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DESCRIPCION
Expresion de ROS mutante en el cancer de higado humano
Campo de la invencion

La invencion se refiere, en general, a proteinas ROS quinasa y a genes que participan en el cancer, y al tratamiento
del cancer.

Antecedentes de la invencion

Muchos canceres se caracterizan por alteraciones en las vias de sefalizacién celular que conducen a un control
aberrante de los procesos celulares, o a un crecimiento y a una proliferaciéon incontrolados de las células. Estas
alteraciones suelen estar provocadas por cambios en la actividad de determinadas proteinas de senalizacién tales
como las quinasas.

Se sabe que las translocaciones de genes que dan lugar a proteinas de fusiéon de quinasas con una actividad de
sefializacion aberrante pueden conducir directamente a ciertos canceres. Por ejemplo, se ha demostrado
directamente que la oncoproteina BCR-ABL, una proteina de fusion tirosina quinasa, es el agente causal de la
leucemia mielégena cronica humana (LMC). La oncoproteina BCR-ABL, que se encuentra en al menos el 90-95 %
de los casos de LMC, se genera por la translocacion de secuencias génicas de la proteina tirosina quinasa c-ABL
del cromosoma 9 a la secuencias BCR del cromosoma 22, lo que produce el denominado cromosoma Filadelfia.
Véase, p. €j., Kurzock et al., N. Engl. J. Med. 319: 990-998 (1988). La translocacién también se observa en los casos
de leucemia linfocitica aguda y LMA.

Se han descrito translocaciones de genes que conducen a proteinas mutantes o de fusion implicadas en una
variedad de otros canceres. Por ejemplo, Falini et al., Blood 99(2): 409-426 (2002), revisan las translocaciones que
se sabe que aparecen en los canceres hematoldgicos.

La identificacién de translocaciones y mutaciones en los canceres humanos es muy deseable, porque puede
conducir al desarrollo de nuevos productos terapéuticos dirigidos a dichas proteinas de fusién o mutantes, y a
nuevos diagndsticos para identificar pacientes que tengan dichas translocaciones génicas. Por ejemplo, BCR-ABL
se ha convertido en una diana para el desarrollo de productos terapéuticos para tratar la leucemia. En fechas muy
recientes, se ha aprobado Gleevec® (mesilato de imatinib, STI-571), un inhibidor de molécula pequefia de la ABL
quinasa, para el tratamiento de la LMC. Este farmaco es el primero de una nueva clase de agentes antiproliferativos
disefiados para interferir con las vias de sefalizacion que dirigen el crecimiento de células tumorales. El desarrollo
de este farmaco representa un avance significativo frente a las terapias convencionales para la LMC y la LLA,
quimioterapia y radiacién, que estan plagadas de efectos secundarios muy conocidos y que suelen tener un efecto
limitado, puesto que no pueden dirigirse especificamente a las causas subyacentes de las malignidades. Asimismo,
se han descrito reactivos y métodos de deteccion especifica de la proteina de fusion BCR-ABL en gacientes para
identificar a los pacientes que puedan responder mejor a los inhibidores dirigidos, tales como Gleevec".

Por consiguiente, sigue siendo necesaria la identificacion de nuevas translocaciones o mutaciones de genes que
produzcan proteinas de fusién o mutantes implicadas en el avance de los canceres humanos y el desarrollo de
nuevos reactivos y métodos para el estudio y la deteccion de dichas proteinas de fusion. La identificacion de dichas
proteinas de fusioén, entre otras cosas, permite, de modo deseable, nuevos métodos de selecciéon de pacientes para
las terapias dirigidas, asi como para la deteccién de nuevos farmacos que inhiban dichas proteinas mutantes/de
fusion.

El documento W02007/084631 describe una nueva translocacién génica en carcinoma de pulmén no microcitico
(CPNM) que da lugar a una proteina de fusion que combina parte de SLC34A2 con la ROS quinasa, y proporciona
polinucledtidos y vectores que codifican los polipéptidos de ROS quinasa mutante descritos, sondas para
detectarlos, polipéptidos mutantes aislados, polipéptidos recombinantes y reactivos de deteccion de los polipéptidos
de fusioén y truncados.

Compendio de la invencion
La invencidon es como se reivindica en las reivindicaciones 1-8.

En la presente memoria, se describe una translocacion génica que implica el gen de la ROS quinasa en el cancer
humano, tal como el cancer de higado, rifidn, pancreas vy testicular (incluyendo el cancer de los conductos de estos
tejidos, tales como el cancer hepatico de conducto biliar), que da lugar a proteinas de fusion que combinan parte de
la proteina FIG (una proteina del aparato de Golgi) con el dominio quinasa de la ROS quinasa. Las proteinas de
fusion FIG-ROS (en concreto, FIG-ROS(S), FIG-ROS(L) y FIG-ROS(XL)) conservan la actividad de la ROS tirosina
quinasa. La invencion proporciona el tratamiento del cancer humano tal como el cancer de higado, rifién, pancreas y
testicular (incluyendo el cancer de los conductos de estos tejidos, tales como el cancer hepatico de conducto biliar),
que no solo surge de translocaciones génicas que implican la ROS quinasa, sino también de la expresion aberrante
de la ROS quinasa en estos tejidos. En la presente memoria, también se describe una ROS quinasa truncada,
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mediante la que el dominio quinasa (con o sin el dominio transmembrana) de la ROS quinasa esta activo, pero
separado del resto de la ROS quinasa de longitud completa (p. €j., separado del dominio extracelular de la proteina
ROS). La expresion de una ROS quinasa mutante con actividad quinasa activa puede conducir a la proliferacion y
supervivencia de canceres hepaticos, pancreaticos, renales y testiculares en un subconjunto de dichos canceres en
los que se expresa una ROS quinasa truncada con actividad quinasa activa.

Por consiguiente, en la presente memoria, se describe un polipéptido de fusion FIG-ROS purificado. En algunas
realizaciones, el polipéptido de fusién FIG-ROS comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:
4. En algunas realizaciones, el polipéptido de fusién FIG-ROS comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en
SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, el polipéptido de fusién FIG-ROS comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, el polipéptido de fusion FIG-ROS esta codificado por la
secuencia de acido nucleico expuesta en SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, el polipéptido de fusion FIG-ROS
esta codificado por la secuencia de acido nucleico expuesta en SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el
polipéptido de fusién FIG-ROS esta codificado por la secuencia de acido nucleico expuesta en SEQ ID NO: 16.

También se describe en la presente memoria un polinucleétido de fusion FIG-ROS purificado. En algunas
realizaciones, el polinucleétido de fusiéon FIG-ROS comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO:
3. En algunas realizaciones, el polinucledtido de fusion FIG-ROS comprende la secuencia de nucleétidos expuesta
en SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el polinucleétido de fusion FIG-ROS comprende la secuencia de
nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 16.

También se describe en la presente memoria un agente de unidén que se une especificamente a un polipéptido de
fusion FIG-ROS. En algunas realizaciones, el agente de union se une especificamente a una unién de fusion entre
una parte FIG y una parte ROS en dicho polipéptido de fusién FIG-ROS. En algunas realizaciones, la union de fusion
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en AGSTLP, LQVWHR y LQAGVP.
En algunas realizaciones, el polipéptido de fusién FIG-ROS es un polipéptido de fusion FIG-ROS (S), es un
polipéptido de fusion FIG-ROS (XL) o es un polipéptido de fusién FIG-ROS (L). En algunas realizaciones, el agente
de union es un anticuerpo y un péptido AQUA. En algunas realizaciones, el péptido AQUA comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en AGSTLP, LQVWHR y LQAGVP.

En la presente memoria, también se describe una sonda nucleotidica para detectar un polinucleétido de fusion FIG-
ROS, en donde dicha sonda se hibrida con dicho polinucleétido de fusion FIG-ROS en condiciones rigurosas. En
algunas realizaciones, el polinucledtido de fusion FIG-ROS comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en
SEQ ID NO: 3.En algunas realizaciones, el polinucleétido de fusion FIG-ROS codifica un polipéptido que comprende
la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 4.En algunas realizaciones, el polinucleétido de fusion FIG-
ROS comprende la secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el polinucleétido
de fusién FIG-ROS codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:
2.En algunas realizaciones, el polinucledtido de fusion FIG-ROS comprende la secuencia de nucledtidos expuesta
en SEQ ID NO: 16. En algunas realizaciones, el polinucleétido de fusion FIG-ROS codifica un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 17.

En la presente memoria, también se describe un método de deteccién de una translocacion del gen de FIG-ROS,
método que comprende la puesta en contacto de una muestra biolégica con un agente de unién que se une
especificamente a un polipéptido de fusion FIG-ROS (p. €j., un polipéptido de fusion FIG-ROS (S), FIG-ROS (XL) o
FIG-ROS (L), donde la unidn especifica del agente de unidon a la muestra biolégica indica la presencia de una
translocacion del gen de FIG-ROS (p.€j., que codifica un polipéptido de fusion FIG-ROS (S), FIG-ROS (XL) o FIG-
ROS (L)), en dicha muestra biologica.

En la presente memoria, también se describe un método de deteccién de una translocacion del gen de FIG-ROS
mediante la puesta en contacto de una muestra biolégica con una sonda nucleotidica que se hibrida con un
polinucledtido de fusién FIG-ROS en condiciones rigurosas, en donde la hibridacion de dicha sonda nucleotidica a
dicha muestra bioldgica indica una translocacion del gen de FIG-ROS (p.gj., que codifica un polipéptido de fusion
FIG-ROS (S), FIG-ROS (XL) o FIG-ROS (L)) en dicha muestra bioldgica.

También se describe en la presente memoria un método de diagnéstico de un paciente que tiene un cancer o cancer
sospechoso caracterizado por una ROS quinasa. En algunas realizaciones, el cancer o cancer sospechoso no es
carcinoma pulmonar no microcitico ni glioblastoma. El método incluye poner en contacto una muestra biolégica de
dicho cancer o cancer sospechoso (donde la muestra bioldgica comprende al menos un polipéptido) con un agente
de uniéon que se une especificamente a un polipéptido ROS mutante, en donde la unién especifica de dicho agente
de union a al menos un polipéptido en dicha muestra bioldgica identifica a dicho paciente como aquel que tiene un
cancer o un cancer sospechoso caracterizado por una ROS quinasa.

También se describe en la presente memoria un método de identificacién de un cancer (o un cancer sospechoso)
que es probable que responda a un inhibidor de ROS. En algunas realizaciones, el cancer o cancer sospechoso no
es carcinoma pulmonar no microcitico ni glioblastoma. El método incluye poner en contacto una muestra biolégica
de dicho cancer (o cancer sospechoso) que comprende al menos un polipéptido con un agente de unién que se une
especificamente a un polipéptido ROS mutante, en donde la union especifica de dicho agente de unién a al menos
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un polipéptido en dicha muestra bioldgica identifica dicho cancer o cancer sospechoso como un cancer o cancer
sospechoso que es probable que responda a un inhibidor de ROS.

En diversas realizaciones, el polipéptido ROS mutante es un polipéptido ROS de tipo silvestre expresado de forma
aberrante. Por ejemplo, la expresion aberrante puede ser cuando la ROS quinasa de tipo silvestre esta
sobreexpresada en un cancer o un cancer sospechoso en comparacién con el nivel de expresion de la ROS quinasa
de tipo silvestre en tejido normal del mismo tipo de tejido que el cancer o cancer sospechoso. Los niveles de
expresion de la proteina ROS se pueden determinar por medios convencionales (p.ej., analisis de transferencia
Western, espectrometria de masas, tincién con IHC).

En diversas realizaciones, el polipéptido ROS mutante es un polipéptido ROS truncado o un polipéptido de fusion
ROS. Los ejemplos no limitantes de polipéptidos de fusion ROS incluyen un polipéptido de fusion FIG-ROS (S), un
polipéptido de fusion FIG-ROS (L), un polipéptido de fusién FIG-ROS (XL), un polipéptido de fusién SLC34A2-ROS
(S), un polipéptido de fusion SLC34A2-ROS (L), un polipéptido de fusion SLC34A2-ROS (VS) y un polipéptido de
fusion CD74-ROS. Los ejemplos no limitantes de un polipéptido ROS truncado incluyen el dominio quinasa de ROS
que carece de los dominios extracelular y transmembrana de la ROS de tipo silvestre, y los dominios
transmembrana y quinasa de ROS que carecen del dominio extracelular de ROS de tipo silvestre.

En algunas realizaciones, el agente de unién es un anticuerpo y un péptido AQUA. En algunas realizaciones, el
cancer es de un paciente (p.€j., un paciente humano).

También se describe en la presente memoria un método de diagnoéstico de un paciente que tiene un cancer o cancer
sospechoso caracterizado por una ROS quinasa. En algunas realizaciones, el cancer o cancer sospechoso no es
carcinoma pulmonar no microcitico ni glioblastoma. El método incluye poner en contacto una muestra biolégica de
dicho cancer o cancer sospechoso (donde la muestra biolégica comprende al menos una molécula de acido
nucleico) con una sonda que se hibrida en condiciones rigurosas a una molécula de acido nucleico seleccionada del
grupo que consiste en un polinucleétido de fusion FIG-ROS, un polipéptido de fusién SLC34A2-ROS, un polipéptido
de fusion CD74-ROS y un polinucleétido ROS truncado, y en donde la hibridacion de dicha sonda con al menos una
molécula de acido nucleico en dicha muestra bioldgica identifica que dicho paciente tiene un cancer o un cancer
sospechoso caracterizado por una ROS quinasa.

También se describe en la presente memoria un método de identificacién de un cancer (o un cancer sospechoso)
que es probable que responda a un inhibidor de ROS. El método incluye poner en contacto una muestra bioldgica de
dicho cancer que comprende al menos una molécula de acido nucleico con una sonda nucleotidica que se hibrida en
condiciones rigurosas bien con un polinucleétido de fusiéon FIG-ROS (p.ej., un polinucledtido de fusion FIG-ROS (S)
o FIG-ROS (L)) o un polinucleétido ROS mutante, y en donde la hibridaciéon de dicha sonda nucleotidica con al
menos una molécula de acido nucleico en dicha muestra bioldgica identifica dicho cancer como un cancer que es
probable que responda a un inhibidor de ROS.

En algunas realizaciones, el polinucleétido de fusion FIG-ROS codifica un polipéptido de fusion FIG-ROS (S), un
polipéptido de fusion FIG-ROS (L) o un polipéptido de fusion FIG-ROS (XL). En algunas realizaciones, el
polinucledtido de fusion SCL34A2-ROS codifica un polipéptido de fusion SCL34A2-ROS (S), un polipéptido de fusion
SCL34A2-ROS (L) o un polipéptido de fusion SCL34A2-ROS (VS). En algunas realizaciones, el cancer es de un
paciente (p.ej., un paciente de cancer). En algunas realizaciones, el paciente es un ser humano.

En diversas realizaciones de todos los aspectos de la invencion, el cancer puede ser un cancer de higado, un cancer
de pancreas, un cancer de rifién o un cancer de testiculo. En diversas realizaciones, el cancer puede ser un cancer
de un conducto (p.ej., un cancer de conducto biliar hepatico o un cancer de conducto pancreatico). En otras
realizaciones, el cancer no es un cancer pulmonar no microcitico (CPNM). En otras realizaciones, el cancer no es un
glioblastoma. En otras realizaciones, el inhibidor de ROS también inhibe la actividad de una ALK quinasa, una LTK
quinasa, un receptor de insulina o un receptor de IGF1. En la presente invencion, el inhibidor de ROS es PF-
02341066 o NVP-TAE6G84.

En realizaciones adicionales descritas en la presente memoria, el inhibidor de ROS es un agente de unién que se
une especificamente a un polipéptido de fusion FIG-ROS, un agente de unién que se une especificamente a un
polipéptido ROS truncado, un ARNip dirigido a un polinucleétido de fusién FIG-ROS o un ARNip dirigido a un
polinucleétido ROS truncado.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra la ubicacion del gen de FIG y del gen ROS en el cromosoma 6. Ambos genes FIG y ROS estan
situados en el cromosoma 6g22.2 con aproximadamente 0,2 Mega pares de bases separados. El gen de FIG
también se conoce como el gen GOPC.

La Fig. 2 muestra el punto de corte de las proteinas FIG y ROS, que forman dos proteinas de fusiéon FIG-ROS. La
proteina de fusion FIG-ROS (L) resulta de las roturas de los genes Fig y Ros en las flechas negras, mientras que la
proteina de fusion FIG-ROS (S) resulta de las roturas en los genes Fig y Ros en las flechas rojas.
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La Fig. 3 es una representacion de un gel de agarosa que muestra la deteccion de las transcripciones de los dos
genes de fusion, FIG-ROS (S) y FIG-ROS (L) formados por la translocacion de FIG y ROS por RT-PCR en muestras
de cancer de higado de dos pacientes, en concreto, XY3-78T y 090665LC.

La Fig. 4 es una representacion de un gel de agarosa que muestra la expresion de FIG de tipo silvestre, ROS de tipo
silvestre y la transcripcion de fusién de FIG-ROS por RT-PCR en las muestras de cancer de higado de dos
pacientes, en concreto, XY3-78T y 090665LC. También se muestra la estirpe celular de glioblastoma humano
U118MG, que tiene una translocacion FIG-ROS (L). HCC78, una estirpe celular humana de cancer pulmonar no
microcitico, que contiene la translocacion SLC34A2-ROS, sirvié como control negativo.

La Fig. 5 es una representacion de un gel de agarosa que muestra los productos de la PCR generados mediante la
amplificacion del ADN genémico de muestras de cancer de higado de los pacientes XY3-78T y 090665LC, y de la
estirpe celular U118MG.

La Fig. 6 es una representacion de un analisis de transferencia Western que muestra la expresion de FIG-ROS (S)
de XY3-78T, FIG-ROS (L) de 090665LC y FIG-ROS (L) de células U118MG.

La Fig. 7 es una fotografia de cuatro placas de cultivo tisular que contienen células 3t3 cultivadas en agar blando,
donde las células 3T3 se transfectan establemente con FIG-ROS (L) (superior izquierda), FIG-ROS (S) (superior
derecha), src quinasa (inferior izquierda) y vector vacio (inferior derecha).

La Fig. 8 es una fotografia que muestra ratones desnudos inyectados con células 3T3 transfectadas de forma
estable con vector vacio (izquierda), FIG-ROS (L) (medio) o FIG-ROS (S).

Las Fig. 9A y 9B son fotografias de células que muestran la ubicacion subcelular de FIG-ROS (L) y FIG-ROS (S) en
células 3T3.

La Fig. 10 es una representacion de un analisis de transferencia Western que muestra la expresion estable de FIG-
ROS (S), FIG-ROS (L) y FIG-ROS (L) de U118MG en células BaF3 cultivadas con o sin IL-3.

La Fig. 11 es un grafico lineal que muestra la capacidad de las células BAF3 transducidas con retrovirus que
codifican FIG-ROS (S) (cuadrados rojos) o FIG-ROS (L) (diamantes azules) para crecer sin la presencia de IL-3.
También se muestran células BAF3 transducidas con retrovirus vacio (linea purpura claro).

La Fig. 12 es un grafico de barras que muestra los resultados de un ensayo de quinasa in vitro (superior) realizado
cuantificando las bandas en el gel (debajo) de células BaF3 transducidas con retrovirus que codifican FIG-ROS (S),
FIG-ROS (L) o virus vacio ("neo").

La Fig. 13 es un grafico lineal que muestra la respuesta del crecimiento celular en presencia de TAE-684 0 nM, 3
nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM o 1000 nM de BaF3 que expresan FIG-ROS (S) (cuadrados rojos), BaF3 que
expresan FIG-ROS (L) (diamantes azules), BaF3 que expresan FLT3ITD (triangulos verdes) y células Karpas 299 (X
moradas)

La Fig. 14 es un grafico de barras que muestra que las BaF3 que expresan bien FIG-ROS (S) o FIG-ROS (L)
mueren por apoptosis en presencia de TAE-684.

La Fig. 15 es una representacion de un analisis de transferencia Western que muestra que la fosforilacion tanto de
FIG-ROS (S) como de FIG-ROS (L), asi como sus moléculas de sefializacion cadena abajo, son inhibidas por TAE-
684.

La Fig. 16 es una representacion esquematica de los diversos clones de BAC que se hibridan con los genes FIG y
ROS.

La Fig. 17 es una imagen de un portaobjetos de IHC de una muestra de tejido de CCA no limitante representativa
que se tifie positiva para la expresién de ROS.

La Fig. 18 es una imagen de un portaobjetos de IHC de una muestra de tejido de HCC no limitante representativa
que se tiie moderadamente positiva para la expresion de ROS.

Las Fig. 19A y 9B son imagenes de portaobjetos de IHC no limitantes representativos tefiidos con el anticuerpo
especifico de ROS tras la adicion del péptido ROS-1 (Fig. 19A) y del péptido ROS-9 (Fig. 19B).

