los efectos de la prevencion de la fosforilacion de EphA2 endégeno se analizaron alternativamente por medio de
una proteina quimérica del receptor de EphA2-Fc con un dominio de unién a ligando extracelular del receptor
fusionado a la porcién Fc de IgG1 humana que se une competitivamente al ligando disponible.

Analisis citofluorimétrico:

Para el analisis de dosis-respuesta, poco después de la disociacion mecanica, las células se sembraron en
presencia de efrinaA1-Fc (0,001, 0,01, 0,1, 0,5, 1,0 yg/ml) durante 24 horas. Para el analisis del tiempo-ciclo, las
células se incubaron con efrinaA1-Fc (1,0 ug/ml) durante 6, 24, 48, 72 horas.

Las preparaciones celulares (500.000 células/muestra) se centrifugaron y se volvieron a suspender en 0,2 ml de
medio completo. A continuacién, se expusieron a un anticuerpo policlonal de cabra anti-EphA2 (0,5 ug, R&D)
durante 30 minutos en la oscuridad a 4 °C. Después de haber realizado extensos lavados, se afiadié un anticuerpo
de burro anti-lg de cabra marcado con FITC (0,56 pg/muestra, Jackson Immunoresearch) y cada tubo se incubd
durante 30 min en la oscuridad a 4 °C. Después de dos lavados, las células se volvieron a suspender en 0,5 ml de
medio completo y se analizaron por citometria de flujo. Los controles de autofluorescencia y de isotipo se llevaron a
cabo de forma rutinaria para todos estos ensayos.
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Inmunocitoguimica:

Las células se sembraron a una densidad de 2,5 x 10* células/cm 2 en cubreobjetos de vidrio con un diametro de 12
mm recubiertos de Cultrex (Trevigen) en medio completo como control o en presencia de efrinaA1-Fc (0,5, 1,0
pg/ml) durante 24 horas. Las células se lavaron, se fijaron con paraformaldehido al 4 % en TFS, pH 7,4, y se llevo a
cabo la inmunotincion. Los cubreobjetos se incubaron durante la noche a 4 °C en TFS que contenia suero normal de
cabra (SNC) al 10 % o suero bovino fetal al 10 % (SBF), Triton X-100 al 0,3 %, y los anticuerpos o antisueros
primarios apropiados (conejo anti-efrinaA1 humano, 1:50 Abcam, cabra anti-EphA2 humano, 1:50 R&D).
Alternativamente, las células se inmunotifieron con un clon D7 del monoclonal de raton IgG1 EphA2 (1:100, Sigma).

Tras lavar a fondo con TFS, las células se hicieron reaccionar durante 45 min en la oscuridad a temperatura
ambiente (TA) con el anticuerpo secundario apropiado:

e Cabra anti-conejo conjugado con cianina Cy2 o Alexa-Fluor 488 (1:200, Jackson Immunoresearch, 1:2000,
Invitrogen)

e Cabra anti-burro conjugado con cianina Cy3 o Alexa-Fluor 546 (1:500, Jackson Immunoresearch, 1:2000
Invitrogen)

e Cabra anti-ratén conjugado con cianina Cy3 (1:800, Jackson Immunoresearch)

Tras haber realizado el lavado, los nucleos celulares se contratifieron 10 min a temperatura ambiente con 4,6-
diamidina-2-fenilindol dihidrocloruro (DAPI, 50 g/ml en TFS, Sigma), se enjuagaron tres veces en TFS y una vez en
agua destilada y se montaron en un portaobjetos de vidrio con Fluorsave (Calbiochem).

Los controles apropiados para los anticuerpos primarios y secundarios no revelaron ni la tincion no especifica ni la
reactividad cruzada de los anticuerpos.

El diagnoéstico por imagenes se analizé por un microscopio de Zeiss Axioplan2 y un microscopio confocal Leica
DMIRE2.

Membrana de Western:

Poco después de la disociacion, las células se sembraron en medio completo en presencia de 5,0 ug/ml de efrinaA1-
Fc o 5,0 pg/ml de EphA2-Fc durante 10, 30, 60 min y 24 horas. Las células también se sembraron en matraces
recubiertos de Cultrex (Trevigen) y su diferenciacion se indujo mediante la eliminacion de EGF/FGF2 y la adicion del
factor inhibidor de la leucemia (FIL 10 ng/ml) durante 7-10 dias. Las células se volvieron a suspender, se
centrifugaron y se lisaron. El tampon de lisis estaba compuesto por 50 mM de Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM de EDTA y
Triton X-100 al 1 % suplementado con céctel inhibidor de la proteasa al 1 % (Sigma) y céctel inhibidor de la fosfatasa
al 10 % (Roche). Las células se recogieron, se lavaron en TFS y se centrifugaron a 14.460 xg. La cuantificacion
proteica se realiz6 por el ensayo proteico DC (Bio-Rad), utilizando una serie de estandares de albumina. El tampon
de carga de gel se afiadié a 70 pg de cada lisado, y las proteinas se resolvieron con geles de poliacrilamida al 10 %
y se transfirieron a la membrana de nitrocelulosa Hybond ECL (GE), de acuerdo con los protocolos convencionales.
Las membranas se bloquearon con solucion salina tamponada con Tris (SST)-T (SST mas Tween 20 al 0,02 %) y
leche al 5 %, y se incubaron con los siguientes anticuerpos primarios durante la noche a 4 °C:

¢ IgG de cabra anti-EphA2 humano (1:750, R&D)
¢ clon D7 de IgG1 de ratén anti-EphA2 humano (1:500, Sigma)

Esta etapa fue seguida de la incubacién con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano picante
(PRP) (1:10.000; Bio-Rad) durante 30 min:

¢ IgG de burro anti-cabra (1:5000, Promega)
¢ IgG de conejo anti-raton (1:10.000, GE)

La actividad de la peroxidasa se detectd utilizando el sistema potenciado de quimioluminiscencia (GE) siguiendo las
instrucciones de los fabricantes. Como control de carga, se utilizd el anticuerpo de ratén anti-gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) (1:500, Zymed).

Inmunoprecipitacion:

Las células se cultivaron en ausencia o presencia de efrinaA1 (1,0, 5,0 ug/ml) o del control de isotipo monoclonal de
raton 1IgG1 (R&D) durante 24 horas y luego se lisaron como se ha descrito previamente. Para determinar los niveles
de fosforilacion de EphA2, los lisados celulares que contenian 100 ug de proteina total se incubaron con ratén anti-
Eck/EphA2 humano, (1:500, Upstate) durante la noche a 4 °C con rotacion suave. Siguiendo las instrucciones de los
fabricantes, las microesferas (separacion de microesferas Dynal Invitrogen) se lavaron ampliamente con tampdén de
lisis, y los complejos inmunes se eluyeron con 2x tampén de muestra LDS (Invitrogen), se hirvieron y se
centrifugaron brevemente. Las proteinas se determinaron y se detectaron por inmunoelectrotransferencia utilizando
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ratén, 4G10 platinum, anti-fosfotirosina humano (1:1000, Upstate).

Resultados: La disminucion de la internalizacion y de la degradacion del receptor inducido por el ligando podrian
aumentar la estabilidad de la proteina y contribuir a la sobreexpresion de EphA2. Se muestra un papel supresor
tumoral potencial doble para efrinaA1-Fc que consiste en la represion de la sefializacién oncogénica como resultado
de la fosforilacion del receptor, asi como la disminucién del receptor posterior.

El analisis citofluorométrico de la Figura 3A muestra con claridad que efrinaA1-Fc reprime la sefalizacion
oncogénica a través de la disminucion del receptor de EphA2 en CMCs derivadas de GBM humano. El efecto
inhibidor de efrinaA1-Fc es cualquiera dependiente de la dosis o del tiempo. Los valores representan las medias +
EEM de la medicién por duplicado.

Ademas, como se indica en el panel superior de la Figura 3B, la inmunofluorescencia para EphA2 humano realizada
en CMCs derivadas de GBM confirma que la mayor parte de las células fueron positivas para el receptor (a),
mientras que después de 1,0 pg/ml de efrinaA1-Fc (b) y 5,0 ug/ml de efrinaA1-Fc (c) solo se marcaron unas cuantas
células para el mismo antigeno. Barra de escala, 20 um. En el panel central de la misma Figura, la disminucién en la
expresion del receptor de EphA2 en CMCs derivadas de GBM tratadas con efrinaA1-Fc se confirmé a nivel proteico
por inmunoelectrotransferencia en lisados celulares totales. Especialmente, la membrana confirma que el
reclutamiento mediado por efrinaA1-Fc del receptor de EphA2 disminuye notablemente la expresion de EphA2 en
CMCs derivadas de GBM de una manera dependiente de la concentracion/tiempo. Las células se cultivaron en
ausencia (-) o presencia (+) de efrinaA1-Fc en los periodos de tiempo indicados. El nivel de proteina inmunorreactiva
cuantificado se abolié completamente en 60 minutos. Esto sugiere que el compromiso de EphA2 por su ligando
analogo corresponde con una rapida internalizacién del receptor. Estirpe celular de fibroblastos humanos (FH) como
control negativo para el anticuerpo EphA2. GAPDH se incluye como control para la carga idéntica de lisados. Los
datos presentados son un Unico representante de tres lineas diferentes de CMCs derivadas de GBM.

EfrinaA1-Fc desencadena la fosforilacion y la degradacion del receptor de EphA2 en CMCs derivadas de GBM.
Segun la evaluacion por inmunoprecipitacion, en el tratamiento con efrinaA1-Fc (Figura 3B, panel inferior), los
niveles de EphA2 fosforilada con tirosina aumentaron drasticamente durante la concentraciéon en las CMCs
derivadas de GBM, una indicacion de la activacién del receptor mediada por efrinaA1. Poco después de la
disociacion, las células se trataron con concentraciones crecientes de efrinaA1-Fc o control de isotipo Fc durante 48
horas. La inmunoelectrotransferencia de lisados celulares totales con un anticuerpo (4G10) especifico de
fosfotirosina de los niveles de EphA2 inmunoprecipitada confirman un aumento en la activacion y la fosforilaciéon de
EphA2 por efrinaA1-Fc.

Por ultimo, como se muestra en la Figura 3C, el tratamiento con EphA2-Fc puede prevenir la fosforilacion de EphA2
enddgena en lugar de la disminucion de la expresion proteica de EphA2 en CMCs derivadas de GBM. Las CMC
derivadas de GBM en estado de reposo y las CMC derivadas de GBM activadas con EphA2-Fc (5,0 pug/ml) en los
periodos indicados se sometieron a un analisis de membrana Western.

Obsérvese que no se detectd un nivel de expresion del receptor de EphA2 en CMCs derivadas de GBM
diferenciadas, lo que indica su implicacion putativa en la regulacion del comportamiento oncogénico de las células
madre de cancerosas en GBM, tal como la proliferacion y la migracién aberrantes. La inmunoelectrotransferencia
presentada es un representante de tres membranas analizadas en diferentes momentos.

Ejemplo 5.

Efectos del receptor de efrinaA1-Fc o EphA2-Fc en la proliferacion de CMCs derivadas de GBM .in vitro.

Para determinar si la aplicacion de la disminucion/fosforilacion de EphA2 o la unién competitiva con su ligando
analogo puede afectar a las propiedades tumorigénicas de CMCs derivadas de GBM, en este caso, se analizaron los
efectos citostaticos de efrinaA1-Fc y EphA2-Fc en el primer parametro critico de células madre, tales como la
simetria general de division.

Las CMCs derivadas de GBM en su estado activo de crecimiento se expusieron a efrinaA1-Fc soluble o a EphA2-Fc
y luego se evalud la desviacion de la cinética.