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

En la presente memoria, se describe una ROS quinasa mutante que se expresa en un subconjunto de canceres
hepaticos, renales, pancreaticos y testiculares humanos (p.ej., cancer hepatico de conducto biliar). La ROS quinasa
mutante puede impulsar la proliferacion y la supervivencia de canceres hepaticos, pancreaticos, renales y
testiculares en un subconjunto de dichos canceres en los que se expresa la ROS quinasa mutante.
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Aspectos, ventajas y realizaciones adicionales de la invencion se describen mas detalladamente mas adelante.
Cualquier conflicto entre una definicién conocida en la técnica de un término o de una expresién y de una definicion
del término o de la expresién como se ensefan especificamente en la presente memoria descriptiva se resolvera a
favor de esta ultima. Como se emplean en la presente memoria, los siguientes términos tienen los significados
indicados. Como se emplean en la presente memoria descriptiva, las formas en singular "un", "una", "el" y “la”
también abarcan especificamente las formas en plural de los términos a los que se refieren, a menos que el
contenido dicte claramente lo contrario. El término "aproximadamente" se usa en la presente memoria para referirse
a aproximadamente, en la regidon de, mas o menos, o alrededor de. Cuando el término "aproximadamente" se usa
junto con un intervalo numérico, modifica dicho intervalo extendiendo los limites por encima y por debajo de los
valores numéricos establecidos. En general, el término "aproximadamente" se usa en la presente memoria para
madificar un valor numérico por encima y por debajo del valor indicado en una varianza del 20 %.

Los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el significado cominmente entendido por
un experto en la técnica a la que pertenece la presente invencion, a menos que se defina lo contrario. Se hace
referencia en la presente memoria a diversas metodologias y materiales conocidos por los expertos en la técnica.
Los trabajos de referencia convencionales que exponen los principios generales de la tecnologia del ADN
recombinante incluyen Sambrook et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual’, 22 Ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Nueva York (1989); Kaufman et al., Eds., Handbook of Molecular and Cellular Methods in Biology
in Medicine, CRC Press, Boca Raton (1995); McPherson, Ed., “Directed Mutagenesis: A Practical Approach”, IRL
Press, Oxford (1991). Los trabajos de referencia convencionales que establecen los principios generales de la
farmacologia incluyen “Goodman and Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics”, 112 Ed., McGraw Hill
Companies Inc., Nueva York (2006).

La invencion se refiere al descubrimiento de ROS mutantes (es decir, ROS de longitud completa expresadas de
forma aberrante, ROS truncadas (es decir, de menor longitud) o proteinas de fusiéon ROS (p. €j., fusiones FIG-ROS,
fusiones SLC34A2-ROS o la fusion CD74-R0OS)) en cancer de higado (incluyendo cancer de conducto biliar), cancer
de pancreas, cancer de rifidn y cancer testicular. La invencion se refiere ademas al descubrimiento de nuevas
translocaciones de genes ROS que producen fusiones entre el gen de FIG y el gen ROS.

La ROS quinasa de longitud completa (tipo silvestre) es una tirosina quinasa receptora larga de 2.347 aminoacidos.
En los seres humanos, se ha detectado ARN de la ROS quinasa en la placenta, el pulmén y el musculo esquelético,
con posibles niveles bajos de expresion en los testiculos (véase J. Acquaviva, et al., Biochim. Biophys. Acta 1795(1):
37-52, 2009. Sin embargo, la ROS quinasa de longitud completa no parece estar expresada en el higado, el rifion y
el tejido pancreatico normales en seres humanos (véase J. Acquaviva, et al., supra). Mientras Abeam Inc.
(Cambridge, MA) comercializa un anticuerpo especifico de ROS (clon ab5512) que supuestamente tifie (es decir, se
une especificamente a) tejido de hepatocarcinoma humano mediante IHC, se descubrié que este ab5512 tifie las
células HCC78 embebidas en parafina (carcinoma de pulmén que expresa ROS) y las células HCC827
(adenocarcinoma de pulmoén que no expresa ROS) con igual intensidad (células obtenidas de la ATCC, datos no
mostrados). Ademas, aunque la ROS quinasa puede estar presente en tejido testicular humano, su expresion parece
estar limitada al epididimo (véase Acquaviva, et al., supra).

Por consiguiente, en la presente memoria, se describe un polipéptido de fusion FIG-ROS purificado. Por "polipéptido
de fusion FIG-ROS" se entiende el polipéptido de fusion FIG-ROS (p.ej., FIG-ROS (L), FIG-ROS (XL) o FIG-ROS
(S)) descrito en la presente memoria, obtenido de cualquier especie, en particular, de mamiferos, incluyendo
bovinos, ovinos, porcinos, murinos, equinos y seres humanos, de cualquier fuente, bien natural, sintética,
semisintética o recombinante.

Por "purificado/a" (o "aislado/a") se entiende a una secuencia de acido nucleico (p.ej., un polinucleétido) o una
secuencia de aminoacidos (p. €j., un polipéptido) que se retira o se separa de otros componentes presentes en su
entorno natural. Por ejemplo, un polipéptido de fusion FIG-ROS aislado es aquel que esta separado de otros
componentes de una célula eucariota (p. €j., proteinas del reticulo endoplasmatico o citoplasmaticas y ARN). Un
polinucledtido FIG-ROS aislado es aquel que esta separado de otros componentes nucleares (p.gj., histonas) y/o de
secuencias de acido nucleico cadena arriba o cadena abajo (p. €j., un polinucleétido FIG-ROS aislado separado del
promotor del gen de FIG enddgeno). Una secuencia de acido nucleico aislada de la secuencia de aminoacidos
descrita en la presente memoria esta al menos un 60 % exenta, o al menos un 75 % exenta, o al menos un 90 %
exenta, o al menos un 95 % exenta de otros componentes presentes en el medio natural de la secuencia de acido
nucleico o de acido indicada.

Un polipéptido de fusion FIG-ROS descrito en la presente memoria es un ejemplo no limitante de polipéptido ROS
mutante.

Como se emplea en la presente memoria, la expresion polipéptido o polinucledtido "ROS mutante" significa bien la
expresion aberrante del polipéptido o polinucledtido ROS quinasa de tipo silvestre en un tejido en el que la ROS
quinasa no se expresa normalmente (o se expresa a un nivel diferente) o el dominio quinasa de una ROS o un
polinucleétido que codifica el dominio quinasa de una ROS quinasa sin el dominio extracelular o sin los dominios
transmembrana de ROS de tipo silvestre (es decir, de longitud completa), donde el dominio quinasa (con o sin el
dominio transmembrana) bien esta solo (también denominado ROS truncado) o esta fusionado a toda o una parte de
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una segunda proteina (p.ej., una proteina FIG).

La ROS quinasa de tipo silvestre es una tirosina quinasa receptora de 2.347 aminoacidos de longitud, en donde
aproximadamente los 36 primeros aminoacidos (es decir, los 36 aminoacidos N-terminales) son el péptido sefal. La
secuencia de ROS quinasa humana se puede encontrar en el numero de acceso del GenBank M34353, y la
secuencia de proteinas (incluyendo el péptido sefial) se proporciona en la presente memoria como la SEQ ID NO: 9.

Los ejemplos no limitantes del polipéptido ROS mutante descrito en la presente memoria incluyen polipéptidos que
comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 13. Asimismo, en ciertas
realizaciones, los ejemplos no limitantes de polinucleétidos ROS mutantes descritos en la presente memoria
incluyen polinucleétidos que codifican polipéptidos que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en
SEQ ID NO: 12 0 SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, el polinucleétido ROS mutante comprende una parte de
la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 8. En ciertas
realizaciones, el polipéptido ROS mutante descrito en la presente memoria no incluye las secuencias de SEQ ID NO:
10 o SEQ ID NO: 11. Asimismo, en ciertas realizaciones, los ejemplos no limitantes de polinucledtidos ROS
mutantes descritos en la presente memoria no incluyen polinucleétidos que codifican polipéptidos que comprenden
las secuencias de aminoacidos expuestas en SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 11.

Por lo tanto, una ROS mutante comprende el dominio quinasa, con o sin el dominio transmembrana, de ROS (o
secuencias de nucleotidos que codifican el mismo) de manera que el dominio quinasa de la ROS quinasa (con o sin
el dominio transmembrana) se separa de los otros dominios (p.ej., el dominio extracelular) de ROS quinasa de tipo
silvestre (es decir, de longitud completa). La secuencia de aminoacidos de longitud completa de ROS quinasa se
proporciona en SEQ ID NO: 9. El dominio quinasa de la ROS quinasa se proporciona en SEQ ID NO: 12 y 13; sin
embargo, la expresion "ROS mutante" también incluye aquellos restos de aminoacidos que flanquean el dominio
quinasa siempre que los restos de aminoacidos flanqueantes no estén dentro del dominio transmembrana ni del
dominio extracelular de la proteina ROS de longitud completa. En algunas realizaciones, la ROS mutante excluye la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 11. En algunas realizaciones, la ROS mutante excluye la secuencia expuesta en
SEQ ID NO: 10. Por lo tanto, la ROS mutante descrita en la presente memoria incluye la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 3 y una secuencia de nucledtidos que codifica la misma. La expresion “polipéptido ROS
mutante” también incluye una proteina quimérica que incluye toda o parte de una segunda proteina fusionada por un
enlace peptidico al dominio quinasa de un polipéptido ROS. Como se describié anteriormente, un ejemplo no
limitante de un polipéptido ROS mutante que es una proteina quimérica es el polipéptido de fusion FIG-ROS (S)
descrito en la presente memoria. Del mismo modo, la expresion “polinucledtido ROS mutante” también incluye un
polinucledtido que codifica una proteina quimérica que incluye toda o parte de una segunda proteina fusionada por
un enlace peptidico al dominio quinasa de un polipéptido ROS.

Por lo tanto, como se emplea en la presente memoria, la expresion ROS mutante incluye, sin limitacion, el
polipéptido de fusion FIG-ROS (L) (véase la secuencia de acido nucleico en SEQ ID NO: 1 y la secuencia de
aminoacidos en SEQ ID NO: 2), el polipéptido de fusion FIG-ROS (S) (véase la secuencia de acido nucleico en SEQ
ID NO: 3 y la secuencia de aminoacidos en SEQ ID NO: 4), el polipéptido de fusién FIG-ROS (XL) (véase la
secuencia de acido nucleico en SEQ ID NO: 16 y la secuencia de aminoacidos en SEQ ID NO: 17), el polipéptido de
fusion SLC34A2-ROS (L) (véase la secuencia de acido nucleico en SEQ ID NO: 18 y la secuencia de aminoacidos
en SEQ ID NO: 19), la proteina de fusion SLC34A2-ROS (S) (véase la secuencia de acido nucleico en SEQ ID NO:
20 y la secuencia de aminoacidos en SEQ ID NO: 21), la proteina de fusion SLC34A2-ROS (VS) (véase la secuencia
de acido nucleico en SEQ ID NO: 22 y la secuencia de aminoacidos en SEQ ID NO: 23), y la proteina de fusiéon
CD74-ROS (véase la secuencia de acido nucleico en SEQ ID NO: 24 y la secuencia de aminoacidos en SEQ ID NO:
25). Cabe sefalar que en la publicacion PCT n.° WO2007084631; Rikova, K et al., Cell 131:1190-1203, 2007, y la
publicacion PCT n.° WO/2009/051846, se describen polipéptidos de fusién ROS adicionales.

Como se emplea en la presente memoria, por "polinucleétido” (o "secuencia de nucleétidos" o "molécula de acido
nucleico") se refiere a un oligonucleoétido, nucledtido o polinucleétido, y fragmentos o partes de los mismos, y a ADN
o ARN de origen gendmico o sintético, que puede ser monocatenario o bicatenario, y representar la cadena sentido
o antisentido.

Como se emplea en la presente memoria, por "polipéptido" (o "secuencia de aminoacidos" o proteina) se entiende
una secuencia de oligopéptido, péptido, polipéptido o proteina, y fragmentos o partes de la misma, y a moléculas
naturales o sintéticas. La "secuencia de aminoacidos" y los términos similares, tales como "polipéptido" o "proteina”,
no pretenden limitar la secuencia de aminoacidos indicada a la secuencia de aminoacidos nativa completa, asociada
con la molécula de proteina citada.

En la presente memoria, se describe la translocacion del gen de FIG-ROS humana que se ha identificado usando el
perfil fosfopeptidico global en muestras de cancer de higado tomadas de pacientes humanos (véanse los ejemplos
que se presentan a continuacion). Estas translocaciones de genes que se producen en el cromosoma humano
(6922) producen la expresion de dos proteinas de fusion variantes, en concreto, el polipéptido de fusion FIG-ROS
(S) y el polipéptido de fusion FIG-ROS (L)) que combinan el extremo N-terminal de FIG con el dominio quinasa de
ROS.
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Como se emplea en la presente memoria, por "cancer" o "canceroso" se entiende una célula que muestra un
crecimiento anormal en comparacion con una célula normal (es decir, no cancerosa) del mismo tipo. Por ejemplo,
una célula cancerosa puede ser metastasica o no metastasica. Una célula cancerosa también puede mostrar falta de
inhibiciéon de contacto donde una célula normal de ese mismo tipo de célula muestra inhibicién de contacto. Como se
emplea en la presente memoria, por "cancer sospechoso” o "tejido sospechoso de ser canceroso” se entiende una
célula o un tejido que tiene algunas caracteristicas aberrantes (p.ej., hiperplasia o falta de inhibiciéon de contacto) en
comparacion con células o tejidos normales de ese mismo tipo de célula o de tejido como el cancer sospechoso,
pero donde la célula o el tejido ain no ha sido confirmado por un médico o patélogo como canceroso.

Como se muestra en las Fig. 1 y 2, la translocacion de FIG-ROS (L) combina la secuencia de acido nucleico que
codifica el extremo N-terminal de FIG (aminoacidos 1-412) con las secuencias de acido nucleico que codifican el
dominio quinasa de ROS (aminoacidos 413-878 que corresponden a los aminoacidos 1.882-2.347 de ROS) (véase
SEC ID N°: 2), para producir una fusion, es decir, el polipéptido de fusion FIG-ROS (L). Se encontr6 que la proteina
de fusidon FIG-ROS (L) resultante, que comprende 878 aminoacidos, conserva la actividad quinasa de ROS. En
algunas realizaciones, el polipéptido de fusién FIG-ROS es un polipéptido de fusion FIG-ROS (L). En algunas
realizaciones, el polipéptido de fusiéon FIG-ROS (L) comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID
NO: 2. En algunas realizaciones, el polipéptido de fusién FIG-ROS (L) esta codificado por la secuencia de acido
nucleico expuesta en SEQ ID NO: 1.

Como se muestra en las Fig. 1y 2, la translocacion de FIG-ROS (S) combina la secuencia de acido nucleico que
codifica el extremo N-terminal de FIG (aminoacidos 1-209) con la secuencia de acido nucleico que codifica el
dominio quinasa de ROS (aminoacidos 210-630 que corresponden a los aminoacidos 1.927-2.347 de ROS) (véase
también SEC ID N°: 4), para producir una fusion, es decir, el polipéptido de fusién FIG-ROS (S). Se encontré que la
proteina de fusion FIG-ROS (s) resultante, que comprende 630 aminoacidos, conserva la actividad quinasa de ROS.
Por lo tanto, en algunas realizaciones, el polipéptido de fusién FIG-ROS descrito en la presente memoria es un
polipéptido de fusion FIG-ROS (S). En algunas realizaciones, el polipéptido de fusién FIG-ROS (S) comprende la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, el polipéptido de fusién FIG-ROS
(S) esta codificado por la secuencia de acido nucleico expuesta en SEQ ID NO: 3.

En la presente memoria, también se describe una tercera fusion FIG-ROS, en concreto, FIG-ROS (XL), cuya
translocacién combina la secuencia de acido nucleico que codifica el extremo N-terminal de FIG (aminoacidos 1-411
o 1-412) con las secuencias de acido nucleico que codifican los dominios transmembrana y quinasa de la ROS
quinasa para dar lugar a una proteina de fusién de 1.009 aminoacidos de longitud.

Se ha de sefalar que en todas las proteinas de fusiéon ROS descritas en la presente memoria (p.€j., las proteinas de
fusion FIG-ROS, las proteinas de fusion SLC34A2-ROS vy la proteina de fusion CD74-R0OS), el aminoacido en la
union de fusion (independientemente de la numeracion) puede aparecer en cualquier miembro proteico de tipo
silvestre de la fusion (p. €j., el aminoacido en la unién de fusiéon en un polipéptido de fusion FIG-ROS puede
aparecer tanto en la proteina FIG de tipo silvestre como en la proteina ROS de tipo silvestre) o el aminoacido,
creado por un codén con nucleétidos de exones fusionados de ambos miembros proteicos, puede ser Unico para el
polipéptido de fusién y no aparecer en ningun miembro proteico de tipo silvestre de la fusion.

La invencion permite que las ROS mutantes puedan estar presentes en cancer hepatico (incluyendo cancer de
conducto biliar), cancer de rifion, cancer testicular y cancer de pancreas. Basandose en estos hallazgos, los
pacientes que padecen estos canceres cuyos canceres expresan ROS mutante (p.ej., sobreexpresan ROS de tipo
silvestre o expresan una ROS truncada o un polipéptido de fusion ROS tal como uno de los polipéptidos de fusion
FIG-ROS descritos en la presente memoria) pueden responder favorablemente a la administracion de un inhibidor
de ROS (p. €j., el crecimiento de su cancer puede disminuir o detenerse en comparacion con pacientes no tratados
que padecen el mismo cancer).

En la presente memoria, se describen polipéptidos de fusion de FIG-ROS aislados y fragmentos de los mismos. El
polipéptido aislado puede comprender una secuencia de aminoacidos al menos un 95 % idéntica o al menos un
99 % idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: (a) una secuencia de aminoacidos que
codifica un polipéptido de fusién FIG-ROS que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1; (b) una
secuencia de aminoacidos que codifica un polipéptido de fusion FIG-ROS que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 17; (c) una secuencia de aminoacidos que codifica un polipéptido de fusién FIG-ROS
que comprende todo o una parte del polipéptido FIG con el dominio quinasa de ROS (p. ej., SEQ ID NO: 12 0 13)); y
(d) una secuencia de aminoacidos que codifica un polipéptido que comprende al menos seis aminoacidos contiguos
que abarcan la unién de fusién de un polipéptido de fusion FIG-ROS (p. ej., AGSTLP de FIG-ROS (S), LQVWHR de
FIG-ROS(L), o LOAGVP de FIG-ROS(XL)).

También se describe en la presente memoria un polipéptido de fusion FIG-ROS (S) aislado que tiene la secuencia
de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 4. El polipéptido de fusion FIG-ROS (XL) aislado puede tener la secuencia
de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 17. En otra realizaciéon, en la presente memoria, se proporcionan
polipéptidos mutantes recombinantes, que pueden producirse usando un vector recombinante o una célula
hospedadora recombinante como se describié anteriormente.
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Se reconocera en la técnica que algunas secuencias de aminoacidos de un polipéptido de fusién FIG-ROS pueden
variar sin efecto significativo de la estructura o de la funcién de la proteina mutante. Si se contemplan dichas
diferencias en la secuencia, debe recordarse que habra zonas criticas en la proteina que determinan la actividad (p.
€j., el dominio quinasa de ROS). En general, es posible sustituir los restos que forman la estructura terciaria, siempre
que se usen restos que desempefien una funcién similar. En otros casos, el tipo de resto puede ser completamente
irrelevante si la alteracion se produce en una regién no critica de la proteina.

En la presente memoria, se describe ademas una variante de FIG-ROS de un polipéptido de fusién FIG-ROS que
muestra una actividad sustancial de la ROS quinasa o que incluye regiones de proteinas FIG y ROS. En algunas
realizaciones, una variante de FIG-ROS descrita en la presente memoria contiene sustituciones conservativas en
comparacion con FIG-ROS (L), FIG-ROS (XL) o FIG-ROS (S). Algunas sustituciones conservativas no limitantes
incluyen el intercambio, entre si, entre los aminoacidos alifaticos Ala, Val, Leu e lle; el intercambio de los restos
hidroxilo Ser y Thr; el intercambio de los restos acidos Asp y Glu; el intercambio de los restos de amida Asn y Gin; el
intercambio de los restos basicos Lys y Arg; y el intercambio de los restos aromaticos Phe y Tyr. Otros ejemplos de
sustituciones conservativas de aminoacidos conocidas por los expertos en la técnica son: aromaticos: fenilalanina,
triptéfano, tirosina (p. €j., se reemplaza un resto de triptéfano por una fenilalanina); hidréfobos: leucina, isoleucina,
valina; polares: glutamina, asparaginas; basicos: arginina, lisina, histidina; acidos: acido aspartico, acido glutamico;
pequefos: alanina, serina, treonina, metionina, glicina. Como se indica con detalle anteriormente, se pueden
encontrar mas directrices sobre qué cambios de aminoacidos son fenotipicamente silenciosos (es decir, no es
probable que tengan un efecto perjudicial significativo sobre una funcién) en Bowie et al., Science 247, supra.

En algunas realizaciones, una variante puede tener cambios "no conservativos”, p. ej., el reemplazo de una glicina
por un triptéfano. Las variantes similares también pueden incluir eliminaciones o inserciones de aminoacidos, o
ambas. La orientacion para determinar qué restos de aminoacidos pueden ser sustituidos, insertados o eliminados
sin abolir la actividad biolégica o inmunoldgica puede encontrarse usando programas informaticos bien conocidos en
la técnica, por ejemplo, el software DNASTAR.