Curvas de crecimiento:

Para analizar el indice de proliferacién de las CMCs derivadas de GBM, las suspensiones de neuroesferas se
transfirieron a tubos de 15 ml (BD), se centrifugaron a 192 xg durante 10 minutos y se disociaron mecanicamente a
una suspension de una célula individual. Las células se contaron por el método de exclusién con azul de tripano y 8
x 10° células/cm? de células viables se sembraron en presencia de control de isotipo monoclonal de ratén IgG1
(R&D), efrinaA1 (0,5, 1,0, 2,0, 3,0 o 5,0 ug/ml) o EphA2-Fc (5,0 pg/ml). Se representd el nimero total de células
obtenido en la siguiente etapa de subcultivo (0 DIV). En cada pase de subcultivo (cada 4-6 dias) se obtuvo una
suspension de una unica célula y el nimero total de células viables se contd por exclusion con azul de tripano. Se
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volvieron a sembrar 8 x 10° células viables/cm? en las mismas condiciones. Esto condujo a la definicion de los
parametros cinéticos (pendiente de la curva de crecimiento, como en Gritti A, 2001) (7.) que proporciona
indicaciones de la funcién de las proteinas recombinantes mencionadas anteriormente en la determinacion de la
tasa de expansion de CMCs-CMNhs. Células U87 como control de referencia para las células tumorales y CMNhs
para las células madre neurales.

Para evaluar si el resultado de los tratamientos con efrinaA1-Fc y EphA2-Fc se basaba en criterios de buena fe de
las células madre, el andlisis de la proliferacion de células disociadas completamente se realizé por un subcultivo de
CMCs derivadas de GBM poco después del aislamiento a partir de los especimenes de tumores primarios (como se
ha descrito previamente) en presencia de EphA2-Fc (5,0 pg/ml).

Inmunorreactividad ante KI67:

La investigacion se complementé por medio de la definicion del indice de proliferacion con el analisis con KI67 (1.).
Brevemente, las células se sembraron en cubreobjetos de vidrio recubiertos de Cultrex (Trevigen) en presencia de
EGF/FGF2 y se expusieron a efrinaA1-Fc (0,5, 1,0 yg/ml) durante 24 horas. Las células en crecimiento se
cuantificaron mediante inmunocitoquimica indirecta utilizando un policlonal de conejo anti-IgG Ki67 (1:1000,
Novocastra). Se utilizé un anticuerpo secundario de cabra anti-conejo con Cy2, como se ha descrito previamente
(1:200, Jackson Immunoresearch). EI nimero total de células en cada campo se determina por la contratincion de
nucleos celulares con 4,6-diamidina-2-fenilindol dihidrocloruro (DAPI; Sigma; 50 g/ml en TFS) durante 10 min a
temperatura ambiente.

Ensayos BrdU:

La proliferacién también se controlé6 mediante el kit de ensayo colorimétrico mediante BrdU de acuerdo con las
instrucciones proporcionadas por los fabricantes (Roche). En resumen, las CMCs derivadas de GBM se sembraron
en microplacas de 96 pocillos, a una densidad de 5000 células/pocillo. Las células se expusieron a efrinaA1 (0,001,
0,01, 0,1, 0,5, 1,0 pg/ml) durante 24 horas y después 24 horas a BrdU (1:10). El indice de proliferacion celular se
evalué por triplicado.

Resultados: Como se mostré con claridad por los estudios de cinética de crecimiento en la Figura 4A, la activacion y
la rapida internalizacion del receptor de EphA2 causadas por el ligando de efrinaA1-Fc redujeron en gran medida el
indice de proliferacion de lineas de CMCs derivadas de GBM. En relacién con las células cultivadas con un control
de isotipo (Fc), se detectaron diferencias en la cinética de crecimiento después de la adicion de efrinaA1-Fc a las
CMCs derivadas de GBM en cultivo (a-c), similares a las células madre neuronales humanas (d), pero diferentes a
las lineas de glioma humano U87 (e). La efrinaA1-Fc atenua la proliferaciéon de CMCs derivadas de GBM de manera
dependiente de la concentracién. Las curvas de crecimiento son representativas de tres lineas de CMCs derivadas
de GBM. (f) En relacion con las células cultivadas con efrinaA1-Fc, EphA2-Fc mostré inducir una gran reduccion de
la cinética de crecimiento de las CMCs derivadas de GBM. Estos datos podrian sugerir una vez mas un papel
funcional para efrinaA1-Fc y EphA2-Fc en el empobrecimiento del agregado de CMCs derivadas de GBM. Todas las
graficas mostradas son representativas de tres experimentos. Las curvas de crecimiento en f son representativas de
una linea de CMCs derivadas de GBM.

Como se apunta en la Figura 4B, la incorporacion de BrdU (a) o las células inmunorreactivas ante KI67 (b) se redujo
en gran medida en presencia del ligando soluble en las concentraciones indicadas. La efrinaA1-Fc no provoca
ningun efecto inhibidor sobre la proliferacion de las células U87. a es representante de una linea de CMCs derivadas
de GBM. Los datos representados son la media £ EEM de cuatro experimentos independientes.

La Figura 4C muestra con claridad que la exposicion de las CMCs derivadas de GBM a EphA2-Fc (5,0 pg/ml) poco
después del aislamiento del espécimen del tumor primario previno su expansidon en cultivo. Las imagenes de
microscopia de fase brillante de neuroesferas a partir de dos lineas de CMCs derivadas de GBM disociadas
completamente en ausencia (a, c) o presencia (b, d) de EphA2-Fc muestran claras diferencias en la morfologia del
clon. Los clones derivados de CMCs derivadas de GBM sin tratar exhiben la morfologia tipica redondeada, mientras
que las neuroesferas obtenidas después del tratamiento con EphA2-Fc se formaron de forma irregular y se
caracterizaron por la presencia de muchas células alargadas que sobresalen, lo que sugiere probablemente el
aumento y la diferenciacion de la adhesion celular (n=4). Bar, 50 pm.

Ejemplo 6.

Efectos del receptor de efrinaA1-Fc soluble o EphA2-Fc soluble en la clonogenicidad y la capacidad de
autorrenovacion de CMCs derivadas de GBM.

La capacidad de las CMC derivadas de GBM para autorrenovarse, que puede definirse como la capacidad de una
célula madre cancerosa para producir multiples copias de si misma en un tiempo dado, es un indice prospectivo de
lo agresivo que puede ser su comportamiento. En este caso, se analizé6 un parametro de células madre critico
relacionado con la simetria global de la division, tal como la actividad de autorrenovacion relacionada. El indice de
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autorrenovacion después de la exposicion a efrinaA1-Fc o a EphA2-Fc se evalué por medio de ensayos
clonogénicos y clasificacion celular de CMCs derivadas de GBM.

Ensayo clonogénico:

Las lineas de CMCs derivadas de GBM derivadas de la disociacion de clones individuales se contaron y 1.000
células viables/pocillo se sembraron en placas de 24 pocillos recubiertas con L-poli-lisina (0,1 mg/ml, Sigma). El
numero de esferas secundarias generadas se evalué después de 7-10 dias (7.). Las células se sembraron en
presencia de control de isotipo monoclonal de ratén IgG1 (R&D), efrinaA1-Fc (0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 5,0 ug/ml) o EphA2-
Fc (5,0 ug/ml). Las CMNhs se emplearon como control de células madre.

Clasificacion celular:

2 x 10° de CMCs derivadas de GBM se centrifugaron y se volvieron a suspender en 0,5 ml de medio completo con
DNasa (1:1000, 1 yg/ml de concentracion final, Sigma).

Las células positivas o negativas del receptor de EphA2 derivada de GBM se clasificaron y se analizaron (FACSAria,
BD Biosciences) utilizando el modo de clasificacion de unica célula y UDCA (unidad de deposicion de células
automatizado) para clasificar una unica célula en cada pocillo de placas de 96 pocillos multiples.

FACS Aria estaba equipado con laseres 488, 633 y violeta. Se identificaron las células y se seleccionaron las
poblaciones electronicamente en las sefiales de dispersion de luz directa y ortogonal. Los acontecimientos que
representan la unién de las células a anti-EphA2 se identificaron por su difusiéon de la luz (FSC y SSC) y las firmas
de fluorescencia (FITC). Se clasificaron simultaneamente hasta tres poblaciones de células. Los datos brutos del
instrumento se almacenaron electronicamente para su posterior archivo y procesamiento de datos.

El nimero de esferas primarias generado (eficiencia clonal) en cada pocillo se evalué 10-14 dias después de la
siembra (DAP).

Resultados: Como se muestra en la Figura 5A, la efrinaA1-Fc afecta a la simetria general de la divisién y a la
actividad relacionada con la autorrenovacion de CMCs derivadas de GBM humano in vitro.

Por medio de los ensayos clonogénicos en serie descritos en los métodos, en relacion con las células cultivadas con
el control-Fc, las CMC derivadas de GBM estimuladas con la concentracion indicada de efrinaA1-Fc soluble
mostraron una eficiencia clonal inferior, similar a las CMNh pero al contrario de las células U87. La activacion
mediada por el ligando de EphA2 redujo de manera dependiente de la dosis el porcentaje del formador del clon
precursor neural (eficiencia clonal). Columnas, con una media de tres ensayos separados, bares, EEM.

Ademas, la efrinaA1-Fc induce cambios morfolégicos en las células en GBM in vitro. Las microfotografias de fase
brillante de neuroesferas de dos cultivos de lineas de CMCs derivadas de GBM, expuestas en la Figura 5B,
muestran con claridad los efectos de la efrinaA1-Fc en el tamafio de clon. (a, d) controles en estado de reposo, (b, €)
0,5 yg/ml de efrinaA1-Fc, (c, f) 1,0 uyg/ml de efrinaA1-Fc. Esto podria confirmar la implicacion putativa de efrinaA1-Fc
en el empobrecimiento de los agregados de CMCs derivadas de GBM. En particular, la dosis de saturacion de
efrinaA1-Fc (5 yg/ml) abolié completamente la formacion de neuroesferas de CMNhs (datos no mostrados). Barra de
escala, 100 ym (a-c); 50 ym (d-f). Por ultimo, como se apunta en la Figura 5C, se realizé la clasificacion celular de
EphA2 y la subpoblacion positiva a EphA2 fue notablemente mas clonogénica en relacion a las células negativas de
EphA2 in vitro. Columnas, media de cinco ensayos distintos, barras, EEM.

Ejemplo 7.

Efectos del ligando de efrinaA1-Fc soluble o receptor de EphA2-Fc soluble en el agregado de CMCs derivadas de
GBM tumorigénicas.

Para evaluar si el resultado del tratamiento con efrinaA1-Fc y EphA2-Fc afecta al criterio de buena fe de las células
madre, en lugar comprometer las células progenitoras, se investigaron los efectos de efrinaA1-Fc y EphA2-Fc en la
poblacion lateral (PL) de CMCs derivadas de GBM.

Ademas, CMCs derivadas de GBM estimuladas con EphA2-Fc (5,0 ug/ml durante 24 horas) se caracterizaron por la
expresion de los marcadores de la poblacion de las células madre neuronales putativas, células madre tumorales
cerebrales y células madre cancerosas/células iniciadoras del tumor por CCAF.

Poblacién lateral:

Se identifico la PL de las células como una cola de fluorescencia de baja caracteristicas en el grafico de puntos del

andlisis de doble longitud de onda y detectd en nuestras CMCs derivadas de GBM (1,41 % de las células
seleccionadas de la poblacion vivas frente a 0,03 % de la médula 6sea). El tratamiento con verapamilo, que es
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conocido por inhibir transportadores especificos ABC que median la expulsién de Hoechst 33342, abolié esta
poblacién. Las células se analizaron en MoFlo (Coulter) utilizando el analisis de doble longitud de onda (azul, 450-
465 nm; rojo, 630-730 nm) después de la excitacion con luz UV de 350 nm.

Las células se cultivaron en presencia de 5,0 ug/ml de efrinaA1-Fc o EphA2-Fc durante 24 horas y después se
volvieron a suspender en una concentracion final de 2 x 10%ml en DMEM/F12 mas DNasa (1 pg/ml, Sigma), SAB (2
mg/ml, Sigma), heparina (4 ug/ml, Sigma) y EDTA (200 pg/ml, Sigma). Las CMC derivadas de GBM se marcaron
con 2 pg/ml de colorante Hoechst 33342 (Invitrogen) a 37 °C durante 2 horas con mezcla intermitente. Como control
inhibidor, se afiadio verapamilo, bloqueador del canal de calcio, (Sigma) a una concentracion final de 50 uM durante
10 min a temperatura ambiente antes de su marcaje con Hoechst 33342.

Al final de la incubacion, las células se centrifugaron en frio y se volvieron a suspender en TFS enfriado con hielo. El
yoduro de propidio (YP) (2 ug/ml de concentracion final, Sigma) se afiadié 5 min a temperatura ambiente antes del
analisis de clasificacion celular activado con fluorescencia (CCAF), que permite la discriminacion de las células
muertas frente a las vivas.

El gen transportador ABC, ABCG2 (también conocido como Bcrp1), es uno de los mediadores principales del
fenotipo de PL en médula 6sea de raton y otros tejidos. Se detectd la proteina ABCG2 en CMCs derivadas de GBM
que realizan la tincion de inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo monoclonal IgG2b de raton (1:50,
eBioscience) y un anticuerpo secundario de cabra anti-ratén conjugado con Alexa Fluor 488 (1:2000, Invitrogen),
como se ha descrito previamente.

Perfil del inmunofenotipo por citometria de flujo:

Se realiz6 un andlisis de citometria de flujo como se ha descrito previamente. Se emplearon los siguientes
anticuerpos primarios conjugados:

raton anti-CD133 conjugado con PE (0,25 ug, MACS)

ratén anti-CD44 conjugado con PE (20 ul/1 x 10° células, BD)

raton anti-CD184, CXCR4, conjugado con APC (20 ul/1 x 10° células, BD)
ratén anti-CD81, TAPA1, conjugado con FITC (20 pl/1 x 10° células, BD)
ratén anti-CD15, SSEA1, conjugado con FITC (20 pl/1 x 10° células, BD)
ratén anti-CD117, cKit, conjugado con PE (0,2 ug, BD)

Las células se incubaron durante 30 min en la oscuridad a temperatura ambiente, se lavaron y se volvieron a
suspender en 0,5 ml de medio completo y se analizaron por citometria de flujo. Los controles de autofluorescencia y
de isotipo se llevaron a cabo de forma rutinaria para todos estos ensayos.

Resultados: Como se apunta con claridad en la Figura 6, la PL de CMCs derivadas de GBM desaparecio
completamente o se redujo en gran medida por el tratamiento con efrinaA1-Fc y EphA2-Fc.

Las células se marcaron con Hoechst 33342 solo o en combinacion con 100 ymol/L de verapamilo y después se
analizaron por citometria de flujo. Las CMC derivadas de GBM tratadas con ligando o receptor soluble mostraron
una poblacién lateral de células de que no eran detectables, al igual que en presencia de verapamilo. Los datos
mostrados son graficos de puntos representativos de al menos 2 experimentos independientes.

EphA2-Fc podria tener una implicacién en las células madre tumorales o un enriquecimiento de la subpoblacion de
células iniciadoras del tumor. La cantidad o el patrén de la expresion de algunos marcadores disminuyo después de
la estimulaciéon de EphA2-Fc (datos no mostrados).

Ejemplo 8.

Efectos del receptor de efrinaA1-Fc soluble o EphA2-Fc soluble en la multipotencialidad de CMCs derivadas de
GBM.

Para poder calificarse como células madre, las CMCs derivadas de GBM han de ser multipotentes. En este caso, se
realizaron estudios de diferenciacién para determinar la adquisicién de un candidato de un fenotipo mas diferenciado
de CMCs derivadas de GBM tras el tratamiento con efrinaA1-Fc o EphA2-Fc. Las esferas clonales cultivadas en
ausencia o presencia de efrinaA1 o EphA2-Fc se sometieron a una medicion citofluorimétrica de la intensidad de la
sefial de fluorescencia.

Citometria de flujo:

Las esferas clonales del ensayo de autorrenovacion se sometieron a analisis de CCAF y la expresion de los
marcadores neuronales se evalué mediante marcadores especificos de linaje.
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Para la cuantificacion de los astrocitos (proteina acida glial fibrilar, GFAP), las neuronas (Blll-tubulina) y los
oligodendrocitos (galactocerebrosidaC, GalC), una mezcla de particulas de calibracion rainbow (8 picos), 3,0-3,4 um
(BD Bioscience) se utilizé para la calibracion y la intensidad del marcaje celular se expresé como moléculas de
ficoeritrina equivalente (MEPE) o moléculas de fluoresceina equivalente (MEFL). En resumen, para la tincion
intracelular, las células se sembraron en presencia de 1,0 o 5,0 yg/ml de efrinaA1 durante 24 horas, después se
volvieron a suspender y se permeabilizaron por medio de 0,5 ml de solucién de Cytofix/Cytoperm (BD) a temperatura
ambiente durante 30 min. Las células se lavaron con 2 ml de BD Perm/Wash 1X (BD) y se incubaron a temperatura
ambiente durante 10 min. Después de la centrifugacion, se volvieron a suspender en 0,2 ml de solucion de BD
Perm/Wash 1X (BD) que contenia la mezcla de anticuerpo primario apropiado. Para antigenos de membrana, las
células se volvieron a suspender en 0,2 ml de medio de crecimiento y después se incubaron durante 30 min a 4 °C
con los siguientes anticuerpos primarios: policlonal de conejo anti-GFAP (1:400, Dako Corporation), monoclonal de
ratén anti-tubulina bill (1:400, Babco) y monoclonal de ratéon anti-GalC (1:400, Chemicon). Las células se lavaron y
se expusieron durante 30 min a + 4 °C al anticuerpo secundario. En el caso de antigenos intracelulares, estos fueron
anticuerpo de cabra anti-lg de conejo marcado con FITC o anticuerpo de cabra anti-IgG de ratdbn marcado con PE
(BD) 1:800, mientras que para antigenos de membrana se utilizé F(ab')2 de IgM de cabra anti-ratdn conjugada con
FITC o IgM de cabra anti-ratén conjugada con FITC (Jackson ImmunoResearch) 1:1000. Después de un extenso
lavado, las células se volvieron a suspender y se analizaron por citometria de flujo.

Resultados: Como se muestra en la Figura 7, con relacion a Fc de control, el ligando y el receptor solubles se
indujeron por los cambios morfoldgicos evidentes de CMCs derivadas de GBM. Mediante el uso de la medicion por
citofluorimetria de la intensidad de la sefial de fluorescencia, las células estimuladas con efrinaA1-Fc revelaron un
aumento dependiente de la dosis en las moléculas de fluoresceina equivalente (MEFL) para la inmunorreactividad
de glial (GFAP). La efrinaA1-Fc y EphA2-Fc desencadenan la adquisicion de un fenotipo mas maduro in vitro, que
adquiere predominantemente un alcance similar astroglial y empobrece el agregado de CMCs derivadas de GBM
tumorigénicas. El histograma muestra la media + EEM de la medicién por triplicado.

Ejemplo 9.

Efectos del receptor de efrinaA1-Fc soluble o EphA2-Fc soluble en la apoptosis o ciclo celular de CMCs derivadas
de GBM humano.

Analisis del ciclo celular: analisis y deteccién de BrdU/ADN

Para el analisis del ciclo celular, 1 x 10° células/muestra se cultivaron en presencia de efrinaA1-Fc (5 pg/ml) o EphA2
(5 pg/ml) durante 6, 24, 48 horas. Las células se expusieron a 20 yM de 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU, 1:500,
Sigma) durante 20 min a 37 °C., se fijaron en etanol al 70 % en TFS y se mantuvieron a 4 °C antes de la tincion (3.).
El ADN se desnaturalizé con 1 ml de HCI 3N durante 20 min a TA y después el sedimento se incubd con 1 ml de
Tween-20 al 0,5 % (Sigma) que contenia SAB al 1 % (Sigma) durante 15 min a TA. Las células se incubaron con
anticuerpo monoclonal anti-BrdU (1:10, BD) durante 60 minutos a TA en la oscuridad. El anticuerpo secundario
empleado fue IgG de cabra anti-raton conjugada con Alexa 488 (1:500, Invitrogen). Las células se volvieron a
suspender en 2,5 yg/ml de yoduro de propidio (YP) en TFS y 7 yl de ARNasa (3 mg/ml) en agua, y se tifieron
durante la noche a 4 °C en la oscuridad. Se realizé un analisis de BrdU/ADN biparamétrico con al menos 30.000
células para cada muestra por FACS-Calibur (BD Biosciences) y se analizaron los datos utilizando el software
Summit 4.3.

Ensayo del marcado del extremo libre FITC por desoxi-transferasa terminal dUTP (TUNEL)

La apoptosis se midid utilizando el kit de ensayo TUNEL (Roche Diagnostics) siguiendo las instrucciones del
fabricante para el parametro de doble citometria de flujo. El andlisis se realizd6 en un equipo FACSCalibur (BD
Biosciences) y los datos se analizaron utilizando el software Summit 4.3 (Coulter).

Resultados: Como se ha medido por CCAF-Tunel y BrdU, en relacion con las células control, ni el ligando soluble ni
el receptor soluble indujeron la muerte/apoptosis celular o cambiaron las fases del ciclo de CMCs derivadas de GBM
y CMNhs (datos no mostrados).

Ejemplo 10.

Efectos del receptor de efrinaA1-Fc soluble o EphA2-Fc soluble en la propagacion, migracién y en las vias
intracelulares relacionadas implicadas de CMCs derivadas de GBM.

La sobreexpresion de EphA2 o la falta de activacion es un jugador esencial también en la invasion de CMCs
derivadas de GBM, provocando modificaciones del citoesqueleto o el mantenimiento de la fosforilacion y la actividad
de la quinasa FAK y de ofras vias intracelulares.

Desde que la motilidad celular depende de las modificaciones del citoesqueleto, el papel de supresion oncogénico
de efrinaA1-Fc y EphA2-Fc en el bloqueo de los reordenamientos del citoesqueleto y los cambios morfoldgicos de
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CMCs derivadas de GBM se evalué midiendo la frecuencia de las células que muestran los fasciculos de anillos de
actina F por faloidina.

También se determind la eficacia del ligando o receptor soluble en la regulacion de la motilidad y la capacidad de
invasion de las células vasculares.

Inmunotincién para marcadores del citoesqueleto:

CMCs derivadas de GBM se sembraron a una densidad de 2,5 x 10* células/cm? en un cubreobjetos de vidrio
recubierto con Cultrex (12 mm de diametro) en ausencia o presencia de efrinaA1-Fc (5,0 ug/ml) o EphA2-Fc (5,0
pg/ml) durante 5 y 30 min. Para la tincion con F-actina, las células se fijaron en paraformaldehido al 4 % durante 20
minutos, se permeabilizaron con Triton-X 100 al 0,1 % (v/v) y se incubaron con faloidina marcada con Alexa555
(1:40, Invitrogen) durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Ensayos de migracion:

Los ensayos de invasion se realizaron en camaras Transwell de 24 pocillos (tamafio de poro de 8 um, 6,5 mm, 0,33
cm Corning Costar) como en Pennacchetti 2003 (10.). El lado superior de los filtros se recubrié con Cultrex y 1 x
10° celulas endoteliales microvasculares dérmicas humanas (CEMDHs) se sembraron en 1,5 ml de DMEM/F12 en
ausencia o presencia de EphA2-Fc (5,0 ug/ml). En el compartimento inferior, como estimulos positivos de migracion,
se afiadio el factor de creC|m|ento endotelial vascular (FCEV, 20 ng/ml) o las CMC derivadas de GBM en medio
condicionado (1 ml de 1 x 10° células 1 dia después de la siembra). Se afadieron estimulos en 2,6 ml de medio
basal DMEM/F12 en ausencia o presencia de EphA2-Fc en el lado superior del filtro.

7-14 dias después de la siembra, las células en el lado superior de los filtros se eliminaron mecanicamente, y las
que migraron hacia el lado inferior se fijaron y tifieron utilizando DiffQuick (Dade Behring) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La migracion de las células se evalud por valores de densidad de volumen adquiridos por un escaner
densitometro.

Membrana de Western:

Para determinar el resultado del tratamiento con efrinaA1-Fc o EphA2-Fc en el comportamiento maligno de las CMC
derivadas de GBM, las células se sembraron en presencia de efrinaA1-Fc (1,0 o 5,0 ug/ml) o EphA2-Fc (5,0 pg/ml)
durante el tiempo apropiado y después se lisaron. Se realizaron todos los procedimientos como se ha descrito
previamente.