Los polipéptidos de fusion FIG-ROS, sus fragmentos y variantes descritos en la presente memoria pueden
proporcionarse en forma aislada o purificada. Una versiéon producida recombinantemente de un polipéptido de fusién
FIG-ROS descrito en la presente memoria se puede purificar esencialmente mediante el método de una sola etapa
descrito en Smith y Johnson, Gene 67:31-40 (1988).

Los polipéptidos descritos en la presente memoria incluyen los polipéptidos de fusion FIG-ROS que tienen las
secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 2 y 4 y 17 (incluyendo o no una secuencia lider), una secuencia de
aminoacidos que codifica un polipéptido que comprende al menos seis aminoacidos contiguos que abarcan la unién
de fusién de un polipéptido de fusion FIG-ROS descrito en la presente memoria, asi como polipéptidos que tienen al
menos un 90 % de similitud, mas preferiblemente al menos un 95 % de similitud, y aiun mas preferiblemente al
menos un 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de similitud con los descritos anteriormente.

Por "% de similitud" para dos polipéptidos se entiende una puntuacién de similitud producida comparando las
secuencias de aminoacidos de los dos polipéptidos usando el programa Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis
Package, Version 8 para Unix, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wis. 53711) y los ajustes
predeterminados para determinar la similitud. Bestfit usa el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman
(“Advances in Applied Mathematics” 2: 482-489 (1981)) para encontrar el mejor segmento de similitud entre dos
secuencias.

Por polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos al menos, por ejemplo, un 95 % "idéntica" a una secuencia
de aminoacidos de referencia de un polipéptido ROS mutante descrito en la presente memoria se entiende que la
secuencia de aminoacidos del polipéptido es idéntica a la secuencia de referencia excepto que la secuencia
polipeptidica puede incluir hasta cinco alteraciones de aminoacidos por cada 100 aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos de referencia del polipéptido de fusién FIG-ROS. En otras palabras, para obtener un polipéptido que
tenga una secuencia de aminoacidos al menos un 95 % idéntica a una secuencia de aminoacidos de referencia,
hasta el 5 % de los restos de aminoacidos de la secuencia de referencia puede suprimirse o sustituirse con otro
aminoacido, o un numero de aminoacidos de hasta el 5 % de los restos de aminoacidos totales de la secuencia de
referencia puede insertarse en la secuencia de referencia. Estas alteraciones de la secuencia de referencia pueden
darse en las posiciones amino o carboxi terminales de la secuencia de aminoacidos de referencia o en cualquier
lugar entre esas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre restos de la secuencia de referencia o en
uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia.

Cuando se usa Bestfit o cualquier otro programa de alineacién de secuencias para determinar si una determinada
secuencia es, p. €j., un 95 % idéntica a una secuencia de referencia segun la presente descripcion, los parametros
se establecen, como es evidente, de modo que el porcentaje de identidad se calcule sobre la longitud total de la
secuencia de aminoacidos de referencia y se permitan huecos en la homologia de hasta el 5 % del niumero total de
restos de aminoacidos en la secuencia de referencia.

Se podria usar un polipéptido de fusién FIG-ROS descrito en la presente memoria como marcador de peso
molecular en geles de SDS-PAGE o en columnas de filtracion en gel de tamiz molecular, por ejemplo, usando
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métodos bien conocidos por los expertos en la técnica.

Como se describe ademas mas adelante, los polipéptidos descritos en la presente memoria también se pueden usar
para generar reactivos especificos de los polipéptidos de fusion, tales como anticuerpos policlonales y
monoclonales, que sean Utiles en ensayos de deteccion de la expresion de polipéptidos ROS mutantes como se
describe a continuacion o como agonistas y antagonistas capaces de potenciar o inhibir la funcién/actividad de la
proteina ROS mutante. Ademas, dichos polipéptidos se pueden usar en el sistema de dos hibridos de levadura para
"capturar" proteinas de union al polipéptido de fusién FIG-ROS, que también son agonistas y antagonistas
candidatos descritos en la presente memoria. El sistema de dos hibridos de levadura se describe en Fields y Song,
Nature 340: 245-246 (1989).

En la presente memoria, también se describe un péptido o polipéptido que comprende una parte portadora de
epitopo de un polipéptido descrito en la presente memoria, tal como un epitopo que comprende la unién de fusion de
una variante de polipéptido de fusion FIG-ROS. Un “epitopo” se refiere a bien un epitopo inmunogénico (es decir,
capaz de generar una respuesta inmune) o un epitopo antigénico (es decir, la region de una molécula de proteina a
la que un anticuerpo puede unirse especificamente). El numero de epitopos inmunogénicos de una proteina, en
general, es inferior al niUmero de epitopos antigénicos. Véase, p. €j., Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 81:
3998-4002 (1983). La producciéon de anticuerpos especificos del polipéptido de fusion FIG-ROS descrito en la
presente memoria se describe con mas detalle a continuacion.

Los anticuerpos que se unen especificamente a péptidos o polipéptidos portadores de epitopos son Utiles para
detectar una proteina imitada, y pueden usarse anticuerpos contra diferentes péptidos para rastrear el destino de
diversas regiones de un precursor de proteina que experimenta procesamiento posterior a la traduccion. Los
péptidos y anticuerpos anti-péptido pueden usarse en una variedad de ensayos cualitativos o cuantitativos para la
proteina imitada, p. €j., en ensayos de competicién, ya que se ha demostrado que incluso péptidos cortos (p. €j., de
aproximadamente 9 aminoacidos) pueden unirse y desplazar a los péptidos mas grandes en ensayos de
inmunoprecipitacion. Véase, p. ej., Wilson et al., Cell 37: 767-778 (1984) en 777. Los anticuerpos anti-péptido
descritos en la presente memoria también son Utiles para la purificacion de la proteina imitada, p. ej., por
cromatografia de adsorcion usando métodos bien conocidos en la técnica. Los formatos de ensayo inmunolégico se
describen con mas detalle a continuacion.

En la presente memoria, también se describen polipéptidos ROS quinasa mutantes recombinantes, y pueden
producirse usando polinucleétidos de fusién descritos en la presente memoria, como se describié anteriormente. Por
ejemplo, en la presente memoria, se describe un método de produccion de un polipéptido de fusion FIG-ROS
recombinante mediante el cultivo de una célula hospedadora recombinante (como se describié anteriormente) en
condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido de fusidn y la recuperacion del polipéptido. Las condiciones
de cultivo adecuadas para el crecimiento de células hospedadoras y la expresion de polipéptidos recombinantes a
partir de dichas células son bien conocidas por los expertos en la técnica.

En la presente memoria, también se describe un polinucleétido de fusién FIG-ROS purificado. Por “polinucleétido de
fusion FIG-ROS” o “polinucledétido FIG-ROS” se entiende un gen de translocacion de FIG-ROS (es decir, un gen que
ha sufrido translocacion) o polinucleétido que codifica un polipéptido de fusion FIG-ROS (p. €j., los polipéptidos de
fusion FIG-ROS (L), FIG-ROS (XL) o FIG-ROS (S) descritos en la presente memoria), obtenidos de cualquier
especie, en particular, de mamiferos, incluyendo bovinos, ovinos, porcinos, murinos, equinos y seres humanos, de
cualquier fuente ya sea natural, sintética, semisintética o recombinante.

En algunas realizaciones, el polinucleétido de fusion FIG-ROS comprende la secuencia de nucledtidos expuesta en
SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el polinucledtido de fusion FIG-ROS codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:2 En algunas realizaciones, el polinucleétido de fusion FIG-ROS
comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, el polinucledtido de
fusién FIG-ROS codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 4.En algunas
realizaciones, el polinucleétido de fusiéon FIG-ROS comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO:
16.En algunas realizaciones, el polinucleétido de fusion FIG-ROS codifica un polipéptido que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 17.

En algunas realizaciones, el polinucleétido de fusion FIG-ROS comprende una parte de la secuencia de nucledtidos
expuesta en SEQ ID NO:5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 150 SEQ ID
NO: 26. Como se emplea en la presente memoria, una "parte" o "fragmento” significa un fragmento de secuencia
inferior a la secuencia completa (p. ej., una secuencia de 50 nucledtidos es una parte de una secuencia de 100
nucledtidos de longitud). En otras palabras, el polinucledtido de fusion FIG-ROS puede comprender partes de
secuencias intrénicas que no codifican ningdn aminoacido en el polipéptido de fusion FIG-ROS resultante.

Ademas, en la presente memoria, se describen polinucleétidos aislados que codifican un polipéptido de fusién FIG-
ROS descrito en la presente memoria, sondas de nucleétidos que se hibridan a dichos polinucleétidos, y métodos,
vectores y células hospedadoras para utilizar dichos polinucleétidos para producir polipéptidos de fusion
recombinantes. A menos que se indique lo contrario, todas las secuencias de nucleétidos determinadas mediante la
secuenciacion de una molécula de ADN en la presente memoria se determinaron usando un secuenciador de ADN
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automatizado (tal como el modelo 373 de Applied Biosystems, Inc.) y todas las secuencias de aminoacidos de los
polipéptidos codificados por las moléculas de ADN determinadas en la presente memoria se determinaron usando
un secuenciador de péptidos automatizado. Como se conoce en la técnica para cualquier secuencia de ADN
determinada mediante dicho enfoque automatizado, cualquier secuencia de nucleétidos determinada en la presente
memoria puede contener algunos errores. Las secuencias de nucledtidos determinadas por automatizacion
normalmente son al menos aproximadamente un 90 % idénticas, y mas normalmente al menos del
aproximadamente 95 % al aproximadamente 99,9 % idénticas a la secuencia de nucleétidos real de la molécula de
ADN secuenciada. La secuencia real puede determinarse con mas precision mediante otros enfoques, incluyendo
métodos de secuenciacion manual de ADN bien conocidos en la técnica. Como es también conocido en la técnica,
una sola inserciéon o eliminacion en una determinada secuencia de nucleétidos comparada con la secuencia real
causara un desplazamiento de fase en la traduccién de la secuencia de nucleétidos de manera que la secuencia de
aminoacidos predicha codificada por una secuencia de nucleétidos determinada sera completamente diferente de la
secuencia de aminoacidos realmente codificada por la molécula de ADN secuenciada, comenzando en el punto de
dicha insercién o eliminacién. A menos que se indique otra cosa, cada secuencia de nucledtidos expuesta en la
presente memoria se presenta como una secuencia de desoxirribonucledtidos (abreviados como A, G, C y T). Sin
embargo, por "secuencia de nucledtidos" de una molécula de acido nucleico o polinucleétido se entiende, para una
molécula de ADN o polinucledtido, una secuencia de desoxirribonucleétidos, y para una molécula de ARN o un
polinucleodtido, la secuencia correspondiente de ribonucledtidos (A, G, C y U), donde cada desoxirribonucleétido de
timidina (T) de la secuencia de desoxirribonucleétido especificada se reemplaza por el ribonucleétido uridina (U). Por
ejemplo, la referencia a una molécula de ARN que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 3 o expuesta usando las
abreviaturas de desoxirribonucleétidos se pretende indicar una molécula de ARN que tiene una secuencia en donde
cada desoxirribonucledtido A, G o C de SEQ ID NO: 3 ha sido reemplazado por el correspondiente ribonucleétido A,
G o C, y cada desoxiribonucleétido T ha sido reemplazado por un ribonucleétido U.

En la presente memoria, también se describe un polinucledtido aislado que comprende una secuencia de
nucledtidos al menos aproximadamente un 95 % idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:
(a) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido de fusién FIG-ROS que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 4 (FIG-ROS (S)); (b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de
fusion FIG-ROS que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 (FIGOS (XL)); (c) una secuencia
de nucledtidos que comprende al menos seis nucleétidos contiguos que abarcan la unién de fusién de un
polinucledtido de fusion FIG-ROS (S) (p. ej., AAGTAC), una secuencia de nucleétidos que comprende al menos seis
nucleodtidos contiguos que abarcan la unién de fusion de un polinucleétido de fusion FIG-ROS (XL) (p. €j., AAGctg);
(d) una secuencia de nucleodtidos que codifica al menos seis restos de aminoacidos contiguos que abarcan la union
de fusién de un polipéptido de fusion FIG-ROS (S) (p. ej., AGSTLP); (e) una secuencia de nucleétidos que codifica al
menos seis restos de aminoacidos contiguos que abarca la union de fusion de un polipéptido de fusion FIG-ROS
(XL) (p. €j., LQAGVP); y (f) una secuencia de nucledtidos complementaria a cualquiera de las secuencias de
nucleétidos de (a), (b), (c), (d) o ( e).

Usando la informacién proporcionada en la presente memoria, tal como las secuencias de nucleétidos expuestas en
las SEQ ID NO: 1, 3 y 16, se puede obtener una molécula de acido nucleico descrita en la presente memoria que
codifica un polipéptido de fusion FIG-ROS descrito en la presente memoria usando procedimientos de clonacién y de
deteccion convencionales, tales como los de clonacion de ADNc usando ARNm como material de partida. El gen de
fusion también puede identificarse en bibliotecas de ADNc en otros canceres humanos en los que tiene lugar la
translocacion de FIG-ROS, o en donde una eliminacién o translocaciéon alternativa produce la expresion de una
ROS-quinasa truncada carente del dominio extracelular, y puede carecer ademas del dominio transmembrana de la
ROS quinasa de tipo silvestre.

La secuencia nucleotidica determinada de los genes de translocacion de la FIG-ROS codifica el polipéptido de fusion
FIG-ROS (S), el polipéptido de fusion FIG-ROS (L) y el polipéptido de fusion FIG-ROS (XL). Los polinucleétidos de
fusion FIG-ROS comprenden la parte de la secuencia de nucleétidos de la FIG de tipo silvestre que codifica el
extremo N-terminal de dicha proteina con la parte de la secuencia de nucleétidos de ROS de tipo silvestre que
codifica el dominio quinasa de esa proteina.

En la presente memoria, también se describe la forma madura de las proteinas de fusién FIG-ROS. De acuerdo con
la hipétesis de la sefial, las proteinas segregadas por células de mamifero tienen una sefial o secuencia secretora
lider que se escinde de la proteina madura una vez que se ha iniciado la exportacion de la cadena proteica en
crecimiento a través del reticulo endoplasmatico rugoso. La mayoria de las células de mamifero e incluso las células
de insecto escinden proteinas secretadas con la misma especificidad. Sin embargo, en algunos casos, la escisién de
una proteina secretada no es enteramente uniforme, lo que produce dos o mas especies maduras sobre la proteina.
Ademas, se sabe desde hace mucho tiempo que la especificidad de la escision de una proteina segregada se
determina en Ultima instancia por la estructura primaria de la proteina completa, es decir, es inherente a la secuencia
de aminoacidos del polipéptido. Por lo tanto, en la presente memoria, se describen secuencias de nucleétidos que
codifican un polipéptido de fusion FIG-ROS (S) maduro que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID
NO: 3 con restos de acido nucleico adicionales situados en 5' con respecto a los restos terminales 5' de SEQ ID NO.
3, e incluye la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de fusion FIG-ROS (S) que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 4 con restos de aminoacidos adicionales situados N-terminalmente con
respecto al resto N-terminal de SEQ ID NO. 4. También se describen en la presente memoria secuencias de
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nucledtidos que codifican un polipéptido de fusién FIG-ROS (XL) maduro que tiene la secuencia de nucleétidos
expuesta en SEQ ID NO: 16 con restos de acido nucleico adicionales situados 5' con respecto a los restos
terminales de 5’ de SEQ ID NO. 16, e incluye la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de fusion FIG-ROS
(XL) que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 17 con restos de aminoacidos adicionales
situados N-terminalmente con respecto al resto N-terminal de SEQ ID NO. 17.

Como se indico, los polinucleétidos descritos en la presente memoria pueden estar en forma de ARN, tal como
ARNm, o en forma de ADN, incluyendo, p. ej., ADNc y ADN gendmico obtenido por clonacién o producido
sintéticamente. El ADN puede ser bicatenario o monocatenario. EIl ADN o ARN monocatenario puede ser la cadena
codificante, también conocida como la cadena sentido, o puede ser la cadena no codificante, también denominada
cadena antisentido.

Los polinucleétidos aislados descrito en la presente memoria son moléculas de acido nucleico, ADN o ARN, que han
sido retiradas de su entorno nativo. Por ejemplo, las moléculas de ADN recombinante contenidas en un vector se
consideran aisladas para los fines de la presente descripcion. Otros ejemplos de moléculas de ADN aisladas
incluyen moléculas de ADN recombinante mantenidas en células hospedadoras heterdlogas o moléculas de ADN
purificadas (parcial o esencialmente) en solucién. Las moléculas de ARN aisladas incluyen transcripciones de ARN
in vivo o in vitro de las moléculas de ADN descritas en la presente memoria. Las moléculas de acido nucleico
aisladas descritas en la presente memoria incluyen ademas dichas moléculas producidas sintéticamente.

Los polinucledtidos aislados descritos en la presente memoria incluyen las moléculas de acido nucleico que tienen
las secuencias expuestas en las moléculas de acido nucleico de SEQ ID NO: 1,3 y 16, que comprenden la
secuencia codificante de las proteinas de fusion FIG-ROS (S), FIG-ROS (L) y FIG-ROS (XL) que comprenden una
secuencia diferente de las descritas anteriormente, pero que, debido a la degeneracion del cédigo genético, sigue
siendo un polipéptido ROS mutante descrito en la presente memoria. El cédigo genético es bien conocido en la
técnica, por lo tanto, seria rutinario para un experto en la técnica generar dichas variantes degeneradas.

También se describe en la presente memoria un polinucleétido aislado que codifica el polipéptido de fusion FIG-ROS
que comprende la secuencia de nucleétidos de translocacion FIG-ROS contenida en los clones de ADNc descritos
anteriormente. En algunas realizaciones, dicha molécula de acido nucleico codificara el polipéptido de fusion FIG-
ROS (S) maduro, el polipéptido de fusién FIG-ROS (L) maduro o el polipéptido de fusion FIG-ROS (XL) maduro. En
otra realizacién, una secuencia de nucleétidos aislada que codifica un polipéptido de fusién FIG-ROS que
comprende la secuencia de aminoacidos N-terminal de FIG y el dominio quinasa de ROS. En una realizacion, el
polipéptido que comprende el dominio quinasa de ROS comprende la secuencia de aminoacidos establecida en
SEQ ID NO: 12 0 SEQ ID NO: 13. En otra realizacion, la secuencia de aminoacidos N-terminal de FIG y el dominio
quinasa de ROS estan codificadas por las secuencias de nucleétidos expuestas en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 o
SEQ ID NO: 16.

En la presente memoria, se describen polinucledtidos aislados que comprenden secuencias de nucleétidos que
tienen una secuencia complementaria a uno de los polipéptidos ROS mutantes descrito en la presente memoria.
Dichas moléculas aisladas, en particular, moléculas de ADN, son utiles como sondas para la cartografia de genes,
por hibridacion in situ con cromosomas y para detectar la expresion de la proteina de fusion FIG-ROS o el
polipéptido ROS quinasa truncado en tejido humano, p. €j., mediante analisis de transferencia Northern.

También se describen en la presente memoria fragmentos de las moléculas de acido nucleico aisladas descritas en
la presente memoria. Por un fragmento de un polinucledtido FIG-ROS aislado o polinucleétido ROS truncado
descrito en la presente memoria se entiende fragmentos de al menos aproximadamente 15 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 20 nucleétidos, ain mas preferiblemente, al menos aproximadamente 30 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 40 nucleétidos de longitud, que son utiles como sondas de diagndstico y cebadores como se
describe en la presente memoria. Como es evidente, también son utiles fragmentos mayores de aproximadamente
50 a 1.500 nucledtidos de longitud segun la presente descripcion, asi como fragmentos que corresponden a la
mayoria, si no a la totalidad, de la secuencia de nucleétidos de FIG-ROS de los ADNc que tienen secuencias
expuestas en SEQ ID NO: 1, 3 o 16. Por "un fragmento de al menos 20 nucleétidos de longitud", por ejemplo, se
entiende fragmentos que incluyen 20 o mas bases contiguas de las respectivas secuencias de nucleétidos de las
que se obtienen los fragmentos.

La generacion de dichos fragmentos de ADN es rutinaria para el experto en la técnica, y puede realizarse, a modo
de ejemplo, mediante escision por endonucleasa de restriccion o cizalla mediante sonicacion de ADN obtenible del
clon de ADNc descrito en la presente memoria o sintetizarse segun la secuencia descrita en la presente memoria.
Como alternativa, dichos fragmentos se pueden generar directamente de manera sintética.

En la presente memoria, se describe ademas un polinucledtido aislado (p. €j., una sonda nucleotidica) que se hibrida
en condiciones rigurosas con un polinucledtido de ROS quinasa mutante descrito en la presente memoria, tal como
un polinucledtido de fusion FIG-ROS). La expresion "condiciones rigurosas" con respecto a la secuencia de
nucledtidos o las condiciones de hibridacion de la sonda nucleotidica es la "rigurosidad” que se produce en intervalo
de aproximadamente una T; inferior a 5 °C (es decir, 5 °C por debajo de la temperatura de fusion (Tr) de la sonda o
secuencia) a aproximadamente 20 °C a 25 °C por debajo de la T:. Las condiciones rigurosas tipicas son: incubacion
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durante la noche a 42 °C en una solucidon que comprende: formamida al 50 %, 5 x SSC (NaCl 750 mM, citrato
trisodico 75 mM), fosfato sddico 50 mM (pH 7,6), 5 x solucién Denhardt, sulfato de dextrano al 10 %, y 20
microgramos/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado y cizallado, seguido por el lavado de los filtros en
0,1 x SSC a aproximadamente 65 °C. Como comprenderan los expertos en la técnica, la rigurosidad de la
hibridacion puede alterarse para identificar o detectar secuencias de polinucleétidos idénticas o relacionadas.