Se emplearon los siguientes anticuerpos primarios:

conejo anti-fosfo FAK (Tyr576/577, Tyr925) (1:1000, Cell Signaling)
conejo anti-p42/p44 MAPK total humano (ERK1/2) (1:1000, Cell Signaling)
conejo anti-fosfo-ERK1/2 humano (Thr202/Tyr204) (1:1000, Cell Signaling)
conejo anti-fosfo-Akt (Ser473) (1:1000; Cell Signaling)

conejo anti-fosfo-mTOR (Ser2481) (1:1000, Cell Signaling)

conejo anti-fosfo-PI3K p85 (Tyr458)/p55 (Tyr199) (1:1000, Cell Signaling)
conejo anti-E-cadherina humano (1:1000, Cell Signaling)

ratén anti-gelsolina humano (1:1000, Sigma)

Esta etapa fue seguida de la incubaciéon con burro anti-conejo-HRP (1:10.000, GE) y conejo anti-raton-HRP
(1:10.000, GE).

La mezcla proteica cerebral humana (70 ug, Clontech) o el lisado proteico total de tumores cerebrales LYS054
humanos (70 pg, Abserotec) se utilizaron como controles tisulares.

Se detectaron asimismo las formas fosforiladas de ERK1/2 por inmunocitoquimica. Las células se sembraron en
cubreobjetos de vidrio recubiertos de Cultrex (Trevigen) en ausencia o presencia de efrinaA1-Fc (5,0 pug/ml) o
EphA2-Fc (5,0 pg/ml) durante 1, 6 y 24 horas. Células en estado de reposo o células pre-tratadas con el inhibidor
MEK1/2 UO126 (10 um durante 2 horas, Cell Signaling) como control. La inmunocitoquimica se realizé con un
policlonal de conejo anti-fosfo MAPK (t202/y204) (1:1000, Cell Signaling) e IgG con Alexa Fluor 488 (1:2000,
Invitrogen) como se ha descrito previamente.

Resultados: Ni el receptor soluble ni el ligando soluble evitan la propagacion celular. La adhesion y la propagacion
contindian de forma simultanea con cambios tanto en la actina como en el citoesqueleto de microtibulos. El analisis
de los reordenamientos del citoesqueleto expuestos en la Figura 8A, muestran con claridad que las CMCs derivadas
de GBM no tratadas (a), que tienen un fenotipo altamente migratorio y se propagan bien en Cultrex, se caracterizan
por una morfologia plana y poligonal, con un citoesqueleto de actina bien organizado, mas filamentos de actina F
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organizados densamente en las fibras de estrés y una morfologia similar a fibroblastos. (Inserciones b-d) Los
fasciculos de actina similares a un anillo retnen las caracteristicas del comportamiento de las CMC derivadas de
GBM. Por el contrario, las células tratadas con efrinaA1-Fc (e) y EphA2-Fc (f) se mantuvieron redondeadas,
caracterizadas por células bipolares y alargadas y que no pueden propagarse, revelando microtubulos menos
organizados con la positividad a actina F focal en los contactos célula-célula. Barra en paneles mas grandes, 5 ym;
Barra en paneles mas pequefios, 10 um.

Los datos que se muestran en el panel superior de la Figura 8B, confirman que la activacién de EphA2 podria inhibir
la adhesion celular, la propagacion y la migracion in vitro, induciendo la inactivacion rapida y desfosforilacion de
FAK. Las células se cultivaron en ausencia (-) o presencia (+) de efrinaA1-Fc durante los periodos de tiempo
indicados, y luego se lisaron. La disminucion de la expresion de FAK fosforilada en los residuos de tirosina 576/577
0 925 en las células tratadas se evalué a nivel proteico por membrana de Western. El nivel mas marcado se observé
60 minutos después del tratamiento y tras 24 horas, FAK es una tirosina fosforilada de nuevo. Control de carga:
GAPDH.

En particular, como se indica por ensayos de invasion de cultrex expuestos en la Figura 8B (panel inferior), también
la migracion in vitro de las células endoteliales que expresan EphA2 se inhibié de forma severa por la administracion
de EphA2-Fc recombinante. Las CEMDHs privadas de suero se sembraron en la parte superior de la camara y se
les permitié migrar al lado inferior de los filtros durante 6 horas. (a) CEMDHs en medio basal como control. En el
compartimento inferior se afiadi6 FCEV (20 ng/ml) o CMCs derivadas de GBM en medio condicionado,
respectivamente, en ausencia (b, c) o presencia (e, f) de EphA2-Fc (5,0 ug/ml) en el lado superior de la camara. IgG
humana de control en el lado superior no afecté a la migracién celular en respuesta a FCEV (d). Las células que
migraron a la superficie inferior de la membrana se fijaron y se tifieron como se describe en los métodos. Barra de
escala, 200 um.

Por ultimo, se ha demostrado que la efrinaA1-Fc y EphA2-Fc pueden provocar la activacion de las vias dependientes
de MAP quinasa por la fosforilacion de ERK1/2 en CMCs derivadas de GBM. Segun se expone por
inmunofluorescencia confocal en la Figura 8C, con relacion al control tratado con Fc (a), se pudo detectar un
aumento inmediato especifico en la frecuencia de la positividad a ERK1/2 fosforilada 6 horas después de la adicién
de EphA2-Fc (c) o efrinaA1-Fc (d) en el medio de crecimiento. El nivel promedio de positividad observada se
mantuvo estable durante 24 horas. (b) La fosforilacion mediada por el receptor y el ligando solubles en los sitios de
sustrato de ERK es abolida por el pre-tratamiento de las células con UO126, un inhibidor quimico de la activacion de
MEKH1. Barra de escala, 20 uym. El analisis por membrana de Western expuesto en el panel inferior de la misma
Figura confirma que las concentraciones crecientes de efrinaA1-Fc potencian la activaciéon de ERK1/2 en CMCs
derivadas de GBM. GAPDH proporcion6 un control para la carga de la muestra. La efrinaA1-Fc podria incluso
potenciar la sefializacion aguas abajo de MAPK, como una intensa activacion de Akt y se detecté6 mTOR (datos no
mostrados).

Ejemplo 11.
BMP4 impulsa una cascada pro-diferenciaciéon de acontecimientos que conducen a el empobrecimiento de
agregados de células madre cancerosas en GBM, tanto in vitro como in vivo (11.). A continuacion, se muestra el

efecto de los tratamientos con BMP4 y efrinaA1-Fc combinados.

PCR en tiempo real:

Las CMC derivadas de GBM se expusieron cuarenta y ocho horas a BMP4 humano recombinante (100 ng/ml, R&D).
El ARN ADNCc total y se obtuvieron como se ha descrito previamente y, posteriormente se realizé un analisis
cuantitativo para la expresiéon de EphA2. Las reacciones de RT-PCR cuantitativa se realizaron por triplicado
utilizando un SYBR Verde Green QPCR Core Reagent Kit (Stratagene). El colorante SYBR Green se une a cualquier
producto de PCR, y, por lo tanto, no requiere el uso de sondas especificas para la secuencia. La emision
fluorescente se registré en tiempo real (Chromo 4 Four-Color Real-Time PCR Detector, MJ). El perfil de expresion
génica se completo utilizando el método comparativo Ct de cuantificacion relativa. Las cantidades relativas de ARN
se normalizaron con dos controles endégenos, GAPDH y ARN ribosomal 18S (ARNr 18S).

Curvas de crecimiento:

CMCs derivadas de GBM se sembraron en presencia de efrinaA1-Fc (1,0 pg/ml o 5,0 yg/ml) y en presencia de
respectivamente BMP4 (100 ng/ml, R&D) o factor inhibidor de leucemia (FIL, 10 ng/ml, Chemicon), un fuerte
regulador de la diferenciacion neuronal en la progenie de células madre del SNC humano. El indice de proliferacion
celular se evalud con el analisis de las curvas de crecimiento, como se ha descrito previamente.

Resultados: Como se muestra en la Figura 9, la exposicion de rhBMP4 incita a la disminucion proteica de EphA2 en
CMCs derivadas de GBM a través de la diferenciacion y el empobrecimiento del agregado de CMCs derivadas de
GBM. (a) Andlisis de QRT-PCR con cebadores especificos revelé la disminucion del transcrito de EphA2,
normalizado con GAPDH, en las células tratadas con rhBMP4 en comparacion con los controles emparejados. El
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histograma muestra medias normalizadas + EEM cuantificadas a partir de 3 experimentos diferentes representativos
de dos lineas de CMCs derivadas de GBM. Ademas, como se apunta en la Figura 9(b), rhBMP4 provoca efectos
inhibidores en efrinaA1-Fc en CMCs derivadas de GBM y la proliferacion de CMNhs. No se detectaron diferencias en
la cinética de crecimiento entre CMCs derivadas de GBM cultivadas con efrinaA1-Fc en ausencia o presencia de
rhBMP4, siendo la primera caracterizada por una tasa de crecimiento mas rapido y el ultimo comprende CMCs
derivadas de GBM que se dividen gradualmente. Las curvas de crecimiento en b son representativas de una linea
de CMCs derivadas de GBM.

Los mismos resultados se recogieron después de la estimulacion con FIL (datos no mostrados).
Ejemplo 12.

Efectos de la administracion de efrinaA1-Fc y EphA2-Fc en el crecimiento de xenoinjertos tumorales subcutaneos
(SC) de CMCs derivadas de GBM humano.

Se sabe que la sobreexpresion de EphA2 causa tumorigénesis. Ademas, los parametros criticos de células madre
de CMCs derivadas de GBM analizados previamente, tales como la simetria general de division y la actividad
relacionada con la autorrenovacion, estan linealmente correlacionados con la capacidad iniciadora del tumor de
estas células. Los efectos de la disminucion de EphA2 de la expresion o de la actividad por medio de efrinaA1-Fc o
EphA2-Fc se ensayaron in vivo.

En este caso, se ha evaluado si la reduccion in vitro del agregado de CMCs derivadas de GBM tumorigénicas se
relaciona con un descenso similar en la capacidad de las células tratadas con efrinaA1-Fc o EphA2-Fc para formar
tumores in vivo en xenoinjertos subcutaneos (SC).

Para las inyecciones SC, se emplearon ratones nu/nu atimicos inmunocomprometidos (hembra con 3-4 semanas de
vida, Charles River). Los xenoinjertos tumorales subcutaneos de GBM humano se establecieron mediante la
inyeccion de 3 x 10° de CMCs derivadas de GBMh en el flanco derecho de los ratones como receptores, utilizando
una aguja de calibre 23, en 100 yl de TFS mezclado con un volumen equitativo de Cultrex (Trevigen).

Los ratones se vigilaron 7-35 dias, los reactivos se administraron 1x/dia durante 35 dias cerca del sitio de la
inyeccion de CMCs derivadas de GBM (inyeccién peritumoral).

Para ensayar la capacidad del ligando/receptor soluble para reducir CMCs derivadas de GBM con capacidad de
iniciacion tumoral y prevenir el establecimiento y crecimiento de tumores, los animales se asignaron al azar en:

e Control del vehiculo: tras el trasplante de células, estas recibieron una inyecciéon peritumoral de 100 pl de
solucién salina;

e EfrinaA1-Fc (grupo co-tratado): el trasplante de células se acompafié al mismo tiempo por una inyeccion
peritumoral de 100 ul de efrinaA1-Fc en solucién salina (10 ug/dosis);

e EphA2-Fc (grupo co-tratado): el trasplante de células se acompafd por una inyeccion peritumoral de 100 pl de
EphA2-Fc en solucion salina (10 pg/dosis);

e EphA2-Fc (grupo post-tratado): el tumor se dejo crecer 7-10 dias después del trasplante de células, a
continuacion, los ratones recibieron una inyeccién peritumoral con 100 yl de EphA2-Fc (formacién post-tumoral)
(10 pg/dosis).

Las mediciones tumorales se determinaron con un calibrador pie de rey una vez por semana y se expresaron como
voliumenes absolutos, asi como volimenes tumorales normalizados a individuales en el dia 1, el inicio de la
dosificacion (volumenes tumorales relativos) para evaluar los cambios en la tasa de crecimiento tumoral en relacion
con el tratamiento.