Por sonda de polinucleétido o nucledtidos que se hibrida con un polinucledtido de referencia (p. €j., un polinucleétido
de fusion FIG-ROS (S)) se entiende que la sonda de polinucleétido o de nucleétidos (p. €j., ADN, ARN o hibrido de
ADN-ARN) se hibrida a lo largo de toda la longitud del polinucleétido de referencia o se hibrida con una parte del
polinucledtido de referencia que es al menos aproximadamente 15 nucleétidos (nt), o al menos aproximadamente 20
nt, o al menos aproximadamente 30 nt, o aproximadamente 30-70 nt del polinucleétido de referencia. Estas sondas
de nucledtidos son utiles como sondas y cebadores de diagnéstico (p. €j., para la PCR) como se analiza en la
presente memoria.

Como es evidente, los polinucleétidos que se hibridan con una parte mayor del polinucleétido de referencia (p. €j., el
polinucleoétido de fusion FIG-ROS (S) que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 3, por ejemplo, una parte de
50 a 750 nt de longitud, o incluso con toda la longitud del polinucledtido de referencia, son utiles como sondas segun
la presente descripcion, asi como los polinucleétidos que corresponden a la mayoria, si no a la totalidad, de la
secuencia de nucleétidos de los ADNc descritos en la presente memoria o las secuencias de nucleétidos expuestas
en SEQ ID NO: 10 3.

Como se emplea en la presente memoria, por "una parte de un polinucleétido de ‘al menos 15 nucleétidos’ de
longitud", por ejemplo, se entiende 15 o mas nucleétidos contiguos de la secuencia de nucledtidos del polinucleétido
de referencia. Como se ha indicado, dichas partes son utiles como sondas de nucleétidos para su uso en el
diagndstico segun técnicas convencionales de hibridacion de ADN o para su uso como cebadores para la
amplificaciéon de una secuencia diana mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), como se describe por
ejemplo, en “MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL”, 2?2 ediciéon, Sambrook, J., Fritsch, E. F. y
Maniatis, T., eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989). Como es evidente, un
polinucleétido que se hibrida solo con una secuencia poli A (tal como el tramo poli(A) del extremo 3’ de las
secuencias de FIG-ROS (p.ej., SEQ ID NO: 1 0 3) o a un tramo complementario de restos de T (o U), no se incluiria
en un polinucleétido descrito en la presente memoria usado para hibridarse con una parte de un acido nucleico
descrito en la presente memoria, ya que dicho polinucleétido se hibridaria con cualquier molécula de acido nucleico
que contuviera un tramo poli (A) o el complemento del mismo (p. €j., practicamente cualquier clon de ADNc
bicatenario).

Como se indica, las moléculas de acido nucleico descritas en la presente memoria, que codifican un polipéptido
ROS quinasa mutante descrito en la presente memoria, pueden incluir, pero no se limitan a, aquellas que codifican
la secuencia de aminoacidos del polipéptido maduro, por si mismas; la secuencia codificante para el polipéptido
maduro y secuencias adicionales, tales como las que codifican la secuencia lider o secretora, tal como una
secuencia pre-, 0 pro- o pre-pro-proteina; la secuencia codificante del polipéptido maduro, con o sin las secuencias
codificantes adicionales mencionadas anteriormente, junto con secuencias adicionales no codificantes, que incluyen,
por ejemplo, pero no se limitan a, intrones y secuencias 5’ y 3' no codificantes, tales como las secuencias transcritas,
no traducidas que desempefian un papel en la transcripcion, el procesamiento del ARNm, incluyendo las sefiales de
corte y empalme, y poliadenilacion, por ejemplo - unién a ribosomas y estabilidad del ARNm; una secuencia
codificante adicional que codifica aminoacidos adicionales, tales como los que proporcionan funcionalidades
adicionales.

Por lo tanto, la secuencia que codifica el polipéptido puede fusionarse a una secuencia marcadora, tal como una
secuencia que codifica un péptido que facilita la purificacion del polipéptido fusionado. En ciertas realizaciones de
este aspecto descrito en la presente memoria, la secuencia de aminoacidos del marcador es un péptido de hexa-
histidina, tal como el marcador proporcionado en un vector pQE (Qiagen, Inc.), entre otros, muchos de los cuales se
encuentran disponibles en el mercado. Segun lo descrito en Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 86: 821-824
(1989), por ejemplo, la hexa-histidina proporciona una purificacion conveniente de la proteina de fusion. EI marcador
"HA" es otro péptido util para la purificacion que corresponde a un epitopo derivado de la proteina hemaglutinina de
la gripe, que ha sido descrita por Wilson et al., Cell 37: 767 (1984). Como se describe a continuacion, otras de
dichas proteinas de fusién incluyen el polipéptido de fusion FIG-ROS fusionado a Fc en el extremo N- o C-terminal.

En la presente memoria, también se describen variantes de las moléculas de acido nucleico descritas en la presente
memoria, que codifican partes, analogos o derivados de un polipéptido de fusion FIG-ROS o polipéptido ROS
quinasa truncado descrito en la presente memoria. Las variantes pueden darse de manera natural, tal como una
variante alélica natural. Por "variante alélica" se entiende una de varias formas alternativas de un gen que ocupa un
locus dado en un cromosoma de un organismo. Véase, por ejemplo, GENES I, Fewin, B., ed., John Wiley & Sons,
Nueva York (1985). Las variantes de origen no natural pueden producirse usando técnicas de mutagénesis
conocidas en la técnica.

Dichas variantes incluyen las producidas por sustituciones, eliminaciones o adiciones de nucleédtidos. Las
sustituciones, eliminaciones o adiciones pueden implicar uno o mas nucleétidos. Las variantes pueden alterarse en
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regiones codificantes, regiones no codificantes, o ambas. Las alteraciones en las regiones codificantes pueden
producir sustituciones, eliminaciones o adiciones conservativas o no conservativas de aminoacidos. Algunas
alteraciones incluidas son sustituciones, adiciones y eliminaciones silenciosas, que no alteran las propiedades ni las
actividades (p. €j., actividad quinasa) de los polipéptidos de fusion FIG-ROS descritos en la presente memoria.

Otras realizaciones incluyen polinucleétidos aislados que comprenden una secuencia de nucleétidos al menos un
90 % idéntica. En algunas realizaciones, el nucleétido es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntico a un
polinucleétido ROS mutante descrito en la presente memoria (por ejemplo, una secuencia de nucleétidos que
codifica el polipéptido de fusion FIG-ROS (S) que tiene la secuencia de aminoacidos completa establecida en SEQ
ID NO: 4, o una secuencia de nucledétidos que codifica el extremo N-terminal de FIG y el dominio quinasa de ROS, o
un nucleétido complementario a dichas secuencias ilustrativas.

Por polinucledtido que tiene una secuencia de nucleétidos al menos, por ejemplo, un 95 % "idéntica" a una
secuencia de nucleotidos de referencia que codifica un polipéptido ROS mutante se entiende que la secuencia de
nucleétidos del polinucledtido es idéntica a la secuencia de referencia excepto que la secuencia de polinucleétido
puede incluir hasta cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleétidos de la secuencia de nucledtidos de
referencia que codifica el polipéptido ROS mutante. En otras palabras, para obtener un polinucleétido que tenga una
secuencia de nucledtidos al menos un 95 % idéntica a una secuencia de nucleétidos de referencia, hasta el 5 % de
los nucledtidos de la secuencia de referencia puede eliminarse o sustituirse con otro nucleétido, o un numero de
nucledtidos de hasta el 5% de los nucledtidos totales de la secuencia de referencia puede insertarse en la
secuencia de referencia. Estas mutaciones de la secuencia de referencia pueden darse en las posiciones del
extremo 5” de la secuencia de nucledtidos de referencia o en cualquier lugar entre esas posiciones terminales,
intercaladas individualmente entre nucledtidos de la secuencia de referencia o en uno o mas grupos contiguos
dentro de la secuencia de referencia.

Como una cuestion practica, se puede determinar si cualquier molécula de acido nucleico en particular es al menos
un 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica, por ejemplo, a las secuencias de nucledtidos expuestas en SEQ
ID NO: 1 y 3, o a la secuencia de nucledtidos de los clones de ADNc descritos en la presente memoria
convencionalmente usando programas informaticos conocidos tales como el programa Bestfit (Wisconsin Sequence
Analysis Package, Version 8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive,
Madison, Wis. 53711). Bestfit usa el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Advances in Applied
Mathematics 2: 482-489 (1981), para encontrar el mejor segmento de homologia entre dos secuencias. Cuando se
usa Bestfit o cualquier otro programa de alineacién de secuencias para determinar si una determinada secuencia es,
por ejemplo, un 95 % idéntica a una secuencia de polinucleétido de fusion FIG-ROS descrita en la presente
memoria, los parametros se establecen, como es evidente, de modo que el porcentaje de identidad se calcule sobre
la longitud total de la secuencia de nucledtidos de referencia y se permitan huecos en la homologia de hasta el 5 %
del nimero total de restos de nucleétidos en la secuencia de referencia.

También se describen en la presente memoria moléculas de acido nucleico al menos un 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 % 0 99 % idénticas a las secuencias de acido nucleico expuestas en SEQ ID NO: 1 o 3, o nucleétidos que
codifican las secuencias de aminoacidos expuestas en SEQ ID NO: 2, 4, D o E, independientemente de si codifican
un polipéptido que tiene actividad de ROS quinasa. Esto se debe a que incluso cuando una determinada molécula
de acido nucleico no codifica un polipéptido de fusién que tiene actividad de ROS quinasa, un experto en la técnica
todavia sabria usar la molécula de acido nucleico, por ejemplo, como una sonda de hibridacién o un cebador de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los usos de las moléculas de acido nucleico descritas en la presente
memoria que no codifican un polipéptido que tiene quinasa incluyen, entre otros, (1) aislar el gen de translocacion de
FIG-ROS o sus variantes alélicas en una biblioteca de ADNc; (2) hibridacion in situ (p. €j., "FISH") a las dispersiones
cromosomicas en metastasis para proporcionar una localizacion cromosémica precisa del gen de translocacion de
FIG-ROS, como se describe en Verma et al., ‘HUMAN CHROMOSOMES: A MANUAL OF BASIC TECHNIQUES",
Pergamon Press, Nueva York (1988); y el analisis de transferencia Northern para detectar la expresion de ARNm de
la proteina de fusion FIG-ROS en tejidos especificos.

Ademas, en la presente memoria se describen moléculas de acido nucleico que tienen secuencias al menos un
95 % idénticas a una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido de fusién FIG-ROS (p. €j., FIG-ROS
(S)) o ROS truncado carente de un dominio extracelular de ROS quinasa de tipo silvestre o que carece tanto del
dominio extracelular como del dominio transmembrana de la ROS quinasa de tipo silvestre. En algunas
realizaciones, el polipéptido de fusion FIG-ROS codificado y/o ROS truncado tienen actividad de quinasa. Dicha
actividad puede ser similar, pero no necesariamente idéntica, a la actividad de la proteina de fusion FIG-ROS
descrita en la presente memoria (ya sea la proteina de longitud completa, la proteina madura o un fragmento de
proteina que conserve la actividad quinasa), medida en un determinado ensayo biolégico. Por ejemplo, la actividad
quinasa de ROS se puede examinar determinando su capacidad para fosforilar uno o mas sustratos peptidicos que
contienen tirosina, por ejemplo, "péptido relacionado con Src" (RRLIEDAEYAARG), que es un sustrato para muchas
tirosina quinasas receptoras y no receptoras.

Debido a la degeneracion del cadigo genético, los expertos en la técnica reconoceran inmediatamente que un gran
numero de moléculas de acido nucleico que tienen una secuencia al menos un 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o
99 % idéntica a la secuencia de acido nucleico de los ADNc descritos en la presente memoria, a las secuencias de
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acido nucleico expuestas en SEQ ID NO: 1, 3 0 16 o0 a secuencias de acido nucleico que codifican las secuencias de
aminoacidos expuestas en SEQ ID NO: 2, 4 o 17 codificaran un polipéptido de fusién que tiene actividad de ROS
quinasa. De hecho, puesto que todas las variantes degeneradas de estas secuencias de nucleétidos codifican el
mismo polipéptido, esto sera evidente para el experto incluso sin realizar el ensayo de comparacion descrito
anteriormente. Se reconocera ademas en la técnica que, para dichas moléculas de acido nucleico que no son
variantes degeneradas, un ndmero razonable codificara también un polipéptido que conserva la actividad de ROS
quinasa. Esto se debe a que el experto en la técnica es plenamente consciente de las sustituciones de aminoacidos
que con menor o ninguna probabilidad afectaran significativamente la funcién de la proteina (p. €j., reemplazando un
aminoacido alifatico con un segundo aminoacido alifatico). Por ejemplo, en Bowie et al., “Deciphering the Message in
Protein Sequences: Tolerance to Amino Acid Substitutions”, Science 247:1306-1310 (1990), se describen dos
enfoques principales sobre cémo realizar sustituciones de aminoacidos fenotipicamente silenciosas para estudiar la
tolerancia de una secuencia de aminoacidos al cambio. Los expertos en la técnica familiarizados con dichas técnicas
también aprecian qué cambios de aminoacidos son susceptibles de ser permisivos en una cierta posicion de la
proteina. Por ejemplo, la mayoria de los restos de aminoacidos enterrados requiere cadenas laterales no polares,
mientras que pocas caracteristicas de las cadenas laterales superficiales se conservan en general. Otras de dichas
sustituciones fenotipicamente silenciosas se describen en Bowie et al., supra, y las referencias citadas en la misma.

Los métodos para la secuenciacion del ADN que son bien conocidos y, en general, se encuentran disponibles en la
técnica pueden usarse para poner en practica cualquier realizaciéon de los polinucleétidos descrita en la presente
memoria. Los métodos pueden emplear enzimas tales como el fragmento de Klenow de la ADN polimerasa |,
SEQUENASE® (US Biochemical Corp., Cleveland, Ohio), Taq polimerasa (Invitrogen), polimerasa T7 termoestable
(Amersham, Chicago, Ill) o combinaciones de polimerasas recombinantes y exonucleasas de correccion tales como
el sistema de amplificacion ELONGASE comercializado por Gibco BRL (Gaithersburg, Md.). El proceso se puede
automatizar con maquinas tales como Hamilton Micro Lab 2200 (Hamilton, Reno, Nev.), el ciclador térmico de Peltier
(PTC200; MJ Research, Watertown, Mass.) y el secuenciador de ADN ABI 377 (Applied Biosystems).

Las secuencias de polinucleétidos que codifican un polipéptido ROS mutante descrito en la presente memoria
pueden extenderse utilizando una secuencia de nucleétidos parcial y empleando diversos métodos conocidos en la
técnica para detectar secuencias cadena arriba tales como elementos promotores y reguladores. Por ejemplo, un
método que puede emplearse, la PCR de "sitio de restriccién", usa cebadores universales para recuperar una
secuencia desconocida adyacente a un locus conocido ((Sarkar, G., PCR Methods Applic. 2: 318-322 (1993)). En
particular, el ADN genémico se amplifica en primer lugar en presencia de cebador a secuencia enlazador y un
cebador especifico para la region conocida. Los cebadores ilustrativos son los descritos en el Ejemplo 4 de la
presente memoria. Las secuencias amplificadas se someten entonces a una segunda serie de PCR con el mismo
cebador enlazador y otro cebador especifico interno al primero. Los productos de cada serie de PCR se transcriben
con una ARN polimerasa apropiada y se secuencian usando transcriptasa inversa.

También se puede usar la PCR inversa para amplificar o extender secuencias usando cebadores divergentes
basados en una regién conocida (Triglia et al., Nucleic Acids Res. 16:8186 (1988)). Los cebadores pueden disefiarse
usando el software de analisis de cebadores OLIGO 4.06 (National Biosciences Inc., Plymouth, Minnesota), u otro
programa apropiado, para tener una longitud de 22-30 nucledtidos, tener un contenido de GC del 50 % o superior e
hibridarse con la secuencia diana a temperaturas de aproximadamente 68-72 °C. El método usa varias enzimas de
restriccion para generar un fragmento adecuado en la regién conocida de un gen. El fragmento se circulariza luego
mediante ligacién intramolecular y se usa como molde de PCR.

Otro método que se puede usar es la PCR de captura que implica la amplificacion por PCR de los fragmentos de
ADN adyacentes a una secuencia conocida en ADN de cromosomas artificiales humanos y de levaduras
(Lagerstrom et al., PCR Methods Applic. 1:111-119 (1991)). En este método, también se pueden usar multiples
digestiones y ligaciones de enzimas de restriccion para colocar una secuencia bicatenaria modificada genéticamente
en una parte desconocida de la molécula de ADN antes de realizar la PCR. Otro método que puede usarse para
recuperar secuencias desconocidas es el descrito en Parker et al., Nucleic Acids Res. 19:3055-3060 (1991)).
Ademas, se pueden usar PCR, cebadores anidados y bibliotecas PROMOTERFINDER® para recorrer el ADN
gendémico (Clontech, Palo Alto, Calif.). Este proceso evita la necesidad de explorar bibliotecas y es util para
encontrar uniones intron/exon.

Cuando se exploran ADNc de longitud completa, se pueden usar bibliotecas que han sido seleccionadas en tamafio
para incluir ADNc mayores o bibliotecas de cebado aleatorio, que contienen mas secuencias que contienen las
regiones 5’ de genes. Una biblioteca cebada al azar es util para situaciones en las que una biblioteca oligo d(T) no
produce un ADNc de longitud completa. Las bibliotecas gendmicas pueden ser Utiles para la extension de la
secuencia en las regiones reguladoras 5’ y 3' no transcritas.

Pueden usarse sistemas de electroforesis capilar, que se encuentran disponibles en el mercado, para analizar el
tamafno o confirmar la secuencia de nucleétidos de los productos de secuenciacion o PCR. En particular, la
secuenciacion capilar puede emplear polimeros fluidos para la separacion electroforética, cuatro colorantes
fluorescentes diferentes (uno por cada nucleétido) que son activados por laser y la deteccion de las longitudes de
onda emitidas por una camara de dispositivo de carga acoplada. La intensidad de salida/luz se puede convertir en
sefial eléctrica usando el software apropiado (p. ej.,, GENOTYPER™ y SEQUENCE NAVIGATOR™, Applied
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Biosystems), y todo el proceso desde la carga de muestras hasta el analisis por ordenador y la visualizacion
electrénica de datos se puede controlar por ordenador. La electroforesis capilar es util para la secuenciacion de
pequenios fragmentos de ADN que podrian estar presentes en cantidades limitadas en una determinada muestra.

En la presente memoria, se describen vectores recombinantes que comprenden un polinucledétido aislado descrito en
la presente memoria, células hospedadoras que se manipulan genéticamente con los vectores recombinantes y la
produccion de polipéptidos FIG-ROS recombinantes o fragmentos de los mismos mediante técnicas recombinantes.

Las construcciones recombinantes pueden introducirse en células hospedadoras usando técnicas bien conocidas
tales como infeccion, transduccion, transfeccion, transveccion, electroporacion y transformacion. El vector puede ser,
por ejemplo, un vector de fago, plasmido, virico o retrovirico. Los vectores retroviricos pueden ser competentes en la
replicacion o tener una replicacion defectuosa. En este ultimo caso, la propagacion virica se producira, en general,
solo en células hospedadoras complementarias.

Los polinucleétidos pueden unirse a un vector que contenga un marcador seleccionable para la propagacion en un
hospedador. En general, se introduce un vector de plasmido en un precipitado, tal como un precipitado de fosfato
calcico, o en un complejo con un lipido cargado. Si el vector es un virus, puede empaquetarse in vitro usando una
estirpe celular de empaquetamiento apropiada y después transducirse en células hospedadoras. En la presente
memoria, se describen vectores que comprenden regiones de control que actuan en cis en el polinucleétido de
interés. Los factores de accién en frans adecuados pueden ser suministrados por el hospedador, suministrarse por
un vector complementario o suministrase por el propio vector tras la introducciéon en el hospedador. En ciertas
realizaciones a este sentido, los vectores proporcionan una expresion especifica, que puede ser inducible y/o
especifica del tipo de célula (p. €j., inducible por factores ambientales que son faciles de manipular, tales como
temperatura y aditivos nutrientes).

La insercion de ADN que comprende un polinucleétido FIG-ROS o un polinucleétido ROS truncado descrito en la
presente memoria se debe unir operativamente a un promotor apropiado, tal como el promotor PL lambda del fago,
los promotores lac, trp y tac de E. coli, los promotores temprano y tardio de SV40, y promotores de las LTR
retroviricas, por nombrar algunos. El experto en la técnica conoce otros promotores adecuados. Las construcciones
de expresion contendran ademas sitios para la iniciacion y la terminacion de la transcripcion, y, en la region
transcrita, un sitio de unién al ribosoma para la traduccién. La parte codificante de las transcripciones maduras
expresadas por las construcciones puede incluir una traduccion que se inicia al principio y un codén de terminacion
(UAA, UGA o UAG) situado adecuadamente al final del polipéptido que se va a traducir.

Como se indica, los vectores de expresion pueden incluir al menos un marcador seleccionable. Dichos marcadores
incluyen resistencia a la dihidrofolato reductasa o neomicina para el cultivo de células eucariotas y genes de
resistencia a la tetraciclina o ampicilina para el cultivo en E. coli y otras bacterias. Los ejemplos representativos de
hospedadores apropiados incluyen, pero no se limitan a, células bacterianas tales como células de E. coli,
Streptomyces y Salmonella typhimurium; células fungicas tales como células de levadura; células de insecto tales
como células de Drosophila S2 y Spodoptera Sf9; células animales tales como células CHO, COS y de melanoma
Bowes; y células vegetales. Los medios de cultivo y las condiciones apropiados para las células hospedadoras
descritas anteriormente son conocidos en la técnica.

Los vectores no limitantes para su uso en bacterias incluyen pQE70, pQE60 y pQE-9, disponibles en Qiagen;
vectores pBS, vectores Phagescript, vectores Bluescript, pNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A, disponibles en
Stratagene; y ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5, disponibles en Pharmacia. Los vectores eucariotas no
limitantes incluyen pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXTl y pSG disponibles en Stratagene; y pSVK3, pBPV, pMSG y
pSVL, disponibles en Pharmacia. Otros vectores adecuados seran muy evidentes para el experto en la técnica.

Los promotores bacterianos no limitantes adecuados para su uso en la presente descripcion incluyen los promotores
lad y lacZ de E. coli, los promotores T3 y T7, el promotor gpt, los promotores PR y PL lambda y el promotor trp. Los
promotores eucariotas adecuados incluyen el promotor temprano inmediato del CMV, el promotor de timidina
quinasa del HSV, los promotores temprano y tardio de SV40, los promotores de las LTR retroviricas, tales como los
del pvirus del sarcoma de Rous (RSV), y los promotores de metalotioneina, tales como el promotor de la
metalotioneina | de raton.

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

La introduccién de la construccion en la célula hospedadora puede verse afectada por la transfeccién con fosfato de
calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccion mediada por lipidos catiénicos, electroporacion,
transduccion, infeccion u otros métodos. Dichos métodos se describen en muchos manuales de laboratorio
convencionales, tales como Davis et al, “BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY” (1986).

La transcripcion del ADN que codifica un polipéptido de fusién FIG-ROS descrito en la presente memoria por
eucariotas superiores puede aumentarse insertando una secuencia potenciadora en el vector. Los potenciadores
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son elementos de ADN que actdan en cis, habitualmente de aproximadamente 10 a 300 pb que actdan para
aumentar la actividad de transcripcion de un promotor en un tipo de célula hospedadora dado. Los ejemplos de
potenciadores incluyen el potenciador de SV40, que esta situado en el lado tardio del origen de replicacion en los
pares de bases 100 a 270, el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma en el
lado tardio del origen de replicacion y potenciadores de adenovirus.

Para la secrecion de la proteina traducida en el lumen del reticulo endoplasmatico, en el espacio periplasmatico o en
el entorno extracelular, se pueden incorporar sefiales de secrecion apropiadas al polipéptido expresado. Las sefiales
pueden ser enddgenas al polipéptido o pueden ser sefiales heterdlogas.

El polipéptido puede expresarse en una forma modificada, tal como una proteina de fusion (p. €j., una fusion GST), y
puede incluir no solo sefiales de secrecion, sino también regiones funcionales heterélogas adicionales. Por ejemplo,
se puede afadir una region de aminoacidos adicionales, en particular, aminoacidos cargados, al extremo N-terminal
del polipéptido para mejorar la estabilidad y persistencia en la célula hospedadora, durante la purificacion o durante
la manipulacion y el almacenamiento subsiguientes. Ademas, se pueden afiadir fracciones peptidicas al polipéptido
para facilitar la purificacion. Dichas regiones se pueden eliminar antes de la preparacion final del polipéptido. La
adicion de fracciones peptidicas a polipéptidos para generar secrecion o excrecion, para mejorar la estabilidad y
facilitar la purificacién, entre otros, son técnicas conocidas y rutinarias en la técnica.

En un ejemplo no limitante, un polipéptido de fusion FIG-ROS descrito en la presente memoria puede comprender
una region heterdloga de una inmunoglobulina que es util para solubilizar proteinas. Por ejemplo, la patente europea
EP-A-O 464 533 (homologo canadiense 2045869) describe proteinas de fusién que comprenden diversas partes de
region constante de moléculas de inmunoglobina junto con otra proteina humana o parte de la misma. En muchos
casos, la parte Fc de una proteina de fusion es completamente ventajosa para su uso en terapia y diagndstico y, por
lo tanto, da lugar, por ejemplo, a propiedades farmacocinéticas mejoradas (patente europea EP-A 0232 262). Por
otra parte, para algunos usos, seria deseable poder eliminar la parte Fc tras la expresion, deteccion y purificacion de
la proteina de fusion de la manera ventajosa descrita. Este es el caso cuando la parte Fc demuestra ser un
obstaculo para el uso en terapia y diagnéstico, por ejemplo, cuando la proteina de fusién se va a usar como antigeno
para inmunizaciones. En el descubrimiento de farmacos, por ejemplo, se han fusionado proteinas humanas, tales
como, hiIL-5 con partes Fc con el propdsito de ensayos de rastreo de alto rendimiento para identificar antagonistas
de hIL-5. Véase Bennett et al., Journal of Molecular Recognition 8: 52-58 (1995) y Johanson et al., The Journal of
Biological Chemistry 270(16): 9459-9471 (1995).

Los polipéptidos FIG-ROS pueden recuperarse y purificarse a partir de cultivos celulares recombinantes mediante
métodos bien conocidos que incluyen sulfato de amonio o precipitacion con etanol, extraccion acida, cromatografia
de intercambio aniodnico o catidnico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interacciéon hidréfoba,
cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxilapatita y cromatografia de lectina. En algunas realizaciones, se
emplea cromatografia liquida de alto rendimiento ("HPLC") para la purificacion. Los polipéptidos descritos en la
presente memoria incluyen productos purificados de manera natural, productos de procedimientos sintéticos
quimicos y productos producidos por técnicas recombinantes desde un hospedador procariota o eucariota,
incluyendo, por ejemplo, células bacterianas, de levadura, de plantas superiores, de insectos y de mamiferos.
Dependiendo del hospedador empleado en un procedimiento de produccién recombinante, los polipéptidos descritos
en la presente memoria pueden estar glicosilados o pueden no estar glicosilados. Ademas, los polipéptidos descritos
en la presente memoria también pueden incluir un resto de metionina modificado inicial, en algunos casos, como
resultado de procesos mediados por el hospedador.

Por consiguiente, en la presente memoria, también se describe un método de produccién de un polipéptido de fusion
FIG-ROS recombinante mediante el cultivo de una célula hospedadora recombinante (como se describid
anteriormente) en condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido de fusidon y la recuperacion del
polipéptido. Las condiciones de cultivo adecuadas para el crecimiento de células hospedadoras y la expresion de
polipéptidos recombinantes a partir de dichas células son bien conocidas por los expertos en la técnica. Véase, p.
€j., “CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY", Ausubel FM et al, eds., Volumen 2, Capitulo 16, Wiley
Interscience.

Se describe ademas en la presente memoria un agente de unién que se une especificamente a un polipéptido de
fusion FIG-ROS. En algunas realizaciones, el agente de unidon se une especificamente a una unién de fusion entre
una parte FIG y una parte ROS en dicho polipéptido de fusion FIG-ROS. En algunas realizaciones, el polipéptido de
fusion FIG-ROS es un polipéptido de fusién FIG-ROS (S), un polipéptido de fusion FIG-ROS (L) o un polipéptido de
fusion FIG-ROS (XL).

En algunas realizaciones, el agente de unién esta unido a un marcador detectable. Por "marcador detectable" con
respecto a un polipéptido, polinucleétido o agente de union descrito en la presente memoria significa una
modificacion quimica, bioldgica o de otro tipo del o en el polipéptido, polinucleétido o agente de unién, incluyendo,
pero no se limitan a, fluorescencia, masa, resto, colorante, radiois6topo, marcador o modificaciones de marcador,
etc., mediante las que se puede detectar la presencia de la molécula de interés. El marcador detectable puede estar
unido al polipéptido, polinucleétido o agente de unién mediante un enlace quimico covalente o no covalente.
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En la presente memoria, se describen también agentes de unién tales como anticuerpos o péptidos AQUA, o
fracciones de union de los mismos, que se unen especificamente a los polipéptidos de fusion FIG-ROS (p. €j., FIG-
ROS (S), FIG-ROS (L) o FIG-ROS (XL) descritos en la presente memoria). Por "que se unen especificamente” o "se
une especificamente” se entiende que un agente de union descrito en la presente memoria (p. €j., un anticuerpo o
péptido AQUA) interactia con su molécula diana (p. €j., un polipéptido de fusion FIG-ROS), donde la interaccion es
dependiente de la presencia de una determinada estructura (es decir, el determinante antigénico o epitopo) sobre la
proteina; en otras palabras, el reactivo reconoce y se une a una estructura proteica especifica en lugar de a todas
las proteinas en general. Por "fragmento de unién del mismo” se entiende un fragmento o una parte de un reactivo
de unién que se une especificamente a la molécula diana (p. €j., un fragmento Fab de un anticuerpo). Un agente de
union que se une especificamente a la molécula diana se puede denominar agente de union especifico de la diana.
Por ejemplo, un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido FIG-ROS (L) puede denominarse
anticuerpo especifico de FIG-ROS (L). En algunas realizaciones, un agente de unién tlene una afinidad de unién
(KD) hacia su molécula diana (p. €j., un polipéptido de fusion FIG-ROS) de 1 x 10 M o inferior. En algunas
reallzaC|ones un agente de union se une a su molécula diana con una KD de 1 x 107 M o inferior, 0 una Kp de 1 x
10® M o inferior, o una Kp de 1 x 10° M o inferior, 0 una Kp de 1 x 10" M o inferior, de una Kp de 1 x 10" M o
inferior, de una Kp de 1 x 10™"? M o inferior. En ciertas realizaciones, la Kp de un agente de unién por su molécula
diana es de 1 pM a 500 pM, o de 500 pM a 1 uM, o de 1 yM a 100 nM, o de 100 mM a 10 nM. Los ejemplos no
limitantes de una molécula diana a la que se une especificamente un agente de unién para incluir el polipéptido de
fusion FIG-ROS (L), el polipéptido de fusion FIG-ROS (S) y fragmentos de los mismos, particularmente aquellos
fragmentos que incluyen la unién entre la parte FIG y la parte ROS de un polipéptido de fusiéon FIG-ROS.

El agente de unién descrito en la presente memoria, incluyendo los utiles en la practica de los métodos descritos,
incluyen, entre otros, anticuerpos especificos de polipéptido de fusion FIG-ROS y péptidos AQUA (péptidos
marcados con is6topos pesados) correspondientes a y adecuados para la deteccion y cuantificacion de la expresion
de polipéptido de fusion FIG-ROS en una muestra bioldgica. Por lo tanto, un "agente de unién especifica del
polipéptido de fusion FIG-ROS” es cualquier reactivo, agente bioldégico o quimico, capaz de unirse especificamente
a, detectar y/o cuantificar la presencia/el nivel de polipéptido de fusion FIG-ROS expresado en una muestra
bioldgica. La expresion incluye, pero no se limita a, los anticuerpos y reactivos peptidicos AQUA que se tratan a
continuacion, y agentes de unién equivalentes.

En algunas realizaciones, el agente de unién que se une especificamente a un polipéptido de fusion FIG-ROS es un
anticuerpo (es decir, un anticuerpo especifico del polipéptido de fusion FIG-ROS). En algunas realizaciones, un
anticuerpo especifico del polipéptido de fusion FIG-ROS descrito en la presente memoria es un anticuerpo aislado o
anticuerpos que se unen especificamente a un polipéptido de fusién FIG-ROS descrito en la presente memoria (p.
€j., FIG-ROS (L), FIG-ROS (XL) o FIG-ROS (S)), pero no se une sustancialmente a la FIG de tipo silvestre ni a ROS
de tipo silvestre. También son Utiles en la practica de los métodos descritos en la presente memoria otros reactivos
tales como anticuerpos especificos del epitopo que se unen especificamente a un epitopo en los dominios
extracelulares o quinasa de la secuencia de proteina ROS de tipo silvestre (cuyos dominios no estan presentes en la
ROS quinasa truncada descrita en la presente memoria), y son, por lo tanto, capaces de detectar la presencia (o
ausencia) de la ROS de tipo silvestre en una muestra.

Los anticuerpos especificos de los polipéptidos de fusién FIG-ROS humanos también pueden unirse a secuencias
de péptidos epitdpicos altamente homdlogos y equivalentes en otras especies de mamifero, por ejemplo, murina o
de conejo, y viceversa. Los anticuerpos Utiles en la practica de los métodos descritos en la presente memoria
incluyen (a) anticuerpos monoclonales; (b) anticuerpos policlonales purificados que se unen especificamente al
polipéptido diana (p. €j., la union de fusion del polipéptido de fusion FIG-ROS; (c) anticuerpos como los descritos en
(a)-(b) anteriores que se unen a epitopos o sitios de fosforilacion equivalentes y altamente homodlogos en otras
especies no humanas (p. €j., ratén, rata); y (d) fragmentos de (a)-(c) anteriores que se unen al antigeno (0 mas
preferiblemente el epitopo) unidos por los anticuerpos ilustrativos descritos en la presente memoria.

El término "anticuerpo” o "anticuerpos" se refiere a todos los tipos de inmunoglobulinas, incluyendo 1gG, IgM, IgA,
IgD e IgE, incluyendo fragmentos de unién de las mismas (es decir, fragmentos de un anticuerpo que son capaces
de unirse especificamente a la molécula diana del anticuerpo, tales como fragmentos Fa, y F(ab').), asi como
anticuerpos recombinantes, humanizados, policlonales y monoclonales y/o fragmentos de unién de los mismos. Los
anticuerpos descritos en la presente memoria pueden derivarse de cualquier especie de animal, tal como de un
mamifero. Los anticuerpos naturales ilustrativos no limitantes incluyen anticuerpos derivados de seres humanos,
pollos, cabras y roedores (p. ej., ratas, ratones, hamsteres y conejos), incluyendo roedores transgénicos
manipulados genéticamente para producir anticuerpos humanos (véase, p. ej., Lonberg et al, documento
WQ093/12227; patente de EE.UU. n.° 5.545.806; y Kucherlapati, ef al, documento W091/10741; de EE.UU. n.°
6.150.584). Los anticuerpos descritos en la presente memoria también pueden ser anticuerpos quiméricos. Véase,
p.ej., M. Walker et al., Molec. Immunol. 26: 403-11 (1989); Morrision et al., Proc. Nat’l. Acad. Sci. 81: 6851 (1984);
Neuberger et al., Nature 312: 604 (1984)). Los anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales recombinantes
producidos segun los métodos descritos en la patente de EE.UU. n.° 4.474.893 (Lectura) o patente de EE.UU. n.°
4.816.567 (Cabilly et al.) Los anticuerpos también pueden ser anticuerpos especificos construidos quimicamente
segun el método descrito en la patente de EE.UU. n.° 4.676.980 (Segel et al.)

Los anticuerpos naturales son los anticuerpos producidos por un animal hospedador; sin embargo, también se
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contemplan anticuerpos genéticamente modificados en donde la secuencia de aminoacidos ha variado de la de un
anticuerpo nativo. Debido a la relevancia de las técnicas de ADN recombinante para dicha aplicacion, no es
necesario limitarse a las secuencias de aminoacidos encontradas en anticuerpos naturales; los anticuerpos se
pueden redisefar para obtenerse las caracteristicas deseadas. Las variaciones posibles son muchas, y varian del
cambio de solo uno o unos cuantos aminoacidos hasta el redisefio completo de, por ejemplo, la regién variable o
constante. Los cambios en la regién constante, en general, se haran con el fin de mejorar o alterar caracteristicas
tales como la fijacion del complemento, la interaccion con las membranas y otras funciones efectoras. Los cambios
en la region variable se haran con el fin de mejorar las caracteristicas de union al antigeno. La expresion "anticuerpo
humanizado", como se emplea en la presente memoria, se refiere a moléculas de anticuerpo en las que los
aminoacidos han sido sustituidos en las regiones de unién no al antigeno con el fin de parecerse mas a un
anticuerpo humano, manteniendo, al tiempo que conservan la capacidad de union original. Otros anticuerpos
contemplados en concreto son anticuerpos oligoclonales. Como se emplea en la presente memoria, la expresion
"anticuerpos oligoclonales" se refiere a una mezcla predeterminada de distintos anticuerpos monoclonales. Véase, p.
€j., la publicaciéon PCT WO 95/20401; las patentes de EE.UU. n.° 5.789.208 y 6.335.163. En una realizacion, los
anticuerpos oligoclonales que consisten en una mezcla predeterminada de anticuerpos contra uno o mas epitopos
se generan en una unica célula. En otras realizaciones, los anticuerpos oligoclonales comprenden una pluralidad de
cadenas pesadas capaces de emparejarse con una cadena ligera comin para generar anticuerpos con multiples
especificidades (p. ej., publicacion PCT WO 04/009618). Los anticuerpos oligoclonales son particularmente utiles
cuando se desea dirigir multiples epitopos sobre una sola molécula diana. En vista de los ensayos y epitopos
descritos en la presente memoria, los expertos en la técnica pueden generar o seleccionar anticuerpos o mezclas de
anticuerpos que sean aplicables para un fin previsto y la necesidad deseada.

También se incluyen anticuerpos recombinantes en la presente descripcion. Estos anticuerpos recombinantes tienen
la misma secuencia de aminoacidos que los anticuerpos naturales o tienen secuencias de aminoacidos modificadas
de los anticuerpos naturales. Pueden fabricarse en cualquier sistema de expresion, incluyendo sistemas de
expresion tanto procariotas como eucariotas o usando métodos de presentacion en fagos (véase, p. €j., Dower et al.,
documento W091/17271 y McCafferty et al., documento W092/01047; patente de EE.UU. n.° 5.969.108). Los
anticuerpos se pueden disefiar de muchas maneras. Pueden fabricarse como anticuerpos monocatenarios
(incluyendo productos inmunofarmacéuticos modulares pequefios o SMIPs™), fragmentos Fab y F(ab'),, etc. Los
anticuerpos pueden ser humanizados, quimerizados, desinmunizados o totalmente humanos. Numerosas
publicaciones exponen los muchos tipos de anticuerpos y los métodos de ingenieria de dichos anticuerpos. Por
ejemplo, véanse las patentes de EE.UU. n.° 6.355.245; 6.180.370; 5.693.762; 6.407.213; 6.548.640; 5.565.332;
5.225.539; 6.103.889; y 5.260.203. Los anticuerpos genéticamente modificados descritos en la presente memoria
pueden ser funcionalmente equivalentes a los anticuerpos naturales mencionados anteriormente. En ciertas
realizaciones, los anticuerpos modificados descritos en la presente memoria proporcionan unas mejores estabilidad
y/o eficacia terapéutica. Los ejemplos no limitantes de anticuerpos modificados incluyen aquellos con sustituciones
conservativas de restos de aminoacidos y una o mas eliminaciones o adiciones de aminoacidos que no modifican de
forma significativa la utilidad de union al antigeno. Las sustituciones pueden variar desde el cambio o la modificacion
de uno o mas restos de aminoacidos hasta el redisefio completo de una regién, siempre que se mantenga la utilidad
terapéutica. Los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden modificarse después de la traduccion (p. €;j.,
acetilacion y/o fosforilacion) o pueden modificarse sintéticamente (p. €j., la uniéon de un grupo de marcaje). Los
anticuerpos con regiones Fc o constantes modificadas por ingenieria genética o variantes pueden ser utiles en la
modulacion de funciones efectoras tales como, por ejemplo, la citotoxicidad dependiente del antigeno (ADCC) y la
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Dichos anticuerpos con regiones Fc o constantes modificadas
por ingenieria genética o variantes pueden ser Utiles en casos en los que una proteina singulante precursora (Tabla
1) se expresa en tejido normal; los anticuerpos variantes sin funciéon efectora en estos casos pueden generar la
respuesta terapéutica deseada sin dafar el tejido normal. Por consiguiente, ciertos aspectos y métodos de la
presente descripcion se refieren a anticuerpos con funciones efectoras modificadas que comprenden una o mas
sustituciones, inserciones y/o eliminaciones de aminoacidos. La expresion "biolégicamente activa" se refiere a una
proteina que tiene funciones estructurales, reguladoras o bioquimicas de una molécula natural. Asimismo,
"inmunolégicamente activo" se refiere a la capacidad del polipéptido de fusion FIG-ROS natural, recombinante o
sintético, o polipéptido ROS truncado, o cualquier oligopéptido del mismo, para inducir una respuesta inmune
especifica en animales o células apropiados y para unirse con anticuerpos especificos.