V(imm3)=n/6xaxbxc

Los pesos corporales de los animales se determinaron y se analizaron sobre un curso temporal similar. Los
xenoinjertos tumorales de CMCs derivadas de GBM de los animales tratados con efrinaA1-Fc y EphA2-Fc del control
se extirparon, se post-fijaron y se crioprotegieron como se ha descrito posteriormente. Las secciones en serie de
diez micrometros de grosor se inmunomarcaron con los siguientes anticuerpos/antisueros: IgG1 de ratéon anti-
nucleos humano (1:100, Chemicon), IgG1 de ratén anti-mitocondria humano (1:50, Chemicon) e IgG2a de ratén anti-
HLA-abc humano (1:100, Dako) para confirmar la naturaleza del tumor en humanos. IgG de conejo anti-Ki67
(1:1000, Novocastra) para la deteccion del indice de proliferacion. Después de un enjuague minucioso, las secciones
se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario apropiado: IgG de cabra anti-raton o
anti-conejo con Alexa Fluor 488-546 (1:1000, Invitrogen). Las secciones se lavaron y se cubrieron con Fluorsave.

Se realizaron tincién de hematoxilina y eosina e inmunohistoquimica. Las muestras se vieron y fotografiaron con un
microscopio de fluorescencia Zeiss Axiophot-2 y microscopio confocal Leica DMIRE2. No se observé marcado
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alguno en los experimentos de control cuando se omitieron los anticuerpos o antisueros primarios o,
alternativamente, cuando se utilizé suero normal no inmune.

Resultados: Como se muestra con claridad en la Figura 10, La administracion de efrinaA1-Fc o EphA2-Fc inhibio
fuertemente la capacidad tumorigénica de CMCs derivadas de GBM humano y la progresion tumoral en el modelo
murino subcutaneo. La administracion de efrinaA1-Fc/EphA2-Fc in vivo impide el establecimiento y el crecimiento de
tumores subcutaneos. El tratamiento de tumores preestablecidos con un receptor soluble produjo una caida
importante de su crecimiento in vivo. Las CMC derivadas de GBM se inyectaron en el flanco derecho de ratones
nu/nu. La solucidon salina (vehiculo de control) o reactivos (co-tratamiento con efrinaA1-Fc o EphA2-Fc) se
administraron diariamente alrededor del tapon (100 pl/dosis) desde la inyeccion de las células. Para el analisis del
post-tratamiento hasta conseguir los volimenes (7 dias), los ratones desnudos portadores de un tumor recibieron
100 pl/dosis diaria. La grafica muestra la media £+ EEM en los cuatro grupos de seis ratones.

Ejemplo 13.

Efectos de la exposicion de CMCs derivadas de GBM a efrinaA1-Fc y EphA2-Fc in vitro sobre su capacidad para
iniciar xenoinjertos de tumores ortotdpicos.

Para evaluar la eficacia antitumoral de las moléculas del receptor y del ligando solubles (por disminucion de la
expresion o actividad de EphA2) en el crecimiento tumoral, se empled un modelo tumoral ortotépico clinicamente
mas relevante.

Con el fin de confirmar y ampliar los resultados obtenidos en el modelo SC, se realizaron experimentos de pre-
tratamiento. Después de cuarenta y ocho horas de exposicion al ligando o receptor soluble (5,0 pg/ml), CMCs
derivadas de GBM (infectadas con el gen indicador de la luciferasa, CMCs derivadas de GBM infectadas con el gen
indicador de luc) se inyectaron en el cuerpo estriado de los ratones idcs/bg. Esto permitié determinar si la exposicion
transitoria al ligando de efrina podria reducir/suprimir la tumorigenicidad en CMCs derivadas de GBM.

Infeccién lentiviral de CMCs derivadas de GBM.

Las CMC derivadas de GBM se infectaron con un gen indicador de luciferasa de luciérnaga.

Se emplearon recientemente vectores lentivirales generados en los que los promotores bidireccionales sintéticos
median la transcripcion coordenada de dos ARNm y permiten una transferencia eficaz del gen doble. (2.).

Este vector proviral consiste en un promotor bidireccional realizado por elementos del promotor del nicleo minimo
de citomegalovirus humano (CMVm) unido aguas arriba, y en orientacion opuesta, de un promotor eficiente, de la
fosfoglicerato quinasa humana (PGK). El disefio del vector pone a disposicion la luciferasa de luciérnaga (luc f) y la
proteina fluorescente verde (PFV) como genes promotores, que se explotaran i) in vitro, para enriquecer las células
que expresan transgenes por CCAF, por dilucion limitante o por analisis lvis Imaging Xenogen In vivo; ii) in vivo, para
controlar con facilidad la distribucion de las células tumorales en el cerebro. LV de tercera generacion pseudotipado
con VEV se producira por una co-transfeccion transitoria con 4 plasmidos en células 293T y se concentré por
ultracentrifugacion.

El titulo de la expresion de los vectores se estimd en células HeLa mediante dilucién limitante. Las particulas del
vector se midieron por inmunocaptura del antigeno gag p24 del VIH-1. La infectividad del vector se calculé como la
relacion entre el titulo y las particulas de cada vector. Las CMC derivadas de GBM se expusieron al sobrenadante,
condicionado de las células 293T transfectadas durante la noche, durante 16 horas. A continuacion, el virus que
contenia el medio se eliminé y se reemplazé por medio fresco (CMCs derivadas de GBM infectadas con el gen
indicador de luc).

La eficacia de la infeccion se evalué mediante el recuento del nimero de células que expresan PVF o por analisis de
Lumina in vivo.

Las células bioluminiscentes se diluyeron en serie a partir de 5.000 a 100 células en medio completo en placas de
96 pocillos con fondo transparente, negro (Nunc). Se afiadié D-luciferina (ONE-Glo, sistema de ensayo de luciferasa,
Promega) 1:1 (v/v) a cada pocillo (que contenia las células individuales suspendidas de nuevo en 100 uyl de medio
completo) 3 minutos antes del diagndstico por imagenes. El tiempo del diagnostico por imagenes fue de 1 min/placa.

Trasplante de CMCs derivadas de GBM en el cuerpo estriado de ratones idcs/bg.

Las CMCs derivadas de GBM infectadas con el gen indicador de luc se sembraron en ausencia o presencia de
efrinaA1-Fc (5 pg/ml) o EphA2-Fc (5 pg/ml) 48 horas antes de la inyeccion ortotopica. 3 yl de una suspension de 1 x
10° células/ul en DMEM con DNasa (1:1000, Sigma) se administraron al cuerpo estriado derecho (0,2 ul/min)
mediante una inyeccion estereotactica a través de un electrodo de vidrio conectado a una jeringa Hamilton. Todas
las inyecciones se realizaron durante un periodo de 6 minutos para asegurar el cumplimiento del parénquima éptimo.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2616444 T3

Los animales se anestesiaron con 0,2 ml/kg de una solucién madre que contenia clorhidrato de ketamina (8 mg/ml),
xilacina (0,8 mg/ml), y alcohol etilico al 14,25 % en solucién salina normal inyectada por via intraperitoneal.

Las cabezas de los ratones anestesiados se desinfectaron con una solucion de alcohol etilico al 70 % y povidona
yodada. Se realizd una incisidn en la linea media del aspecto dorsal de la cabeza y el pericraneo se retird
lateralmente para exponer el bregma.

Se realizd una perforacién de 2 mm. Se tuvo cuidado de no alterar la duramadre.

Se utilizaron las siguientes coordenadas (mm de bregma): anteroventral (AV) = 0; medio-lateral (ML) = + 2,5 mm;
dorso-ventral (DV) = -3,0 mm desde la superficie del craneo. La aguja microinyectora se retrajo y la piel se cerrd con
Vicryl 4-0. Los animales se vigilaron diariamente para detectar cualquier signo de disfuncién neuroldégica.

Evaluacién del crecimiento tumoral por el sistema Xenogen IVIS Lumina.

La formacion, la extension y el volumen tumoral se calcularon indirectamente por semana por imagenes
secuenciales tomadas con el andlisis Lumina In vivo (Xenogen) y se compararon con los de los animales de control
que recibieron células derivadas de GBM sin tratamiento.

De acuerdo con la instruccion del fabricante, para el diagnostico por imagenes in vivo, a los animales se les dio el
sustrato D-luciferina (Caliper) por inyeccion intraperitoneal de 150 mg/Kg en TFS 15 minutos antes del diagndstico
por imagenes y luego se anestesiaron (isofluorano al 2,5 %) (8.).

Los ratones se colocaron a continuacion en la fase calentada en la caja de la camara hermética a la luz con la
exposicién continua a isofluorano al 2 %. Los tiempos del diagndstico por imagenes variaron de 20 s a 1 min en
modo automatico, en funcién del crecimiento del tumor y punto temporal.

Se realizaron medidas luminiscentes una vez a la semana, comenzando en el final de la primera semana después
de la inoculacion de las células hasta la sexta semana.

Los bajos niveles de luz emitidos de los tumores bioluminiscentes se detectaron por el sistema de camaras de
IVIS™, se integraron, se digitalizaron, y se mostraron. Las regiones de interés (RDI) de las imagenes mostradas se
identificaron cerca de los sitios tumorales y se cuantificaron como el flujo total (fotones/s) utilizando el software de
Living Image (Xenogen).

Inmunohistoguimica en secciones tisulares:

Después de 6 semanas se sacrificaron los ratones. Los animales sacrificados se sometieron a perfusion
transcardiacalfijacion con 100 ml de NaCl 0,15 M seguido por 250 ml de tampén fosfato de potasio 0,1 M (KBS) que
contenia PFA al 4 % infundida a una presion de 120 mmHg, utilizando una bomba peristaltica Watson-Marlow. Los
cerebros se post-fijaron y crioprotegieron como se ha descrito previamente.

Se realizaron tincion de hematoxilina y eosina (H y E) e inmunohistoquimica. Se procesaron secciones en serie de
diez micrometros de grosor como se ha descrito previamente. Para recuperar las células tumorales humanas en las
secciones tumorales, se emplearon anticuerpos especificos humanos como IgG1 de ratén anti-mitocondria humano
(1:50, Chemicon), IgG1 de raton anti-ndcleos humano (1:100, Chemicon), IgG2a de ratén anti-HLA-abc humano
(1:100, Dako) o se aprovech¢ la luciferasa (IgG1 de ratén 1:25, Invitrogen) o el gen indicador de la proteina verde
fluorescente (PVF, 1:500, Mol Probes), presente en el vector.

La proliferacion, la diferenciacion y la neovascularizacion de células tumorales se evaluaron por inmunohistoquimica
utilizando anticuerpos/sueros como: conejo anti-GFAP (1:500, Dako), anti-KI67 (1:200, Novocastra), raton anti-PCNA
humano (1:1500, Sigma), rata anti-CD147 (1:600, Serotech), conejo anti-NG2 (1:300, Chemicon). El volumen y la
extension tumorales se calcularon por medio de la reconstruccion en serie.

Las secciones tisulares también se tifieron con los siguientes anticuerpos primarios:

cabra anti-EphA2 humano (1:50, R&D), clon D7 del monoclonal IgG1 de ratén anti-EphA2 humano (1:100,
Sigma), policlonal de conejo anti-efrinaA1 humano (1:50, Abcam), conejo anti-fosfo-efrinaB humano (Tyr324/329)
(1:100, Cell Signaling), cabra anti-efrinaB2 (1:10, R&D), cabra anti-efrinaB3 humano (1:10, R&D), conejo anti-
fosfo (S339) CXCR4 (1:100, Abcam), cabra anti-Wnt5a humano (1:10, R&D), conejo anti-E-cadherina humano
(1:100, Cell Signaling).