También descritas en la presente memoria se encuentran moléculas de anticuerpo con menos de 4 cadenas,
incluyendo anticuerpos monocatenarios, anticuerpos de camélidos y similares, y componentes de un anticuerpo,
incluyendo una cadena pesada o una cadena ligera. En algunas realizaciones, una cadena de inmunoglobulina
puede comprender en orden de 5 a 3', una region variable y una regién constante. La region variable puede
comprender tres regiones determinantes de la complementariedad (CDR), con regiones marco conservadas (FR)
intercaladas para una estructura FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. También descritas en la presente
memoria se encuentran regiones variables, regiones marco conservadas y CDR de cadena pesada o ligera. Un
anticuerpo descrito en la presente memoria puede comprender una region constante de cadena pesada que
comprende parte o la totalidad de una regién CH1, bisagra, region CH2 y CH3.

Un sitio epitépico no limitante de un anticuerpo especifico del polipéptido de fusiéon FIG-ROS descrito en la presente
memoria es un fragmento peptidico que consiste esencialmente en de aproximadamente 11 a 17 aminoacidos de
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una secuencia de polipéptido de fusion FIG-ROS humana, fragmento que abarca la unién de fusion entre la parte
FIG de la molécula y la parte ROS de la molécula. Se apreciara que se prevén los anticuerpos que se unen
especificamente a péptidos/epitopos mas cortos o mas largos que abarcan la union de fusion de un polipéptido de
fusion FIG-ROS.

La descripcion no se limita al uso de anticuerpos, sino que incluye moléculas equivalentes, tales como dominios de
unién a proteinas o aptameros de acidos nucleicos, que se unen, de una manera especifica de la proteina de fusién
o de la proteina truncada, a esencialmente el mismo epitopo al que se une un anticuerpo especifico del polipéptido
de fusién FIG-ROS o anticuerpo especifico del epitopo puntual de truncamiento de ROS en los métodos descritos en
la presente memoria. Véase, p. ej., Neuberger et al., Nature 312: 604 (1984). Dichos reactivos no anticuerpos
equivalentes pueden emplearse adecuadamente en los métodos descritos en la presente memoria que se describen
mejor mas adelante.

Los anticuerpos policlonales utiles en la practica de los métodos descritos en la presente memoria pueden
producirse segun técnicas convencionales mediante la inmunizaciéon de un animal adecuado (p. €j., conejo, cabra,
etc.) con un antigeno que abarca un epitopo especifico de la proteina de fusiéon deseada (p. €j., la union de fusion
entre FIG y ROS en el polipéptido de fusién FIG-ROS), recogiendo el suero inmune del animal, y separando los
anticuerpos policlonales del suero inmune, y purificando anticuerpos policlonales que tienen la especificidad
deseada, segun procedimientos conocidos. El antigeno puede ser un antigeno de péptido sintético que comprende
la secuencia epitdpica deseada, seleccionada y construida segun técnicas bien conocidas. Véase, p. €j.,
“ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL”, Capitulo 5, pag. 75-76, Harlow & Lane Eds., Cold Spring Harbor
Laboratory (1988); Czemik, Methods In Enzymology, 201: 264-283 (1991); Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85: 21-49
(1962)). Los anticuerpos policlonales producidos segun lo descrito en la presente memoria se pueden detector y
asilar como se describe mejor mas adelante.

Los anticuerpos monoclonales también pueden emplearse beneficiosamente en los métodos descritos en la
presente memoria, y pueden producirse en estirpes celulares de hibridoma segun la técnica bien conocida de Kohler
y Milstein. Nature 265: 495-97 (1975); Kohler y Milstein, Eur. J. Immunol. 6: 511 (1976); véase, también, “CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY”, Ausubel et al. Eds (1989). Los anticuerpos monoclonales asi producidos
son altamente especificos, y mejoran la selectividad y especificidad de los métodos de ensayo descritos en la
presente memoria. Por ejemplo, se puede inyectar una solucién que contenga el antigeno apropiado (p. €j., un
péptido sintético que comprenda la unién de fusion del polipéptido de fusion FIG-ROS) en un raton y, después de un
tiempo suficiente (segun las técnicas convencionales), sacrificarse el ratdn sacrificado y obtenerse células de bazo.
Las células del bazo se inmortalizan después fusionandolas con células de mieloma, normalmente, en presencia de
polietilenglicol, para producir células de hibridoma. Pueden producirse hibridomas de fusion de conejo, por ejemplo,
como se describe en la patente de EE.UU. n.° 5.675.063. Las células de hibridoma se cultivan a continuacién en un
medio de seleccién adecuado, tal como hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT), y se explora el sobrenadante en
busca de los anticuerpos monoclonales que tienen la especificidad deseada, como se describe a continuacion. El
anticuerpo secretado puede recuperarse del sobrenadante del cultivo de tejidos mediante métodos convencionales
tales como precipitacion, intercambio i6nico o cromatografia de afinidad, o similares.

También pueden producirse fragmentos Fab monoclonales en Escherichia coli mediante técnicas recombinantes
conocidas por los expertos en la técnica. Véase, p. €j., W. Huse, Science 246: 1275-81 (1989); Mullinax et al., Proc.
Natl Acad. Sci. 87: 8095 (1990). Si se desean anticuerpos monoclonales de un isotipo para una determinada
aplicacién, se pueden preparar directamente isétopos particulares, seleccionando de la fusion inicial, o prepararse
secundariamente, a partir de un hibridoma parental que secreta un anticuerpo monoclonal de isotipo diferente
usando la técnica de seleccion de sib para aislar variantes de cambio de clase (Steplewski, et al., Proc. Nat’l. Acad.
Sci., 82: 8653 (1985); Spira et al., J. Immunol. Methods, 74: 307 (1984)). El sitio de combinacién del antigeno del
anticuerpo monoclonal se puede clonar mediante PCR y los anticuerpos monocatenarios producidos como
anticuerpos recombinantes presentados en fagos o anticuerpos solubles en E. coli (véase, p. €j., “ANTIBODY
ENGINEERING PROTOCOLS”, 1995, Humana Press, Sudhir Paul editor).

Ademas, la patente de EE.UU. n.° 5.194.392, Geysen (1990) describe un método general de detecciéon o
determinacion de la secuencia de mondmeros (aminodacidos u otros compuestos) que es un equivalente topolégico
del epitopo (es decir, un "mimotopo"), que es complementario a un paratopo particular (sitio de union al antigeno) de
un anticuerpo de interés. Mas en general, este método implica detectar o determinar una secuencia de monémeros
que es un equivalente topografico de un ligando que es complementario al sitio de union al ligando de un
determinado receptor de interés. De manera similar, la patente de EE.UU. n.° 5.480.971, Houghten et al. (1996),
describe oligopéptidos peralquilados de alquilo C+-C lineales, y conjuntos y bibliotecas de dichos péptidos, asi como
métodos de uso de dichos conjuntos de oligopéptidos y bibliotecas para determinar la secuencia de un oligopéptido
peralquilado que se une preferiblemente a una molécula aceptora de interés. Asi pues, también se pueden fabricar
analogos no peptidicos de los péptidos portadores de epitopos descritos en la presente memoria rutinariamente
mediante estos métodos.

Los anticuerpos utiles en los métodos descritos en la presente memoria, ya sean policlonales o monoclonales, se
pueden rastrear en busca de la especificidad por el epitopo y la proteina de fusion segun técnicas convencionales.
Véase, p. €j., Czernik et al., Methods in Enzymology, 201: 264-283 (1991). Por ejemplo, los anticuerpos se pueden
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rastrear frente a una biblioteca de péptidos por ELISA para garantizar la especificidad tanto por el antigeno deseado
como, si se desea, por la reactividad solo con un polipéptido de fusion FIG-ROS descrito en la presente memoria y
no con la FIG de tipo silvestre o ROS de tipo silvestre. Los anticuerpos también se pueden analizar por transferencia
Western frente a los preparados celulares que contienen la proteina diana para confirmar la reactividad con la Unica
diana deseada y para garantizar una unién apreciable a otras proteinas de fusion que incluyen ROS. La produccion,
la deteccion y el uso de anticuerpos especificos de la proteina de fusion son conocidos por los expertos en la
técnica, y se han descrito. Véase, p. €j., la publicacién de patente de EE.UU. n.° 20050214301.

Los anticuerpos especificos de los polipéptidos de fusion FIG-ROS dutiles en los métodos descritos en la presente
memoria pueden presentar cierta reactividad cruzada limitada con epitopos de fusién similares en otras proteinas de
fusién o con los epitopos en la FIG de tipo silvestre y ROS de tipo silvestre que forman la unién de fusion. Esto no es
inesperado, ya que la mayoria de los anticuerpos presentan algun grado de reactividad cruzada, y los anticuerpos
anti-péptido a menudo reaccionan de forma cruzada con epitopos que tienen una elevada homologia o identidad con
el péptido inmunizante. Véase, p. ej., Czernik, supra. La reactividad cruzada con otras proteinas de fusion se
caracteriza facilmente mediante transferencia Western junto a marcadores de peso molecular conocido. Las
secuencias de aminoacidos de proteinas de reaccién cruzada pueden examinarse para identificar sitios altamente
homologos o idénticos a la secuencia del polipéptido de fusion FIG-ROS a la que se une el anticuerpo. La
reactividad cruzada no deseada se puede eliminar por seleccion negativa usando la purificacion del anticuerpo en
columnas peptidicas (p. €j., la seleccion de anticuerpos que se unen bien a la FIG de tipo silvestre y/o a ROS de tipo
silvestre).

Los anticuerpos especificos del polipéptido de fusiéon FIG-ROS descrito en la presente memoria que son utiles en la
practica de los métodos descritos en la presente invencién son idealmente especificos del polipéptido de fusion
humano, pero no se limitan solamente a la unién a la especie humana en si. La descripcion incluye la produccion y
el uso de anticuerpos que también se unen a epitopos conservados y altamente homdlogos o idénticos en otras
especies de mamiferos (p. ej., ratdon, rata, mono). Las secuencias altamente homdlogas o idénticas en otras
especies se pueden identificar facilmente mediante comparaciones de secuencias convencionales, tal como usando
BLAST, con las secuencias de polipéptido de fusion FIG-ROS humano descritas en la presente memoria (SEQ ID
NO: 1).

Los anticuerpos empleados en los métodos descritos en la presente memoria pueden caracterizarse ademas
mediante y ser validados para su uso en un formato de ensayo particular, por ejemplo, FC, IHC y/o ICC. El uso de
anticuerpos especificos del polipéptido de fusion FIG-ROS en dichos métodos se describe mas en la presente
memoria. Los anticuerpos descritos en la presente memoria, usados solos o en los ensayos descritos a
continuacion, también pueden conjugarse ventajosamente con colorantes fluorescentes (p. ej., Alexa488, ficoeritrina)
o marcadores tales como puntos cuanticos, para su uso en analisis multiparamétricos junto con otros anticuerpos de
transduccion de senales (fosfo-AKT, fosfo-Erk 1/2) y/o anticuerpos de marcadores celulares (citoqueratina), como se
describe mas adelante.

En la practica de los métodos descritos en la presente memoria, la expresion y/o la actividad de FIG de tipo silvestre
y/o ROS de tipo silvestre en una muestra biolégica dada también puede examinarse ventajosamente usando
anticuerpos (ya sea fosfo-especificos o totales) para estas proteinas de tipo silvestre. Por ejemplo, los anticuerpos
especificos del sitio de fosforilacion del receptor de LCR se encuentran disponibles en el mercado (véase CELL
SIGNALING TECHNOLOGY, INC., Danvers, MA, 2005/06, n.° de catalogo 3151, 3155 y 3154; y Upstate
Biotechnology, 2006 n.° de catalogo 06-457). Dichos anticuerpos también pueden producirse segun métodos
convencionales, como se ha descrito anteriormente. Se publican las secuencias de aminoacidos tanto de FIG como
de ROS humanas, al igual que las secuencias de estas proteinas de otras especies.

La deteccion de la expresion y/o activacion de FIG de tipo silvestre y ROS de tipo silvestre, junto con la expresion
del polipéptido de fusion FIG-ROS, en una muestra biolégica (p. €j., una muestra de tumor) puede proporcionar
informacién sobre si la proteina de fusion sola esta generando el tumor, o si ROS de tipo silvestre también esta
activada e generando el tumor. Dicha informacién es clinicamente util para evaluar si dirigir la proteina de fusién o
la/s proteina/s de tipo silvestre, o ambas, o si es probable que sea mas beneficiosa para inhibir la progresion del
tumor, y seleccionar un agente terapéutico apropiado o una combinacién de los mismos. Los anticuerpos especificos
del dominio extracelular de ROS quinasa de tipo silvestre, que no esta presente en la ROS quinasa truncada
descrita en la presente memoria, pueden ser particularmente Utiles para determinar la presencia/ausencia de la ROS
quinasa mutante.

Se entendera que se pueden usar mas de un anticuerpo en la practica de los métodos descritos anteriormente. Por
ejemplo, uno o mas anticuerpos especificos del polipéptido de fusién FIG-ROS junto con uno o mas anticuerpos
especificos de otra quinasa, receptor o sustrato de quinasa que se sospecha que esta siendo activado o
potencialmente activado en un cancer en donde se expresa el polipéptido de fusién FIG-ROS se puede emplear
simultaneamente para detectar la actividad de otras dichas moléculas de sefializacion en una muestra bioldgica que
comprende células de dicho cancer.

Los expertos en la técnica apreciaran que los polipéptidos de fusion FIG-ROS descritos en la presente memoria y los
fragmentos portadores de epitopos de los mismos descritos anteriormente pueden combinarse con partes de otras
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moléculas para crear polipéptidos quiméricos. Por ejemplo, un fragmento portador de epitopo de un polipéptido de
fusion FIG-ROS puede combinarse con el dominio constante de inmunoglobulinas (IgG) para facilitar la purificacion
del polipéptido quimérico y aumentar la semivida in vivo del polipéptido quimérico (véanse, p. €j., los ejemplos de
proteinas quiméricas CD4-lg del documento EPA 394.827, Traunecker et al., Nature 331: 84-86 (1988)). Las
proteinas de fusion que tienen una estructura dimérica de enlace disulfuro (p. €j., de una parte de IgG) también
pueden ser mas eficaces en la union y neutralizacion de otras moléculas que el polipéptido de fusion FIG-ROS
monomeérico solo (véase Fountoulakis et al, J Biochem 270: 3958-3964(1995)).

En algunas realizaciones, un agente de union que se une especificamente a un polipéptido de fusion FIG-ROS es un
péptido marcado con isétopo pesado (es decir, un péptido AQUA). Dicho péptido AQUA puede ser adecuado para la
cuantificacion absoluta de un polipéptido de fusion FIG-ROS expresado en una muestra biolégica. Como se emplea
en la presente memoria, la expresion "péptido marcado con isétopo pesado” se usa indistintamente con "péptido
AQUA". Se ha descrito la produccion y el uso de péptidos AQUA para la cuantificacion absoluta o deteccion de
proteinas (AQUA) en mezclas complejas. Véase el documento WO/03016861, “Absolute Quantification of Proteins
and Modified Forms Thereof by Multistage Mass Spectrometry”, Gygi et al., y también Gerber et al, Proc. Natl Acad.
Sci. EE.UU. 100:6940-5 (2003) (cuyas ensefianzas se incorporan en la presente memoria por referencia, en su
totalidad). La expresion "detecta especificamente” con respecto a dicho péptido AQUA significa que el péptido solo
detectara y cuantificara polipéptidos y proteinas que contengan la secuencia del péptido AQUA, y no detectara
esencialmente polipéptidos ni proteinas que no contengan la secuencia del péptido AQUA.

La metodologia de AQUA emplea la introduccion de una cantidad conocida de al menos un patréon peptidico
marcado con isétopo pesado (que tiene un distintivo tnico detectable por cromatografia de LC-SRM) en una muestra
bioldgica digerida para determinar, en comparacioén con el patron peptidico, la cantidad absoluta de un péptido con la
misma secuencia y modificacion de la proteina en la muestra biolégica. En resumen, la metodologia de AQUA tiene
dos etapas: la seleccion y la validacion de los patrones internos de péptidos y el desarrollo de métodos; y la
implementacion usando patrones internos de péptidos validados para detectar y cuantificar una proteina diana en la
muestra. El método es una potente técnica para detectar y cuantificar un péptido/una proteina dado dentro de una
mezcla biolégica compleja, tal como un lisado celular, y puede emplearse, p. €j., para cuantificar el cambio en la
fosforilacién de la proteina como resultado del tratamiento con farmaco, o para cuantificar las diferencias en el nivel
de una proteina en diferentes estados bioldgicos.

En general, para desarrollar un patrén interno adecuado, se selecciona un péptido en particular (o péptido
modificado) de una secuencia de proteina diana basandose en su secuencia de aminoacidos y la proteasa que se va
a usar en particular para la digestion. A continuacion, se genera el péptido mediante sintesis de péptidos en fase
solida de manera que se sustituye un resto con ese mismo resto que contiene isétopos estables (°C, '°N). El
resultado es un péptido que es quimicamente idéntico a su homodlogo nativo formado por protedlisis, pero que se
puede distinguir facilmente mediante MS a través de un cambio de masa de 7 Da. A continuacién, se evalua el
patron interno de péptido AQUA recién sintetizado mediante LC-MS/MS. Este proceso proporciona informacion
cualitativa sobre la retencion de péptidos mediante cromatografia de fase inversa, eficiencia de ionizacion y
fragmentacion mediante disociacion inducida por colision. Se seleccionan iones de fragmentos informativos y
abundantes para conjuntos de péptidos nativos y patrones internos, y luego se controla especificamente en rapida
sucesion en funcion de la retencion cromatografica para formar un método de control de la reaccién seleccionado
(LC-SRM) basado en el perfil tnico del patron peptidico.

La segunda etapa de la estrategia de AQUA es su implementacion para medir la cantidad de proteina o proteina
modificada a partir de mezclas complejas. Los lisados de células enteras se fraccionan normalmente mediante
electroforesis en gel de SDS-PAGE, y se escinden regiones del gel compatibles con la migracion de proteinas. Este
proceso es seguido por una protedlisis en gel en presencia de los péptidos AQUA y el analisis de LC-SRM. (Véase
Gerber et al., supra.). Los péptidos AQUA se introducen en la mezcla de péptidos complejos obtenida mediante la
digestion del lisado celular completo con una enzima proteolitica y se someten a purificacion por inmunoafinidad
como se describié anteriormente. El tiempo de retencion y el patrén de fragmentacion del péptido nativo formado por
digestion (p. e€j., tripsinizacion) es idéntico al del patrén interno de péptido AQUA determinado previamente. Por lo
tanto, el analisis de LC-MS/MS usando un experimento de SRM produce la medida altamente especifica y sensible
tanto del patron interno como del analito directamente a partir de mezclas de péptidos sumamente complejos.

Dado que se afiade una cantidad absoluta del péptido AQUA (p. €j., 250 fmol), se puede usar la proporcion de las
areas bajo la curva para determinar los niveles de expresion precisos de una proteina o forma fosforilada de una
proteina en el lisado celular original. Ademas, el patron interno esta presente durante la digestién en gel a medida
que se forman péptidos nativos, de manera que la eficacia de extraccion de péptidos de los fragmentos de gel, las
pérdidas absolutas durante la manipulacion de la muestra (incluida la centrifugaciéon al vacio) y la variabilidad
durante la introduccién en el sistema de LC-MS no afectan a la proporciéon determinada de las abundancias de
péptidos nativos y AQUA.

Se desarrolla un patron de péptido AQUA para una secuencia conocida previamente identificada mediante el método
de IAP-LC-MS/MS dentro de una proteina diana. Si se modifica el sitio, se puede desarrollar un péptido AQUA que
incorpore la forma modificada del resto en particular dentro del sitio y se desarrolla un segundo péptido AQUA que
incorpora la forma no modificada del resto. De esta manera, los dos patrones pueden usarse para detectar y
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cuantificar tanto las formas modificadas como no modificadas del sitio en una muestra biolégica.

También se pueden generar patrones internos de péptidos examinando la secuencia de aminoacidos primaria de
una proteina y determinando los limites de péptidos producidos por escision de proteasa. Como alternativa, una
proteina puede digerirse realmente con una proteasa y, a continuacion, se puede secuenciar un fragmento de
péptido en particular producido. Las proteasas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, serina proteasas (p. €.,
tripsina, hepsina), metalo proteasas (p. ej.,, PUMP1), quimotripsina, catepsina, pepsina, termolisina,
carboxipeptidasas, etc.

Una secuencia peptidica dentro de una proteina diana se selecciona segun uno o mas criterios para optimizar el uso
del péptido como un patrén interno. Preferiblemente, el tamano del péptido se selecciona para minimizar las
posibilidades de que la secuencia peptidica se repita en otras partes de otras proteinas no diana. Asi pues, un
péptido es preferiblemente al menos aproximadamente 6 aminoacidos. El tamario del péptido también se optimiza
para maximizar la frecuencia de ionizacion. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el péptido no es mas largo de
aproximadamente 20 aminoacido. En algunas realizaciones, el péptido tiene entre 7 y 15 aminoacidos de longitud.
También se selecciona una secuencia peptidica que no es probable que sea reactive quimicamente durante la
espectrometria de masas, por lo que se evitan secuencias que comprenden cisteina, triptéfano o metionina.

Una secuencia peptidica que no incluye una region modificada de la regién diana puede seleccionarse de manera
que el patrén interno del péptido pueda usarse para determinar la cantidad de todas las formas de la proteina. Como
alternativa, puede ser deseable un patrén interno de péptido que incluya un aminoacido modificado para detectar y
cuantificar solamente la forma modificada de la proteina diana. Los patrones peptidicos para regiones tanto
modificadas como no modificadas pueden usarse juntos para determinar la extension de una modificacion en una
determinada muestra (es decir, para determinar qué fraccién de la cantidad total de proteina esta representada por
la forma modificada). Por ejemplo, se pueden usar patrones de péptidos para la forma tanto fosforilada como no
fosforilada de una proteina que se sabe que esta fosforilada en un determinado sitio para cuantificar la cantidad de
forma fosforilada en una muestra.

El péptido se marca usando uno o mas aminoacidos marcados (es decir, el marcador es una parte real del péptido)
o0 menos preferiblemente, se pueden unir los marcadores después de la sintesis segin métodos convencionales.
Preferiblemente, el marcador es un marcador de alteracion de masa seleccionado basandose en las siguientes
consideraciones: La masa debe ser Unica para desplazar masas de fragmentos producidas por analisis de MS a
regiones del espectro con fondo bajo; el componente de distintivo de masa de iones es la parte de la fraccion de
marcaje que presenta preferiblemente un distintivo de masa idnica Unico en el analisis de MS; la suma de las masas
de los atomos constituyentes del marcador es preferiblemente Unica y distinta a la de los fragmentos de todos los
aminoacidos posibles. Como resultado, los aminoacidos y péptidos marcados se distinguen facilimente de los no
marcados por el patrén de iones/masa en el espectro de masas resultante. Preferiblemente, el componente de
distintivo de masa de iones confiere una masa a un fragmento de proteina que no coincide con la masa de resto
para ninguno de los 20 aminoacidos naturales.

El marcador debe ser robusto en las condiciones de fragmentacién de la MS y no sufrir una fragmentacion
desfavorable. La quimica de marcaje debe ser eficaz en una seleccion de condiciones, particularmente en
condiciones desnaturalizantes, y el marcador marcado permanece preferiblemente soluble en el sistema tampon de
MS de eleccion. El marcador no suprime preferiblemente la eficacia de ionizacion de la proteina y no es reactivo
quimicamente. ElI marcador puede contener una mezcla de dos o mas especies isotépicamente distintas para
generar un patrén de espectrometria de masas Unico en cada posicion del fragmento marcado. Los is6topos
estables, tales como 2H, ! C, 15N, 17O, 0o 34S, son algunos marcadores no limitantes. Pueden prepararse también
pares de patrones internos de péptidos que incorporan un marcador de isétopo diferente. Los restos de aminoacidos
no limitantes a los que se puede incorporar un marcador de isétopos pesados incluyen leucina, prolina, valina y
fenilalanina.

Los patrones internos de péptidos se caracterizan segun su proporciéon de la masa con respecto a la carga (m/z), y
preferiblemente, también segun su tiempo de retencidon en una columna cromatografica (p. ej., una columna de
HPLC). Los patrones internos que se eluyen junto con péptidos no marcados de secuencia idéntica se seleccionan
como patrones internos optimos. A continuacion, se analiza el patron interno mediante la fragmentacion del péptido
por cualquier medio adecuado, por ejemplo, por disociacion inducida por colision (CID) usando, p. €j., argén o helio
como gas de colision. A continuacion, se analizan los fragmentos, por ejemplo, mediante espectrometria de masas
de multiples etapas (MS") para obtener un espectro de iones de fragmentos, para obtener un distintivo de
fragmentacion de péptidos. Preferiblemente, los fragmentos peptidicos tienen diferencias significativas en las
proporciones de m/z para permitir que los maximos correspondientes a cada fragmento se separen bien y se
obtenga un distintivo que sea Unico para el péptido diana. Si no se obtiene un distintivo de fragmento adecuado en la
primera etapa, se realizan etapas adicionales de MS hasta que se obtiene un distintivo Unico.

Los iones de los fragmentos de los espectros MS/MS y MS?® son normalmente muy especificos del péptido de interés
y, junto con los métodos de LC, permiten un medio altamente selectivo de detectar y cuantificar un péptido/una
proteina diana en una mezcla de proteinas complejas, tal como un lisado celular, que contiene muchos miles o
decenas de miles de proteinas. Puede analizarse cualquier muestra bioldégica que contenga potencialmente una
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proteina/un péptido diana de interés. Preferiblemente, se emplean extractos celulares en bruto o parcialmente
purificados. En general, la muestra tiene al menos 0,01 mg de proteina, normalmente, una concentracion de 0,1-10
mg/ml, y puede ajustarse a una concentracion de tampon y pH deseados.

A continuacién, se afiade una cantidad conocida de un patrén interno de péptido marcado, preferiblemente
aproximadamente 10 femtomoles, correspondientes a una proteina diana que se vaya a detectar/cuantificar, a una
muestra bioldgica, tal como un lisado celular. La muestra afiadida se digiere luego con una o mas proteasas durante
un periodo de tiempo adecuado para permitir la digestion. Se realiza entonces una separacion (p. €j., por HPLC,
HPLC de fase inversa, electroforesis capilar, cromatografia de intercambio i6nico, etc.) para aislar el patron interno
marcado y su correspondiente péptido diana de otros péptidos de la muestra. La LC microcapilar es un método no
limitante.

Después, se examina cada péptido aislado mediante el control de una reaccién seleccionada en la MS. Esto implica
usar el conocimiento previo obtenido por la caracterizacion del patron interno de péptido y luego requerir que la MS
supervise de manera continua un ion especifico en el espectro de MS/MS o MS" tanto para el péptido de interés
como para el patron interno. Después de la elucion, se calcula el area bajo la curva (AUC) para los maximos tanto
del patréon de péptido como de los péptidos diana. La proporcion de las dos areas proporciona la cuantificacion
absoluta que puede normalizarse para el numero de células usadas en el analisis y el peso molecular de la proteina,
para proporcionar el nimero exacto de copias de la proteina por célula. Otros detalles de la metodologia de AQUA
se describen en Gygi et al., y Gerber et al. supra.

Los patrones internos de péptidos AQUA (péptidos marcados con isétopos pesados) se pueden producir
deseablemente, como se describié anteriormente, para detectar y cuantificar cualquier sitio tnico (p. €j., la union de
fusion dentro de un polipéptido de fusion FIG-ROS) dentro de un polipéptido ROS mutante descrito en la presente
memoria. Por ejemplo, se puede preparar un fosfopéptido AQUA correspondiente a la secuencia de unién de fusion
del polipéptido de fusién FIG-ROS. Se pueden producir patrones de péptidos para la uniéon de fusién FIG-ROS y
dichos patrones empleados en la metodologia AQUA para detectar y cuantificar la union de fusion (es decir, la
presencia del polipéptido de fusion FIG-ROS) en una muestra bioldgica.

Por ejemplo, un péptido AQUA ilustrativo descrito en la presente memoria comprende la secuencia de aminoacidos
AGSTLP, que corresponde a los tres aminoacidos que flanquean inmediatamente cada lado de la unién de fusién en
la segunda variante (corta) del polipéptido de fusion FIG-ROS (es decir, polipéptido de fusion FIG-ROS (S)). Se
apreciara que también pueden construirse péptidos AQUA mayores que comprendan la secuencia de unién de
fusion (y restos adicionales cadena abajo o cadena arriba de la misma). De forma similar, se puede construir, como
alternativa, un péptido AQUA mas pequefio que comprenda menos que todos los restos de dicha secuencia (pero
que todavia comprenda el propio punto de union de fusion). Se prevén péptidos AQUA mas largos o mas cortos, y la
seleccion y produccion de péptidos AQUA pueden llevarse a cabo como se ha descrito anteriormente (véase Gygi et
al., Gerber et al., supra).

En la presente memoria, también se describe un método de deteccién de una translocacion del gen de FIG-ROS,
método que comprende la puesta en contacto de una muestra biolégica con un agente de unién que se une
especificamente a un polipéptido de fusion FIG-ROS (p. €j., un polipéptido de fusiéon FIG-ROS (S), FIG-ROS (XL) o
FIG-ROS (L), donde la unidn especifica del agente de unidon a la muestra biolégica indica la presencia de una
translocacion del gen de FIG-ROS (p.€j., que codifica un polipéptido de fusion FIG-ROS (S), FIG-ROS (XL) o FIG-
ROS (L)), en dicha muestra bioldgica.

En la presente memoria, también se describe un método de detecciéon de una translocacion del gen de FIG-ROS
mediante la puesta en contacto de una muestra biolégica con una sonda nucleotidica que se hibrida con un
polinucledtido de fusién FIG-ROS en condiciones rigurosas, en donde la hibridacion de dicha sonda nucleotidica a
dicha muestra biolégica indica una translocacion del gen de FIG-ROS (p.ej., que codifica un polipéptido de fusion
FIG-ROS (S), FIG-ROS (XL) o FIG-ROS (L)) en dicha muestra biolégica.

También se describe en la presente memoria un método de identificacion de un cancer que es probable que
responda a un inhibidor de ROS. El método incluye poner en contacto una muestra biolégica de dicho cancer que
comprende al menos un polipéptido con un agente de union que es une especificamente bien con un polipéptido de
fusion FIG-ROS (p.gj., un polipéptido de fusion FIG-ROS (S), FIG-ROS(XL) o FIG-ROS (L)) o un polipéptido ROS
mutante, en donde la unidn especifica de dicho agente de unién con al menos un polipéptido en dicha muestra
bioldgica identifica dicho cancer como un cancer que es probable que responda a un inhibidor de ROS. En algunas
realizaciones, el agente de unidn es un anticuerpo y un péptido AQUA. En algunas realizaciones, el cancer es de un
paciente (p.ej., un paciente de cancer). En realizaciones adicionales, el cancer puede ser un cancer de higado, un
cancer de pancreas, un cancer de rifion, un cancer de testiculo, o puede ser un cancer de un conducto (p.ej., un
cancer de conducto biliar hepatico o un cancer de conducto pancreatico).

Como se emplea en la presente memoria, por "probable que responda” se entiende que un cancer es mas probable
que muestre retraso del crecimiento o inhibicidon en respuesta a (p. €j., al contacto con o el tratamiento mediante) un
inhibidor de ROS. En algunas realizaciones, un cancer que es probable que responda a un inhibidor de ROS es
aquel que muere (p. €j., las células cancerosas sufren apdptosis) en respuesta al inhibidor de ROS.
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Como se describe en la presente memoria, ciertas células normales (p. ej., células hepaticas) no expresan ninguna
ROS quinasa (ni muestran ninguna actividad ROS quinasa), mientras que las células cancerosas de ese tipo de
células si lo hacen. Esto puede ser, por ejemplo, porque la célula cancerosa expresa un polipéptido ROS truncado o
una proteina de fusién ROS (p. €j., un polipéptido de fusion FIG-ROS). La célula cancerosa también puede
simplemente sobreexpresar la ROS quinasa de tipo silvestre, de longitud completa, (donde "sobreexpresar"
simplemente significa que la célula cancerosa expresa mas ROS quinasa que una célula no cancerosa de ese
mismo tipo celular). Como se menciondé anteriormente, dicha sobreexpresién de ROS esta incluida en la expresion
"ROS mutante". Por ejemplo, como se describe a continuacion, las células hepaticas normales no expresan ROS
quinasa (y no muestran ninguna actividad ROS quinasa) mientras que las células cancerosas del higado si lo hacen.
Por lo tanto, en algunas realizaciones descritas en la presente memoria, la identificacion de la presencia de la ROS
quinasa (o la identificacion de la presencia de actividad ROS quinasa) en un tipo de células que normalmente no
expresa ROS (o que no muestra ninguna actividad ROS quinasa) puede ser un indicador de que la célula asi
identificada sea un cancer que es probable que responda a un inhibidor de ROS. Esta identificacion de la presencia
de ROS quinasa (o actividad de ROS quinasa) puede seguirse con un andlisis adicional de la ROS quinasa dentro
de esa célula (p. €j., uniéon de una proteina en la célula con un agente de unién que se une especificamente a un
polipéptido ROS mutante o hibridacién de una molécula de acido nucleico de la célula con una sonda que se hibrida
con un polinucledtido ROS mutante).

También se describe en la presente memoria un método de identificacion de un cancer que es probable que
responda a un inhibidor de ROS. El método incluye poner en contacto una muestra biolégica de dicho cancer que
comprende al menos una molécula de acido nucleico con una sonda nucleotidica que se hibrida en condiciones
rigurosas bien con un polinucleétido de fusion FIG-ROS (p.ej., un polinucledtido de fusion FIG-ROS (S), FIG-ROS
(XL) o FIG-ROS (L)) o un polinucleétido ROS mutante, y en donde la hibridaciéon de dicha sonda nucleotidica con al
menos una molécula de acido nucleico en dicha muestra bioldgica identifica dicho cancer como un cancer que es
probable que responda a un inhibidor de ROS. En algunas realizaciones, el polinucleétido de fusién FIG-ROS
codifica un polipéptido de fusion FIG-ROS (S). En algunas realizaciones, el polinucleétido de fusién FIG-ROS
codifica un polipéptido de fusion FIG-ROS (L). En algunas realizaciones, el polinucleétido de fusion FIG-ROS
codifica un polipéptido de fusion FIG-ROS (XL). En algunas realizaciones, el cancer es de un paciente (p.ej., un
paciente de cancer). En realizaciones adicionales, el cancer puede ser un cancer de higado, un cancer de pancreas,
un cancer de rifién, un cancer de testiculo, o puede ser un cancer de un conducto (p.ej., un cancer de conducto biliar
hepatico o un cancer de conducto pancreatico).

Los métodos descritos en la presente memoria pueden llevarse a cabo en una variedad de diferentes formatos de
ensayo conocidos por los expertos en la técnica. Algunos ejemplos no limitantes de métodos incluyen
inmunoensayos, y ensayos de péptidos y nucledtidos.

Inmunoensayos

Los inmunoensayos Utiles en la practica de los métodos descritos en la presente memoria pueden ser
inmunoensayos homogéneos o inmunoensayos heterogéneos. En un ensayo homogéneo, la reaccién inmunoldgica
implica habitualmente un reactivo especifico del polipéptido ROS mutante (p. ej., un anticuerpo especifico del
polipéptido de fusion FIG-ROS), un analito marcado y la muestra biologica de interés. La sefial que surge del
marcador se modifica, directa o indirectamente, tras la unién del anticuerpo con el analito marcado. Tanto la reaccién
inmunolégica como la deteccion de su extension se llevan a cabo en una solucion homogénea. Los marcadores
inmunoquimicos que se pueden emplear incluyen radicales libres, radiois6topos, colorantes fluorescentes, enzimas,
bacteriéfagos, coenzimas, etc. También se pueden emplear ventajosamente marcadores de nanocristales
semiconductores, o "puntos cuanticos", y su preparacion y uso se han descrito. Véase, en general, K. Barovsky,
Nanotech. Law & Bus. 1(2): articulo 14 (2004) y patentes citadas en la misma.

En un enfoque de ensayo heterogéneo, los reactivos son habitualmente la muestra bioldgica, un reactivo especifico
del polipéptido ROS quinasa mutante (p. e€j., un anticuerpo), y medios adecuados para producir una sefial
detectable. Pueden usarse muestras bioldgicas como las descritas mejor mas adelante. El anticuerpo, en general,
esta inmovilizado sobre un soporte, tal como una perla, una placa o un portaobjetos, y se pone en contacto con la
muestra sospechosa de contener el antigeno en una fase liquida. El soporte se separa entonces de la fase liquida y
se examina la fase de soporte o la fase liquida para detectar una sefal detectable empleando medios para producir
dicha sefal. La sefal esta relacionada con la presencia del analito en la muestra bioldgica. Los medios para producir
una sefal detectable incluyen el uso de marcadores radiactivos, marcadores fluorescentes, marcadores de enzimas,
puntos cuanticos, etc. Por ejemplo, si el antigeno que se va a detectar contiene un segundo sitio de unioén, puede
conjugarse un anticuerpo que se une a ese sitio a un grupo detectable y afiadirse a la solucion de reaccion en fase
liquida antes de la etapa de separacion. La presencia del grupo detectable en el soporte sélido indica la presencia
del antigeno en la muestra de ensayo. Son ejemplos de inmunoensayos adecuados el radioinmunoensayo, métodos
de inmunofluorescencia, inmunoensayos ligados a enzimas, y similares.

Los formatos de inmunoensayo y sus variaciones, que pueden ser Utiles para llevar a cabo los métodos descritos en
la presente memoria, son bien conocidos en la técnica. Véase, en general, E. Maggio, “Enzyme-Immunoassay”,
(1980) (CRC Press, Inc., Boca Ratoén, Fla.); véase también, p. €j., la patente de EE.UU. n.° 4.727.022 (Skold et al.,
“Methods for Modulating Ligand-Receptor Interactions and their Application”); la patente de EE.UU. n.° 4.659.678
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(Forrest et at, “lmmunoassay of Antigens”); la patente de EE.UU. n.° 4.376.110 (David et al., “Immunometric Assays
Using Monoclonal Antibodies”).Las condiciones adecuadas para la formacion de complejos de reactivo-anticuerpo
son bien conocidas por los expertos en la técnica. Véase id. Los anticuerpos monoclonales especificos del
polipéptido de fusion FIG-ROS pueden usarse en un ensayo de "dos sitios" o de tipo "sandwich", con una sola
estirpe celular de hibridoma que sirve como fuente tanto para el anticuerpo monoclonal marcado como para el
anticuerpo monoclonal unido. Dichos ensayos se describen en la patente de EE.UU. n.° 4.376.110. La concentracion
de reactivo detectable debe ser suficiente para que la unién del polipéptido de fusién FIG-ROS sea detectable en
comparacion con el fondo.

Los anticuerpos Uutiles en la practica de los métodos descritos en la presente memoria pueden conjugarse con un
soporte sélido adecuado para un ensayo de diagnostico (p. €j., perlas, placas, portaobjetos o pocillos formados a
partir de materiales tales como latex o poliestireno) segun técnicas conocidas, tales como precipitacion. Los
anticuerpos u otros reactivos de union al polipéptido de fusién FIG-ROS pueden igualmente estar conjugados a
grupos detectables tales como radiomarcadores (p. €j., *°S, '®I, "*'l), marcadores enzimaticos (p. ej., peroxidasa de
rabano picante, fosfatasa alcalina) y marcadores fluorescentes (p. €j., fluoresceina) segun técnicas conocidas.

Los ensayos basados en células tales como la citometria de flujo (FC), inmunohistoquimica (IHC) o
inmunofluorescencia (IF) son particularmente deseables en la practica de los métodos descritos en la presente
memoria, ya que dichos formatos de ensayo son clinicamente adecuados, permiten la deteccion de la expresion de
polipéptidos ROS mutantes in vivo, y evitan el riesgo de cambios artificiales en la actividad resultante de manipular
células obtenidas de, p. €j., una muestra tumoral para obtener extractos. Por consiguiente, en algunas realizaciones,
los métodos descritos en la presente memoria se implementan en un formato de ensayo de citometria de flujo (FC),
inmunohistoquimica (IHC) o de inmunofluorescencia (IF).

Se puede emplear citometria de flujo (FC) para determinar la expresion del polipéptido ROS mutante en un tumor de
mamifero antes, durante y después del tratamiento con un farmaco dirigido a inhibir la actividad de la ROS quinasa.
Por ejemplo, se pueden analizar las células tumorales de la sustancia aspirada con aguja fina por citometria de flujo
para la expresion y/o activacion del polipéptido de fusion de FIG-ROS, asi como para marcadores que identifican
tipos de células de cancer, etc., si asi se desea. La citometria de flujo se puede llevar a cabo segin métodos
convencionales. Véase, p. ej. Chow et al., Cytometry (Communications in Clinical Cytometry) 46: 72-78 (2001). En
resumen y a modo de ejemplo, se puede emplear el siguiente protocolo para el analisis citométrico: fijacion de las
células con paraformaldehido al 2 % durante 10 minutos a 37 °C, seguida de la permeabilizacion en metanol al 90 %
en fO minutos con hielo. Las células pueden entonces tefiirse con el anticuerpo especifico de polipéptido de fusiéon
FIG-ROS primario, lavarse y marcarse con un anticuerpo secundario marcado fluorescente. A continuacion, las
células se analizaran en un citémetro de flujo (p. ej., un Beckman Coulter FC500) segun los protocolos especificos
del instrumento usado. Dicho analisis identificaria el nivel de polipéptido de fusién FIG-ROS expresado en el tumor.
Un analisis similar después del tratamiento del tumor con un agente terapéutico inhibidor de ROS revelaria la
capacidad de respuesta de un tumor que expresa un polipéptido de fusién FIG-ROS hacia el inhibidor dirigido de
ROS quinasa.

También se puede emplear tincion de inmunohistoquimica (IHC) para determinar la expresion y/o estado de
activacion del polipéptido ROS quinasa mutante en un tumor de mamifero (p. ej., un cancer de higado o de
pancreas) antes, durante y después del tratamiento con un farmaco dirigido a inhibir la actividad de la ROS quinasa.
La IHC se puede llevar a cabo segun técnicas conocidas. Véase, p. €j., “ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL”,
Capitulo 10, Harlow & Lane Eds., Cold Spring Harbor Laboratory (1988). En resumen, y a modo de ejemplo, se
prepara tejido embebido en parafina (p. €j., tejido tumoral de una biopsia) para la tincién inmunohistoquimica por
desparafinacién de secciones de tejido con xileno seguido de etanol; la hidratacion en agua, luego en PBS; el
desenmascaramiento del antigeno calentando el portaobjetos en tampdn de citrato de sodio; la incubacion de las
secciones en peroxido de hidrégeno; el bloqueo en la solucién de bloqueo; la incubacion del portaobjetos en
anticuerpo anti-polipéptido de fusién FIG-ROS primario y anticuerpo secundario; y finalmente la deteccién usando el
método de avidina/biotina ABC segun las instrucciones del fabricante.