Resultados: Como se muestra en la Figura 11, la exposicion de 48 horas de las CMC derivadas de GBM infectadas
con el gen indicador de luc a efrinaA1-Fc o a EphA2-Fc (5,0 ug/ml) in vitro, antes del trasplante en el cuerpo estriado
de los ratones idcs/bg, reduce drasticamente la capacidad de iniciacion de tumor. El seguimiento de bioluminiscencia
expuesto en la Figura 11A muestra con claridad un aumento de la sefal correspondiente de los tumores. El
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crecimiento tumoral de GBM esta fuertemente inhibido en lineas bioluminiscentes de CMCs derivadas de GBM
infectadas con el gen indicador de luc tratadas con EphA2-Fc o efrinaA1-Fc. Los tumores se siguieron una vez por
semana, a partir de 7 dias después de la inyeccion de células utilizando el diagndstico por imagenes in vivo. La
grafica muestra la media £+ EEM de los tres grupos de seis ratones. Ademas, la Figura 11B muestra las diferencias
en el crecimiento tumoral y el tamafio tumoral detectados in vivo después de la inyeccion intracraneal de CMCs en
reposo derivadas de GBM y pre-tratadas con EphA2-Fc o efrinaA1-Fc. Se muestran las imagenes dorsales tomadas
con el tiempo de tres ratones idcs/bg representativos inyectados. Las barras de escala pseudocolor fueron uniformes
con todas las imagenes de las vistas dorsales con el fin de mostrar los cambios relativos en el sitio del tumor con el
tiempo.

Por medio de imagenes confocales, expuestas en la Figura 11C, seis semanas después del implante ortotdpico, los
tumores derivados de CMCs derivadas de GBM infectadas con el gen indicador de luc no tratadas (a) fueron mas
prolongados e invadieron el parénquima cerebral de manera mas eficiente que los generados por las células
tratadas con efrinaA1-Fc (b) y EphA2-Fc (c), como se muestra por inmunotincion especifica de luciferasa. El tamafio
del tumor a partir de las imagenes inmunohistoquimicas de las secciones registradas en serie se compararon con las
correspondientes mediciones de BLI para determinar el grado de correlacion (datos no mostrados). Barra de escala,
1 mm.

Ejemplo 14.

Efectos de la microperfusién localizada y directa de efrinaA1-Fc y EphA2-Fc en tumores ortotépicos preestablecidos.

Un enfoque similar se utilizd para estudiar el crecimiento tumoral en la modulacién de EphA2 in vivo. Esto podria
definir una clara relacion entre el estado de activacion o expresion de los receptores de EphA2 y las propiedades
oncogénicas de CMCs derivadas de GBM y, en particular, una correlacion inversa entre estos dos parametros. Esto
también podria determinar la posibilidad de utilizar la modulacién de EphA2 in vivo como herramienta terapéutica
candidata para hacer frente al agregado de CMCs derivadas de GBMh en el tumor del paciente.

Implante de mini-bombas Alzet que infunden efrinaA1-Fc o EphA2-Fc en el cuerpo estriado de ratones idcs/bg.

Diez dias después de la inyeccion ortotépica con CMCs derivadas de GBM infectadas con el gen indicador de luc,
cuando el tumor tiene un tamafio sustancial sin causar anomalias motoras o conductuales, el catéter intracerebral de
una bomba mini-osmética (Alzet) se colocd a través del mismo orificio de trépano en el cuerpo estriado de los
ratones.

Las bombas Alzet operan debido a una diferencia de presion osmética entre un compartimento dentro de la bomba,
llamado el manguito de sales, y el entorno tisular donde se implanta la bomba. La elevada osmolaridad del manguito
de sales hace que el agua entre en la bomba a través de la membrana semipermeable, que cubre la superficie
externa de la bomba. A medida que el agua entra en el manguito de sales, se comprime el deposito flexible,
desplazando la soluciéon de ensayo de la bomba a una velocidad controlada y predeterminada. De acuerdo a las
instrucciones del fabricante (kit de infusion cerebral), 100 ul de una solucién de EphA2-Fc (30 ug) o efrinaA1-Fc (30
Mg) en TFS se colocaron en el depdsito y se infundieron durante 14 dias (0,25 pl/hora). Las dosis administradas
fueron de 1,8 pg/dia.

Los animales se vigilaron estrechamente para detectar cualquier signo de toxicidad. La formacioén, extension y el
volumen tumoral se calcularon indirectamente por semana por medio de imagenes secuenciales tomadas con el
analisis Lumina in vivo (Xenogen) como se ha descrito previamente. Los ratones infundidos se compararon con los
animales del control que recibieron células en GBM sin tratamiento (100 ul de solucién de TFS).

Dos semanas después de la colocacion de catéteres, se sacrificaron los ratones (4 semanas después de la
inyeccion de CMCs derivadas de GBM). Se describieron la perfusion transcardiaca/fijacion, post-fijacion e inclusion
tisular e inmunohistoquimica en experimentos intracraneales previos al tratamiento.

Resultados: La Figura 12 muestra que la administracién continua de efrinaA1-Fc o EphA2-Fc con mini-bombas Alzet,
implantadas en el cuerpo estriado de los ratones idcs/bg en el sitio de la inyeccion celular 7-10 dias después del
trasplante de CMCs derivadas de GBM (post-tratamiento) inhibe el crecimiento tumoral. Las CMC derivadas de GBM
infectadas con el gen indicador de luc se inyectaron en el cuerpo estriado derecho de los ratones idcs/bg y 14 dias a
partir de entonces, los tumores alcanzaron el volumen, el catéter intracerebral de una bomba mini-osmotica se
colocé a través del mismo orificio de trépano en el cuerpo estriado de los ratones (flechas: implante de la bomba
osmotica). Los ratones portadores de tumores se infundieron con EphA2-Fc, efrinaA1-Fc o el vehiculo de control
durante 14 dias con una dosis diaria administrada de 1,8 yg/dia. El seguimiento de bioluminiscencia se llevé a cabo
una vez por semana, a partir de 7 dias después del implante de las células tumorales. El grupo de tratamiento con
EphA2-Fc o efrinaA1-Fc muestra un valor de luminiscencia normalizado disminuido en el dia 21, en contraste con el
valor de luminiscencia creciente del grupo de control. Las mediciones de bioluminiscencia para cada raton se
normalizaron contra lecturas correspondientes obtenidas al comienzo de la terapia. La grafica muestra la media +
EEM de los tres grupos de seis ratones.
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A partir de la descripcion anterior y los ejemplos indicados anteriormente, la ventaja alcanzada por el producto
descrito y obtenido de acuerdo con la presente descripcion resulta evidente.

Referencias

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

1. Alo PL, Visca P, Mazzaferro S, Serpieri DE, Mangoni A, Botti C, Monaco S, Carboni M, Zaraca F, Trombetta G,
Di Tondo U (1999) Immunohistochemical study of fatty acid synthase, Ki67, proliferating cell nuclear antigen, and
p53 expression in hyperplastic parathyroids. Ann Diagn Pathol 3:287-293.

2. Amendola M, Venneri MA, Biffi A, Naldini L (2005) Coordinate dual-gene transgeness by lentiviral vectors
carrying synthetic bidirectional promoters. Nat Biotechnol 23:108-16.

3. Erba E, Bergamaschi D, Bassano L, Damia G, Ronzoni S, Faircloth GT, D’Incalsi M (2001) Ecteinascidin-743
(ET-743), a natural marine compound, with a unique mechanism of action. Eur J Cancer; 37:97-105.

4. Gale NW, Yancopoulos GD (1997) Ephrins and their receptors: a repulsive topic? Cell Tissue Res 290:227-41.
5. Galli R, Binda E, Orfanelli U, Cipelletti B, Gritti A, De Vitis S, et al. (2004) Isolation and characterization of
tumorigenic, stem-like neural precursors from human glioblastoma. Cancer Res; 64(19): 7011-21.

6. Gritti A, Parati EA, Cova L, Frolichsthal P, Galli R, Wanke E, Faravelli L, Morassutti DJ, Roisen F, Nickel DD,
Vescovi AL (1996) Multipotential stem cells from the adult mouse brain proliferate and self-renew in response to
basic fibroblast growth factor. J Neurosci 16:1091-1100.

7. Gritti A, Galli R, A.L. V (2001) Cultures of Stem Cells of the Central Nervous System, Humana Press Edition: S.
Fedoroff.

8. Jenkins DE, Hornig YS, Oei Y, Dusich J y Purchio T (2005) Bioluminescent human breast cancer cell lines that
permit rapid and sensitive in vivo detection of mammary tumors and multiple metastases in immune deficient
mice. Breast Cancer Res; 5:R444-54.

9. Holland EC (2000) Glioblastoma multiforme: the terminator. Proc Natl Acad Sci EE. UU. 97:6242-4.

10. Pennacchietti S, Michieli P, Galluzzo M, Mazzone M, Giordano S y Comoglio PM (2003) Hypoxia promotes
invasive growth by transcriptional activation of the met proto oncogene. Cancer Cell 3:347-361.

11. Piccirillo SG, Reynolds BA, Zanetti N, Lamorte G, Binda E, Broggi G, et al. (2006) Bone morphogenetic
proteins inhibit the tumorigenic potential of human brain tumor-initiating cells. Nature; 444(7120): 761-5.

12. Stupp R, Mason WP, van den Bent MJ, Weller M, Fisher B, Taphoorn MJ, Belanger K, Brandes AA, Marosi C,
Bogdahn U, Curschmann J, Janzer RC, Ludwin SK, Gorlia T, Allgeier A, Lacombe D, Cairncross JG, Eisenhauer
E, Mirimanoff RO (2005) Radiotherapy plus concomitant and adjuvant temozolomide for glioblastoma. N Engl J
Med; 352(10):987-96.

13. Vescovi AL, Parati EA, Gritti A, Poulin P, Ferrario M, Wanke E, Frolichsthal-Schoeller P, Cova L, Arcellana-
Panlilio M, Colombo A, Galli R (1999) Isolation and cloning of multipotential stem cells from the embryonic human
CNS and establishment of transplantable human neural stem cell lines by epigenetic stimulation. Exp Neurol
156:71-83.

14. Publicacion de la solicitud de patente de Estados Unidos 2010/183618 A1.

15. Wykosky J. et al, (2007) A novel, potent, and specific ephrinA1-based cytotoxin against EphA2 receptor
expressing tumor cells. Molecular Cancer Therapeutics, vol. 6(12), 3208-3218.

16. Wykosky J. et al, (2005). EphA2 as a novel molecular marker and target in glioblastoma multiforme. Molecular
Cancer Research, vol. 3(10), 541-551.

17. Cheng N. et al, (2003). Inhibition of VEGF-dependent multistage carcinogenesis by soluble EphA receptors.
Neoplasia, vol. 5(5), 445-456.

18. Dobrzanski P. et al, (2004). Antiangiogenic and antitumor efficacy of EphA2 receptor antagonist. Cancer
Research, vol. 64(3), 910-919.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> STEMGEN S.p.A.
<120> EXPRESION DEL RECEPTOR EPH EN LAS CELULAS MADRE TUMORALES
<130> 10442PTWO

<150> 10185930.4
<151> 01-10-2010

<160> 46

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 205

<212> PRT
<213> Homo sapiens

24



10

<400> 1

<210> 2

Met

Ala

Arg

Ile

Glu

65

Gln

Ala

Pro

Ile

Val

145

Pro

His

Thr

<211> 1590
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 2

Glu

Ala

Asn

Ile

50

Gln

Pro

Lys

Phe

Ser

130

Thr

Gln

Ser

Val

Phe

Asp

Glu

35

Cys

Tyr

Gln

His

Thr

113

Lys

Val

Glu

Ile

Leu
195

Leu

Arg

20

Asp

Pro

Ile

Ser

Gly

100

Leu

Pro

Ser

Lys

Gly
180

Leu

His

Tyr

His

Leu

Lys

85

Pro

Gly

Ile

Gly

Arg

165

His

Leu

ES 2616444 T3

Ala

Thr

Thr

Tyr

Tyr

70

Asp

Glu

Lys

His

Lys

150

Leu

Ser

Pro

Pro

Val

Ile

Glu

53

Leu

Gln

Lys

Glu

Gln

135

Ile

Ala

Ala

Leu

Leu

Phe

His

40

Asp

Val

Val

Leu

Phe

120

His

Thr

Ala

Ala

Leu
200

25

Leu

Trp

25

Val

His

Glu

Arg

Ser

105

Lys

Glu

His

Asp

Pro
185

Leu

Gly

10

Asn

Gln

Ser

His

Trp

80

Glu

Glu

Asp

Ser

Asp

170

Arg

Leu

Leu

Ser

Leu

Val

Glu

75

Gln

Lys

Gly

Arg

Fro

155

Pro

Leu

Gln

Cys

Ser

Aszn

Ala

60

Glu

Cys

Phe

His

Cys

140

Gln

Glu

Phe

Thr

Cys

Asn

Asp

45

Asp

Tyr

Aszn

Gln

Ser

125

Leu

Ala

Val

Fro

Pro
205

Ser

Pro

30

Tyr

Ala

Gln

Arg

Arg

110

Tyr

Arg

His

Arg

Leu
190

Leu

15

Lys

Val

Ala

Leu

Fro

95

Phe

Tyr

Leu

Asp

Val

175

Ala

Ala

Phe

Asp

Met

Cys

80

Ser

Thr

Tyr

Lys

Aszn

160

Leu

Trp



ES 2616444 T3

geocagatctg tgagoccage gotgactgeg cogoggagaa agccaghbggg aacccagacce 60
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Ile
145

Val

Gly

Glu

Phe

Lys

50

Met

Arg

Leu

Ser

Tyr

130

Ala

Lys

Phe

Leu

Ala

Ala

35

Gly

Tyr

Thr

Lys

Cys

115

Gly

Pro

Leu

Tyr

Gln

Ala

20

Ala

Trp

Ser

Asn

Phe

100

Lys

Thr

Asp

Azn

Leu
180

Ala

Ala

Asp

Val

85

Thr

Glu

Asn

Glu

Val

165

Ala

ES 2616444 T3

Ala

Ala

Gly

Cys

70

Val

Val

Thr

Phe

Ile

150

Glu

Phe

Arg

Ala

Gly

Met

55

Azn

Tyr

Arg

Phe

Gln

135

Thr

Glu

Gln

Ala

Ala

Glu

40

Gln

Val

Arg

Asp

Azn

120

Lys

Val

Arg

Asp

27

Cys

Gln

25

Leu

Asn

Met

Gly

Cys

105

Leu

Ser

Ser

Ile
185

Phe

10

Gly

Gly

Ile

Ser

Glu

20

Asn

Tyr

Leu

Ser

Val

170

Gly

Ala

Lys

Trp

Met

Gly

15

Ala

Ser

Tyr

Phe

Asp

155

Gly

Ala

Glu

Asn

60

Asp

Glu

Phe

Ala

Thr

140

Phe

Pro

Cys

Leu

Val

Thr

45

Asp

Gln

Arg

Pro

Glu

125

Lys

Glu

Leu

Val

Trp

Val

30

His

Met

Asp

Ile

Gly

110

Ser

Ile

Ala

Thr

Ala
190

Gly

15

Pro

Pro

Azn

Phe

95

Gly

Asgp

Asp

Arg

Arg
175

Cys

Leu

Tyr

Ile

Trp

80

Ile

Ala

Leu

Thr

His

160

Lys

Leu



Ser

Ala

Thr

225

Glu

Ile

Cys

Pro

Thr

305

Ala

Ala

Asp

Cys

Tyr

385

Asp

Gly

Ser

val

His

210

val

Glu

Gly

Gln

Cys

290

Ser

Ser

Val

Ser

Trp

370

Ser

Leu

val

Ile

Arg

1985

Phe

Ala

Pro

Gln

Ala

275

Leu

Cys

Met

Gly

Gly

355

Pro

Glu

Glu

Ser

Asn
435

Vval

Pro

Gly

Arg

Cys

260

Cys

Glu

Glu

Pro

Met

340

Gly

Glu

Pro

Pro

Gly

420

Gln

Tyr

Glu

Thr

Met

245

Leu

Ser

Cys

Cys

Cys

325

Gly

Arg

Ser

Pro

His

405

Leu

Thr

ES 2616444 T3

Tyr

Thr

Cys

230

His

Cys

Pro

Pro

Glu

310

Thr

Ala

Glu

Gly

His

350

Met

Val

Glu

Lys

Ile

215

val

Cys

Gln

Gly

Glu

295

Glu

Arg

Lys

Asp

Glu

375

Gly

Asn

Thr

Pro

Lys

200

Ala

Asp

Ala

Ala

Phe

280

His

Gly

Pro

val

Ile

360

Cys

Leu

Tyr

Ser

Pro
440

28

Cys

Gly

Hisg

Val

Gly

265

Phe

Thr

Phe

Pro

Glu

345

val

Gly

Thr

Thr

Arg

425

Lys

Pro

Ser

Ala

Asp

250

Tyr

Lys

Leu

Phe

Ser

330

Leu

Tyr

Pro

Arg

Phe

410

Ser

Val

Glu

Asp

Val

235

Gly

Glu

Fhe

Pro

Arg

315

Ala

Arg

Ser

Cys

Thr

395

Thr

Phe

Arg

Leu

Ala

220

Val

Glu

Lys

Glu

Ser

300

Ala

Pro

Trp

Val

Glu

380

Ser

Val

Arg

Len

Leu

205

Pro

BPro

Trp

val

Ala

285

Pro

Bro

His

Thr

Thr

365

Ala

val

Glu

Thr

Glu
445

Gln

Ser

Pro

Leu

Glu

270

Ser

Glu

Gln

Tyr

Pro

350

Cys

Ser

Thr

aAla

Ala

430

Gly

Gly

Leu

Gly

val

255

Asp

Glu

Gly

Asp

Leu

335

Pro

Glu

Val

Vval

Arg

415

Ser

Arg

Leu

Ala

Gly

240

Pro

Ala

Ser

Ala

Pro

320

Thr

Gln

Gln

Arg

Ser

400

Asn

val

Ser



Thr

Arg

465

Ser

Leu

Glu

Pro

Val

545

Ser

Thr

His

Gly

625

Val

Arg

His

Met

Thr

450

val

Tyr

Ala

Gly

Glu

530

val

Lys

Tyr

Pro

610

Glu

Pro

val

Asn

Ile

Ser

Trp

Asn

Pro

Gln

515

Gly

Leu

Lys

Ser

Glu

595

Ser

val

val

Asp

Ile

675

Ile

Leu

Lys

Val

Asp

500

Gly

Ser

Leun

Asn

Glu

580

Asp

Cys

Tyr

Ala

Phe

660

Ile

Thr

Ser

Tyr

Arg

485

Thr

Ala

Gly

Leu

Gln

565

Gln

Pro

Vval

Lys

Ile

645

Leu

Glu

ES 2616444 T3

Val

Glu

470

Arg

Thr

Gly

ASTL

val

550

Arg

Leu

Asn

Thr

Gly

630

Lys

Gly

Leu

Tyr

Ser

455

val

Thr

Tyr

Ser

Leu

535

Leun

Ala

Lys

Gln

Arg

615

Met

Thr

Glu

Glu

Met

Trp

Thr

Glu

Leu

Lys

520

Ala

Ala

Arg

Pro

Ala

600

Gln

Leu

Leu

Ala

Gly

680

Glu

29

Ser

Tyr

Gly

Val

505

Val

Val

Gly

Gln

Leu

585

Val

Lys

Lys

Lys

Gly

665

Val

Asn

Ile

aArg

Phe

490

Gln

His

Ile

Val

Ser

570

Lys

Leu

Val

Thr

Ala

650

Ile

Ile

Gly

Pro

Lys

475

Ser

val

Glu

Gly

Gly

555

Pro

Thr

Lys

Ile

Ser

635

Gly

Met

Ser

Ala

Pro

460

Lys

Val

Gln

Phe

Gly

540

Phe

Glu

Tyr

Phe

Gly

620

Ser

Tyr

Gly

Lys

Leu

Pro

Gly

Thr

Ala

Gln

525

Val

Phe

Asp

Val

Thr

605

Ala

Gly

Thr

Gln

Tyr

685

Asp

Gln

Asp

Leu

Leu

510

Thr

Ala

Ile

Val

Asp

590

Thr

Gly

Lys

Glu

Phe

670

Lys

Lys

Gln

Ser

Asp

495

Thr

Leu

Val

His

Tyr

575

Pro

Glu

Glu

Lys

Lys

655

Ser

Pro

Phe

Ser

Asn

480

Asp

Gln

Ser

Gly

Arg

560

Phe

His

Ile

Phe

Glu

640

Gln

His

Met

Leu



Arg

705

His

Cys

Glu

Ala

785

Trp

Pro

Gly

Leu

Ala

865

Leu

Ser

Leu

Gly

630

Glu

Gly

Arg

Lys

Ala

770

Pro

Ser

Tyr

Phe

Met

850

Asp

Lys

Thr

Glu

Tyr
930

Lys

Ile

Asp

Val

755

Thr

Glu

Phe

Trp

Arg

835

Met

Ile

Thr

Ser

Ser

915

Thr

Asp

Ala

Leu

740

Ser

Tyr

Ala

Gly

Glu

820

Leu

Gln

Val

Leu

Gly

900

Ile

Ala

Gly

Ala

725

Ala

Asp

Thr

Ile

Ile

805

Leu

Pro

Cys

Ser

Ala

885

Ser

Lys

Ile

ES 2616444 T3

Glu

710

Gly

Ala

Phe

Thr

Sar

730

val

Ser

Thr

Trp

Ile

870

Asp

Glu

Mat

Glu

695

Phe

Met

Arg

Gly

Ser

775

Tyr

Met

Asn

Pro

Gln

855

Leu

Phe

Gly

Gln

Lys
935

Ser

Lys

Agsn

Leu

760

Gly

Arg

Trp

His

Met

840

Gln

Asp

Asp

val

Gln

920

val

30

val

Tyr

Ile

745

Ser

Gly

Lys

Glu

Glu

825

Asp

Glu

Lys

Pro

Pro

805

Tyr

Val

Leu

Leu

730

Leu

Arg

Lys

Phe

Val

B10

Val

Cys

Arg

Leu

Arg

830

Phe

Thr

Gln

Gln

715

Ala

Val

Val

Ile

Thr

795

Met

Met

Pro

Ala

Ile

875

Val

Arg

Glu

Met

700

Leu

Asn

Asn

Len

Pro

780D

Ser

Thr

Lys

Ser

Arg

B6D

Arg

Ser

Thr

His

Thr
940

val

Met

Ser

Glu

765

Ile

Ala

Tyr

Ala

Ala

845

Arg

Ala

Ile

Val

Phe

925

Asn

Gly

Asn

Asn

750

Asp

Arg

Sear

Gly

Ile

830

Ile

Pro

Pro

Arg

Ser

910

Mat

Asp

Met

Tyr

735

Leu

Asp

Trp

Asp

Glu

815

Asn

Tyr

Lys

Asp

Leu

895

Glu

Ala

Asp

Leu

720

Val

val

Pro

Thr

Val

800

Arg

Asp

Gln

Phe

Ser

880

Pro

Trp

Ala

Ile



ES 2616444 T3

Lys Arg Ile Gly Val Arg Leu Pro Gly His Gln Lys Arg Ile Ala Tyr
945 950 955 960

Ser Leu Leu Gly Leu Lys Asp Gln Val Asn Thr Val Gly Ile Pro Ile

10

31

965 970 975

<210>4

<211> 3970

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4
ggttetcace caacttecat taaggactcg gggcaggagg ggcagaagtt gogocgcaggco 60
cggcgggcgyg gagcoggacac cgaggccgge gtgcaggegt gegggtgtge gggagocggg 120
ctocgggggga tcggaccgag agcgagaagce goggcatgga gectccaggca geccgegect 180
getteogecct geotgtgggge tgtgegetgg cogoggocoge ggcoggcgeag ggcaaggaag 240
tggtactgect ggactttget geagetggag gggagetcgg ctggctcaca cacccogtatg 300
gcaaagggtg ggacctgatg cagaacatca tgaatgacat goccgatctac atgtactcceg 360
tgtgcaacgt gatgtctgge gaccaggaca actggctcocg caccaactgg gtgtaccgag 429
gagaggctga gegtatctte attgagetca agtttactght acgtgactge aacagcttec 480
ctggtggege cageoctcocectge aaggagactt tcaaccteta ctatgeoegag teggacctgg 540
actacggeac caacttccag aagegoctgt tcaccaagat tgacaccatt gegoccegatg 600
agatcacegt cagecagegac ttegaggeac goecacgtgaa gotgaacgtg gaggageoget 660
ccgtggggce gctcacccege aaaggcttct acctggectt ccaggatatc ggtgectgtg 720
tggcgctget cteocgtcegt gtctactaca agaagtgcoce cgagetgetg cagggcoctgg 780
cccacttcocece tgagaccate googgctectg atgecacectte ccoctggccact gtggocggea 840
cetgtgtgga ccatgecgtyg gtgecacegyg ggggtgaaga geccocegtatg cactgtgeag 9040
tggatggega gtggetggtg cecattggge agtgectgtg ccaggocagge tacgagaagg 960
tggaggatge ctgocaggec tgetegectyg gattttttaa gtttgaggea tetgagagee 1020
cctgettgga gtgccctgag cacacgetge catccectga goagtgccace tectgegagt 10380
gtgaggaagg cttcttccgg gcacctcagyg acccagcocgtc gatgeccttge acacgacccc 1140
cctecgecce acactaccte acagecgbtgg geatgggotge caaggtggag ctgogetgga 1200
cgeecoctea ggacageggy ggeogegagy acattgteta cagegteace tgegaacagt 1260
getggecega gtetggggaa tgegggecgt gtgaggecag tgtgegetac teggagecte 1320
ctecacggact gaccegcecace agtgtgacag tgagegacct ggagecccac atgaactaca 1380
ccttecaccgt ggaggocoge aatggoghbct caggeoctggt aaccagecge agottcocogta 1440
ctgccagtgt cagcatcaac cagacagagce cocccaaggt gaggetggag ggoogcagea 15Q0



ccaccteget
acgaggtcac
gttteteegt
cactgacgca
cggagggatc
tggtgctggce
agtcccoccgga
tggacceocca
atccatectyg
agggeatgoet
aageccggeta
agttcageca
tgatcatcac
gcgagtteoag
acctggccaa
gcaacctggt
aggccaccta
tttoctaceg
aggtgatgac
ccatcaatga
tcatgatgca
gcatcectgga
ccogegtgte
tgtocgagtyg
gctacactge
tgoggetgee
tgaacactgt
atacttgaaqg
ttattteotag
gcectgaactg

cacagcetgag

tagecgtetcee
ttacecgcaag
gacactggac
ggagggccayg
tggeaacttg
aggagttggc
ggacgtttac
cacatatgag
tgtecactegg
gaagacatce
cacagagaag
ccacaacatc
tgagtacatg
cgtgctgeag
catgaactat
ctgecaaggtg
caccaccagt
gaagttcace
ctatggcgag
tggettoegg
gtgctggecag
caagctecatt
tatccggete
getggagtoe
catcgagaag
cggocaceag
ggggatcccce
aaacagagty
ttetttocte
aggagatgac

cacttagecag

ES 2616444 T3

tggagcatce
aagggagact
gacctggece
ggggccggea
goggtgattg
ttctttatce
ttctccaagt
gaccccaace
cagaaggtga
tcggggaaga
cagcgagtgg
atccgectag
gagaatggyg
ctggtgggca
gtgcaccgtyg
tctgactttg
ggcgygcaaga
tctgcoccagey
cggccctact
ctccecacac
caggagegtg
cgtgececectg
cccageacga
atcaagatge
gtggtgcaga
aagogeatcg
atctgagect
gooctooetge
ccootgoaac

cagggatget

gcaccgocac

cceocgecgea
ccaacagcta
cagacaccac
gcaaggtgeca
goggegtgge
accgcaggag
cagaacaact
aggcetgtgtt
teggageagg
aggaggtgeoe
acttecctegg
agggcgtcat
ccetggacaa
tgctgegggg
acctggetge
gcctgteceeg
tccceccatceg
acgtgtggag
gggagttgte
ccatggactg
cocogoogoed
actccetcaa
dgcggctcgga
ageagtatac
tgaccaacga
coctacageoeot
cgacagggec
tgtgccatge
ttecgetgag
gggctgggec

gtceccageat

32

gcagagccga
caatgtgege
ctacetggte
cgaattccag
tgtcggtgtg
gaagaaccag
gaagccectyg
gaagttcact
agagtttggg
ggtggceate
cgaggccggco
ctccaaatac
gttectteqgy
catcgeaget
ccgecaacate
cgtgectggag
ctggaccgcce
ctttggeatt
caaccacgag
cccctecgee
caagttcgct
gaccctgget
gggggtgece
ggagcacktto
cgacatcaag
gctgggacte
tggagcceca
tgggecacty
gggteotegga
ctetttecet

ccctggagea

gtgtggaagt
cgcaccgagy
caggtgcagy
acgctgtoce
gtcctgette
cgtgcocegee
aagacatacg
accgagatce
gaggtgtaca
aagacgctga
atcatgggece
aagcccatga
gagaaggatg
ggeatgaagt
ctcgtcaaca
gacgaccccg
ccggaggcca
gtcatgtggg
gtgatgaaaqg
atectaccage
gacatcgtca
gactttgace
ttceocgecacgg
atggoggecy
aggattgggyg
aaggaccagy
tcggecaaga
gggactttat
tgacaccetg
gagagacgca

ggagccoege

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1380

2040

2100

21460

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3340



10

15

20

25

30

35

40

45

cacageette
acatgaggee
aageceocatt
cggkbccetgt
gccaaacccect
atatattttg
gggacagagy
tecetgeceat
agtgttaaag

atatttattyg

ggacagacat
atcteaggag
tecteacact
ccctctagtg
tgecttteetg
tactttgtgg
gtgtcaaaca
gcccecagteg
attttgtttt

ttagaaaatg

ccgaaaaaaa

<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> primer_bind
<222> (1)..(20)
<223> EphAl directo

<400> 5
gcctgacacc acatacatcg

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphA1 inverso

<400> 6
atatgcgggt ggctaaactg

<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphA2 directo

<400>7
aaagccggct acacagagaa

<210> 8
<211> 20
<212> ADN

20

20

ES 2616444 T3

atgggatatt
atggaggget
aagagggeayg
ccttetttag
ggectttgea
agagaatgtyg
ttegtgaget
geccceatete
gttggacatt

acttatttct

20

cocaagecga
tggcccageg
actgtgaact
accctoggge
agatgcttgyg
tgtgtgtgge
ggggactcag
tecatcctttt
ttttteogaat

gectotggaat

33

ccttecetee
ecaagtaaac
tgactgggty
cccatcctca
ttgtgttgag
agggggecceco
ggaccggtge
ggataagttt
cttaatttat

aaagttgcag

gecttetece
agggtaccte
agacecaaag
tccctgactg
gtttttaaat
gocagggcty
tgecaggagtg
ctattctgte
tatttttttt

atgattcaaa

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960

3970
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<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphAZ2 inverso

<400> 8
ttggacaact cccagtaggg

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphA3 directo

<400> 9
gagtttgcca aggaattgga

<210>10

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphA3 inverso

<400> 10
ttgggatctt ccctectett

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphA4 directo

<400> 11
accaagcagt gcgagagttt

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphA4 inverso

<400> 12
ctccecgtac gacatcactt

ES 2616444 T3

20

20

20

20

20

34
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<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphAS5 directo

<400> 13
caagcctaat atggcggtgt

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphA5 inverso

<400> 14
gtgaactgcc catcgttttt

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphA7 directo

<400> 15
atcattggga gaaggcactg

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphAY inverso

<400> 16
atggacaaca tttgggtggt

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphA8 directo

ES 2616444 T3

20

20

20

20

35
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<400> 17
gagaacggct ctctggacac

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphAS8 inverso

<400> 18
cctccacaga gctgatgaca

<210>19

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphA10 directo

<400> 19
cgactaatgc tcgactgctg

<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphA10 inverso

<400> 20
tgatcaagca actgccactc

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphB1 directo

<400> 21
cagggtactc ggagaagcag

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind
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<220> (1)..(20)
<223> EphB1 inverso

<400> 22
ccagcatgag ctggtgtaga

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphB2 directo

<400> 23
agttcggcca aattgtcaac

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphB2 inverso

<400> 24
aggcaggtga atgtcaaacc

<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphB3 directo

<400> 25
agcaacctgg tctgcaaagt

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphB3 inverso

<400> 26
ggatgagctt gtccagggta

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2616444 T3

20
20

20
20
20

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphB4 directo

<400> 27
gagagctgtg tggcaatcaa

<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphB4 inverso

<400> 28
tgtaggtggg atcggaagag

<210> 29

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphB6 directo

<400> 29
tcattgcaca tggaaagcat

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EphB6 inverso

<400> 30
gggtgagtcc agacaaggaa

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EFNA1 directo

<400> 31
ggtgactgtc agtggcaaaa

<210> 32
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<211>19
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(19)
<223> EFNA1 inverso

<400> 32
agtggaagga gcagcacat

<210> 33

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EFNA2 directo

<400> 33
atctactgcc cgcactatgg

<210> 34

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EFNAZ2 inverso

<400> 34
aggcgtggca gagatgtagt

<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EFNAS3 directo

<400> 35
catgcggtgt actggaacag

<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EFNA3 inverso
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<400> 36
gtggaactcg tagcccagag

<210> 37

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EFNA4 directo

<400> 37
acattgtctg cccccactac

<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EFNA4 inverso

<400> 38
tgggctgact cagacttcct

<210> 39

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EFNADS5 directo

<400> 39
aggactccgt cccagaagat

<210> 40

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EFNAS5 inverso

<400> 40
atctgggatt gcagaggaga

<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind
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<220> (1)..(20)
<223> EFNB1 directo

<400> 41
gcctggagtt caagaagcac

<210> 42

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EFNB1 inverso

<400> 42
gaacaatgcc accttggagt

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EFNB2 directo

<400> 43
gtgccaaacc agaccaagat

<210> 44

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EFNB2 inverso

<400> 44
gatgttgttc cccgaatgtc

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EFNB3 directo

<400> 45
aggcagaggg tggttatgtg

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<220>
<221> primer_bind

<220> (1)..(20)
<223> EFNB3 inverso

<400> 46
tctctttcca tgggcatttc

20
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REIVINDICACIONES

1. Un precursor de EphA2 para su uso en el tratamiento de un tumor cerebral que comprende una poblacién de
células madre cancerosas mediante la inhibicion de la proliferacion y/o migracién de células madre cancerosas,
donde dicho precursor de EphA2 es la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO. 3.

2. El precursor de EphA2 para su uso segun la reivindicacion 1, donde dichas células madre cancerosas son células
de glioblastoma.

3. El precursor de EphA2 para su uso segun la reivindicacion 2, donde dichas células de glioblastoma son células de
glioblastoma multiforme.

4. El precursor de EphA2 para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicho inhibidor de la
proliferacion y/o migracion de células madre cancerosas resulta Util en el tratamiento terapéutico de una recurrencia
de un tumor cerebral tras una intervencion quirurgica.

5. El precursor de EphA2 para su uso segun la reivindicacion 1, donde dicho inhibidor de la proliferacion de células
madre cancerosas se utiliza en el tratamiento profilactico de una recurrencia de un tumor cerebral tras una
intervencion quirurgica.

6. El precursor de EphA2 para su uso segun la reivindicacion 1, donde el inhibidor induce con eficacia un efecto pro-
diferenciacion sobre las células madre cancerosas.

7. El precursor de EphA2 para su uso segun la reivindicacion 1, donde el inhibidor empobrece con eficacia una
poblacién de células potenciadoras del tumor.
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Proliferacion relativa en 450 mm
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Recuentos

moléculas equivalentes FITC o PE (ME-FITC o PE)

35000 -
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40000 -

25000 -
20000 -
15000 4
10000 4
5000 -
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Figura 8A
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Namero de células (Log)
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CMC de GEM n.° 1

dias in vitro (DIV)

Figura 9
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W Control-Fc
@ rhBMP4 100ng/ml

CMC de GBEM n.° 3

—#— Control-Fo

—m—efrinaA1-Fc 1,0 ug/mL

——&— thBWP4 100ngmi
—m-—efrinaAl-Fc 5,0 ugimL

—m— rhBMP4+efrinaAl-Fc 1, 0ug/mL

@ rhBMP4+efrinaA1l-Fc 5,0ug/mL
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Figura 10
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# co-tratamiento efrinaAl-Fc
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Intensidad de la seiial (fotones/s)
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Figura 11C
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