También se pueden emplear ensayos de inmunofluorescencia (IF) para determinar la expresion y/o el estado de
activacion del polipéptido de fusion FIG-ROS en un cancer de mamifero antes, durante y después del tratamiento
con un farmaco dirigido a inhibir la actividad de la ROS quinasa. La IF se puede llevar a cabo segun técnicas
conocidas. Véase, p. €j., J. M. polak y S. Van Noorden (1997) “INTRODUCTION TO IMMUNOCYTOCHEMISTRY”,
22 Ed.; ROYAL MICROSCOPY SOCIETY MICROSCOPY HANDBOOK 37, BioScientific/Springer-Verlag. En
resumen y a modo de ejemplo, las muestras de pacientes pueden fijarse en paraformaldehido seguido de metanol,
bloguearse con una solucién de bloqueo tal como suero de caballo, incubarse con el anticuerpo primario contra el
polipéptido de fusién FIG-ROS seguido de un anticuerpo secundario marcado con un colorante fluorescente tal como
Alexa 488 y analizarse con un microscopio epifluorescente.

Se conoce en la técnica una variedad de otros protocolos, incluyendo el ensayo de inmunoabsorcion ligado a una
enzima (ELISA), el radioinmunoensayo (RIA) y la clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS), para la
medicion de polipéptidos ROS quinasa mutantes, y proporcionan una base para diagnosticar niveles modificados o
anomalos de expresion del polipéptido de fusidon FIG-ROS. Los valores normales o patron para la expresion del
polipéptido de fusién FIG-ROS se establecen combinando fluidos corporales o extractos celulares tomados de
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sujetos mamiferos normales, preferiblemente seres humanos, con anticuerpo contra el polipéptido de fusion FIG-
ROS en condiciones adecuadas para la formacion de complejos. La cantidad de formacion de complejo patron
puede cuantificarse mediante diversos métodos, pero preferiblemente por medios fotométricos. Se comparan las
cantidades de polipéptido de fusion FIG-ROS expresadas en las presentes muestras, muestras de control y
muestras de enfermos de tejidos biopsiados con los valores patron. La desviacion entre los valores patron y los
presentes valores establece los parametros para el diagnéstico de la enfermedad.

Ensayos con péptidos y nucledtidos

De forma similar, los péptidos AQUA para la deteccion/cuantificacion del polipéptido ROS mutante expresado en una
muestra biolégica que comprende células de un tumor pueden prepararse y usarse en ensayos de AQUA
convencionales, como se describié con detalle anteriormente. Por consiguiente, en algunas realizaciones de los
métodos descritos en la presente memoria, el reactivo especifico del polipéptido de fusion FIG-ROS comprende un
fosfopéptido marcado con is6topo pesado (péptido AQUA) correspondiente a una secuencia peptidica que
comprende la unién de fusion del polipéptido de fusion FIG-ROS, como se describié anteriormente.

Los reactivos especificos del polipéptido de fusion FIG-ROS dtiles en la practica de los métodos descritos en la
presente memoria también pueden ser sondas de ARNm, oligonucleétido o ADN que pueden hibridarse
directamente con, y detectar, las transcripciones de la expresion de polipéptido truncado o de fusion en una muestra
bioldgica. Dichas sondas se analizan con detalle en la presente memoria. En resumen, y a modo de ejemplo,
muestras de un paciente fijadas en formalina e incluidas en parafina pueden sondarse con una sonda de ARN
marcada con fluoresceina, seguido de lavados con formamida, SSC y PBS, y un andlisis con un microscopio de
fluorescencia.

Los polinucleétidos que codifican un polipéptido ROS quinasa mutante también pueden usarse con fines de
diagndstico. Los polinucledtidos que pueden usarse incluyen secuencias oligonucleotidicas, moléculas de ADN y
ARN antisentido, y PNA. Los polinucleétidos se pueden usar para detectar y cuantificar la expresion génica en
tejidos de biopsia en los que la expresion de un polipéptido de fusion FIG-ROS o polipéptido ROS truncado puede
correlacionarse con una enfermedad. El ensayo de diagnéstico se puede usar para distinguir entre la ausencia, la
presencia y un exceso de expresion de un polipéptido de fusién FIG-ROS y para controlar la regulacion de los
niveles de polipéptido de fusién FIG-ROS durante una intervencioén terapéutica.

En una realizaciéon, la hibridacion con cebadores de PCR que son capaces de detectar secuencias de
polinucledtidos, que incluyen secuencias genémicas, que codifican un polipéptido de fusién FIG-ROS o polipéptido
ROS quinasa truncado o moléculas muy relacionadas, se puede usar para identificar secuencias de acidos nucleicos
que codifican polipéptido ROS mutante. La construccion y el uso de dichas sondas se describe en la presente
memoria. La especificidad de la sonda, tanto si se produce a partir de una regién muy especifica, por ejemplo, 10
nucledtidos exclusivos en la union de la fusion, o de una regidon menos especifica, p. €j., la region codificante 3, y la
rigurosidad de la hibridacion o la amplificacion (maxima, alta, intermedia o baja) determinara si la sonda identifica
solo a las secuencias naturales que codifican el polipéptidos ROS quinasa mutante, alelos o secuencias
relacionadas.

Las sondas también se pueden usar para la deteccion de secuencias relacionadas y preferiblemente deben contener
al menos el 50% de los nucledtidos de cualquiera de las secuencias que codifican el polipéptido ROS mutante. Las
sondas de hibridacion descritas en la presente memoria pueden ser ADN o ARN y derivadas de las secuencias de
nucledtidos de SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 16, englobando, lo mas preferiblemente, la zona de union de la fusiéon o
de la secuencia gendémica que incluya un promotor, elementos potenciadores e intrones de los polipéptidos FIG y
ROS naturales, como se describié en detalle anteriormente.

Un polinucleétido de fusion FIG-ROS o polinucleétido ROS truncado descrito en la presente memoria se puede usar
en analisis de la transferencia Southern o Northern, transferencias por puntos, u otras tecnologias basadas en
membranas; en tecnologias de PCR; o en ensayos de bastones de inmersion, espigas, ELISA o de chip, utilizando
fluidos o tejidos procedentes de biopsias de pacientes para detectar una expresion alterada del polipéptido ROS
quinasa mutante. Dichos métodos cualitativos o cuantitativos son muy conocidos en la técnica. En un aspecto
concreto, las secuencias de nucleotidos que codifican un polipéptido ROS mutante pueden ser Utiles en ensayos que
detectan la activacion o la induccion de diversos canceres, incluyendo canceres de higado, pancreas, rifion y
testiculos (asi como canceres que surgen en los conductos tales como el conducto biliar, de estos tejidos). Los
polinucledtidos ROS mutantes pueden marcarse mediante métodos convencionales y afiadirse a una muestra de
fluido o tejido procedente de un paciente en condiciones adecuadas para la formacion de complejos de hibridacion.
Tras un periodo de incubacion adecuado, la muestra se lava y la sefial se cuantifica y se compara con un valor
patron. Si la cantidad de sefial en la muestra procedente de biopsia o extraida esta significativamente alterada con
respecto a la de una muestra de control comparable, las secuencias de nucleétidos se han hibridado con las
secuencias de nucledtidos en la muestra, y la presencia de unos niveles alterados de secuencias de nucledtidos que
codifican un polipéptido de fusion FIG-ROS o polipéptido ROS quinasa truncado en la muestra indica la presencia de
la enfermedad asociada. Dichos ensayos también se pueden usar para evaluar la eficacia de un determinado
régimen de tratamiento terapéutico en estudios animales, en ensayos clinicos o para el control del tratamiento de un
paciente individual.
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También se describe en la presente memoria un método de diagndstico de un paciente que tiene un cancer o cancer
sospechoso generado por una ROS quinasa. El método incluye poner en contacto una muestra biolégica de dicho
cancer o cancer sospechoso (donde la muestra biolégica comprende al menos una molécula de acido nucleico) con
una sonda que se hibrida en condiciones rigurosas a una molécula de acido nucleico seleccionada del grupo que
consiste en un polinucleétido de fusién FIG-ROS, un polipéptido de fusion SLC34A2-ROS, un polipéptido de fusion
CD74-ROS y un polinucleétido ROS truncado, y en donde la hibridacion de dicha sonda con al menos una molécula
de acido nucleico en dicha muestra bioldgica identifica que dicho paciente tiene un cancer o un cancer sospechoso
generado por una ROS quinasa.

En la presente memoria, se describe ademas un método de diagndstico de un paciente que tiene un cancer o cancer
sospechoso generado por una ROS quinasa. El método incluye poner en contacto una muestra biolégica de dicho
cancer o cancer sospechoso (donde dicha muestra biolégica comprende al menos un polipéptido) con un agente de
unioén que se une especificamente a un polipéptido ROS mutante, en donde la union especifica de dicho agente de
union a al menos un polipéptido en dicha muestra bioldgica identifica a dicho paciente como aquel que tiene un
cancer o un cancer sospechoso generado por una ROS quinasa.

Para proporcionar una base para el diagndstico de una enfermedad (p. €j., un cancer) caracterizada por la expresion
del polipéptido ROS mutante (p. €j., un polipéptido de fusion FIG-ROS (S)), se establece un perfil normal o patréon
para la expresion. Esto puede lograrse combinando fluidos corporales o extractos celulares tomados de sujetos
normales, ya sean animales o seres humanos, con una secuencia, o un fragmento de la misma, que codifica el
polipéptido de fusion FIG-ROS o polipéptido ROS quinasa truncado, en condiciones adecuadas para la hibridacién o
la amplificacion. La hibridacién del patrén puede cuantificarse comparando los valores obtenidos de sujetos
normales con los de un experimento en donde se usa una cantidad conocida de un polinucleétido esencialmente
purificado. Los valores patrén obtenidos de muestras normales pueden compararse con valores obtenidos de
muestras de pacientes sintomaticos para la enfermedad. La desviacion entre los valores patron y los valores en
cuestion se usa para establecer la presencia de la enfermedad.

Una vez que se establece la enfermedad y se inicia un protocolo de tratamiento, los ensayos de hibridacion pueden
repetirse de forma regular para evaluar si el nivel de expresion en el paciente comienza a aproximarse a lo
observado en el paciente normal. Los resultados obtenidos a partir de ensayos sucesivos pueden usarse para
mostrar la eficacia del tratamiento durante un periodo que varia de varios dias a meses.

Los usos diagndsticos adicionales para los polinucleétidos de fusion FIG-ROS vy los polinucledtidos ROS truncados
(es decir, que bien carecen de las secuencias que codifican el dominio extracelular de ROS de tipo silvestre o
carecen de las secuencias que codifican los dominios tanto extracelular como transmembrana de ROS de tipo
silvestre) pueden implicar el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), otro formato de ensayo que es
convencional para los expertos en la técnica. Véase, p. gj., “MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL",
22 edicion, Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T., eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. (1989). Los oligdmeros de PCR se pueden sintetizar quimicamente, generar enzimaticamente o
producirse a partir de una fuente recombinante. Los oligémeros consistiran preferiblemente en dos secuencias de
nucledtidos, una con la orientaciéon sentido (5' a 3') y otra con la orientacion antisentido (3' a 5'), y se emplean en
condiciones optimizadas para la identificacion de un trastorno o gen especifico. Los mismos dos oligémeros,
conjuntos anidados de oligdbmeros, o incluso una agrupacion degenerada de oligdmeros se pueden usar en
condiciones menos rigurosas para la deteccion y/o cuantificacion de secuencias de ADN o ARN muy relacionadas.

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

En otra realizacion descrita en la presente memoria, los polinucléotidos ROS mutantes descritos en la presente
memoria se pueden usar para generar sondas de hibridacion que son utiles para la cartografia de la secuencia
gendmica natural. Las secuencias se pueden cartografiar en un cromosoma concreto o en una region especifica del
cromosoma usando técnicas muy conocidas. Estas técnicas incluyen hibridacion in situ de fluorescencia (FISH),
FACS o construcciones de cromosomas artificiales, tales como cromosomas artificiales de levadura, cromosomas
artificiales bacterianos, construcciones P1 bacterianas o bibliotecas de ADNc de cromosomas individuales, como se
revisa en Price, C. M., Blood Rev. 7: 127-134 (1993), y Trask, B. J., Trends Genet. 7: 149-154 (1991).

En una realizacion, se emplea hibridacion in situ de fluorescencia (FISH) (como se describe en Verma et al.
“HUMAN CHROMOSOMES: A MANUAL OF BASIC TECHNIQUES”, Pergamon Press, Nueva York, N. Y. (1988)), y
puede correlacionarse con oftras técnicas de cartografia de cromosomas fisica y datos de mapas genéticos. La
técnica FISH es bien conocida (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n.° 5.756.696; 5.447.841; 5.776.688; y
5.663.319). Pueden encontrarse ejemplos de datos de mapas genéticos en “1994 Genome Issue of Science” (265:
1981f). La correlacion entre la ubicacion del gen que codifica el polipéptido de fusion FIG-ROS o polipéptido ROS
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truncado sobre un mapa cromosoémico fisico y una enfermedad especifica, o la predisposicion a una enfermedad
especifica, puede ayudar a delimitar la region del ADN asociada con esa enfermedad genética. Las secuencias de
nucledtidos descritas en la presente memoria se pueden usar para detectar diferencias en las secuencias génicas
entre individuos normales, portadores o afectados.

La hibridacion in situ de preparados cromosomicos y las técnicas de cartografia de mapas fisicos, tales como el
analisis de enlaces usando marcadores cromosomicos establecidos, se pueden usar para extender los mapas
genéticos. A menudo, la colocacion de un gen sobre el cromosoma de otra especie de mamifero, tal como un ratén,
puede revelar marcadores asociados, incluso si se desconoce el nimero o el brazo de un determinado cromosoma
humano. Pueden asignarse nuevas secuencias a brazos cromosémicos, 0 a sus partes, mediante cartografia de
mapas fisicos. Esto proporciona informacion valiosa a los investigadores que estan buscando genes de
enfermedades usando clonacién posicional u otras técnicas de descubrimiento de genes. Tras haberse ubicado de
forma general la enfermedad o el sindrome mediante el enlace genético con una regién genémica concreta, por
ejemplo, AT con 11922-23 (Gatti et al. Nature 336:577-580 (1988)), cualquier cartografia de secuencias de la zona
puede representar genes asociados o reguladores para una posterior investigacion. La secuencia de nucleétidos
descrita en la presente memoria también se puede usar para detectar diferencias en la ubicacidon cromosémica
debidas a translocacion, inversion, etc., entre individuos normales, portadores o afectados.

Se entendera que todos los métodos (por ejemplo, PCR y FISH) que detectan polinucleétidos ROS mutantes (p. €j.,
ROS de tipo silvestre expresada de forma aberrante, polinucleétidos de fusion FIG-ROS, polinucleétidos de fusion
SLC34A2-ROS vy polinucledtidos de fusion CD74-ROS descritos en la presente memoria) se pueden combinar con
otros métodos que detectan bien polinucleétidos ROS mutantes o polipéptidos ROS mutantes. Por ejemplo, a la
deteccion de un polinucledtido FIG-ROS en el material genético de una muestra bioldgica (p. €j., FIG-ROS (S) en
una célula tumoral circulante) puede seguirle un analisis de transferencia Western o de inmunohistoquimica (IHC) de
las proteinas de la muestra para determinar si el polinucleétido FIG-ROS (S) se expresaba realmente como un
polipéptido de fusion FIG-ROS (S) en la muestra bioldgica. Dichos andlisis de transferencia Western o de IHC
pueden realizarse usando un anticuerpo que se una especificamente al polipéptido codificado por el polinucleétido
FIG-ROS (S) detectado, o los analisis pueden realizarse usando anticuerpos que se unan especificamente bien a
FIG de longitud completa (p.ej., al extremo N-terminal de la proteina) o a ROS de longitud completa (p. €j., unirse a
un epitopo en el dominio quinasa de ROS). Dichos ensayos son conocidos en la técnica (véase, p. €j., la patente de
EE.UU. n.° 7.468.252).

En otro ejemplo, la tecnologia de CISH de Dako permite la hibridaciéon in situ cromatogénica con inmuno-
histoquimica en la misma seccion tisular. Véase Elliot et al., Br J Biomed Sci 2008; 65(4):167-171, 2008 para
consultar una comparacion de CISH y FISH.

Como se emplea a lo largo de la memoria descriptiva, la expresion "muestra biolégica" se usa en su sentido mas
amplio, y significa cualquier muestra biolégica sospechosa de contener un polipéptido de fusion FIG-ROS, un
polinucledtido de fusion FIG-ROS, un polinucledtido ROS truncado, un polipéptido ROS truncado (es decir, bien
carente de las secuencias codificantes del dominio extracelular de ROS de tipo silvestre o carente de las secuencias
codificantes de los dominios tanto extracelular como transmembrana de tipo silvestre, ROS de longitud completa), un
polinucleétido ROS truncado o un fragmento del mismo, y puede comprender una célula, cromosomas aislados de
una célula (por ejemplo, una propagacion de cromosomas en metafase), ADN genémico (en soluciéon o unido a un
soporte solido tal como para el analisis de Southern), ARN (en solucién o unido a un soporte sélido tal como para el
analisis Northern), ADNc (en solucién o unido a un soporte sdélido), un extracto de células, sangre, orina, médula o
un tejido y similares

Las muestras bioldgicas utiles en la practica de los métodos descritos en la presente memoria pueden obtenerse de
cualquier mamifero en el que haya un cancer caracterizado por la presencia de un polipéptido de fusion FIG-ROS o
pueda estar presente o en desarrollo. Como se emplea en la presente memoria, la expresion "caracterizado por" con
respecto a un cancer y una molécula indicada (p. €j., una fusion ROS o una ROS mutante) significa un cancer en el
que una translocacién o mutacién génica (p. ej., causante de sobreexpresion de ROS de tipo silvestre) y/o un
polipéptido expresado (p. €j., un polipéptido de fusion FIG-ROS) esta presente, en comparacion con un cancer o un
tejido normal en el que dicha translocacion, sobreexpresion de ROS de tipo silvestre y/o polipéptido de fusion no
estan presentes. La presencia de dicha translocacion, sobreexpresion de ROS de tipo silvestre y/o polipéptido de
fusion puede conducir (es decir, estimular o ser el agente causante de), en su totalidad o en parte, el crecimiento y la
supervivencia de dicho cancer o sospecha de cancer.

En una realizacion, el mamifero es un ser humano, y el ser humano puede ser un candidato para un agente
terapéutico inhibidor de ROS, para el tratamiento de un cancer, p. €j., un cancer de higado, pancreas, rifién o
testicular. El candidato humano puede ser un paciente que se esté tratando con, o que se considere para EL
tratamiento con, un inhibidor de ROS quinasa. En otra realizacion, el mamifero es un animal de gran tamafo, tal
como un caballo o una vaca, mientras que, en otras realizaciones, el mamifero es un animal de pequefio tamafio, tal
como un perro o un gato, siendo todos ellos conocidos por desarrollar canceres, incluyendo de higado, de rifidn,
testicular y pancreatico.

Cualquier muestra biolégica que comprenda células (o extractos de células) procedentes de un cancer de mamifero
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es adecuada para su uso en los métodos descritos en la presente memoria. En una realizacion, la muestra bioldgica
comprende células obtenidas a partir de una biopsia de tumor. La biopsia puede obtenerse, segun las técnicas
clinicas convencionales, a partir de tumores primarios que aparezcan en el 6rgano de un mamifero, o de tumores
secundarios que han metastatizado hacia otros tejidos. En otra realizacion, la muestra biolégica comprende células
obtenidas a partir de materia aspirada con una aguja fina extraida de un tumor y las técnicas para obtener dichas
materias aspiradas son muy conocidas en la técnica (véase Cristallini et al., Acta Cytol. 36(3): 416-22 (1992)).

En algunas realizaciones, la muestra biolégica comprende células tumorales circulantes. Las células tumorales
circulantes ("CTC") pueden purificarse, por ejemplo, usando los kits y reactivos comercializados con las marcas
registradas Vita-Assays™, Vita-Cap™ y CellSearch® (disponibles en el mercado en Vitatex, LLC (una compaiiia de
Johnson and Johnson). Se describen otros métodos de aislamiento de CTC (véase, por ejemplo, la publicacion PCT
n.° WO/2002/020825, Cristofanilli et al., New Engl. J. of Med. 351 (8):781-791 (2004), y Adams et al., J. Amer. Chem.
Soc. 130 (27): 8633-8641 (julio de 2008)). En una realizacion particular, una célula tumoral circulante ("CTC") puede
aislarse e identificarse como originada en el pulmén.

En la presente memoria, también se describe un método de aislamiento de una CTC y, después, seleccionar una
CTC en uno o mas formatos de ensayo para identificar la presencia de un polipéptido o polinucleétido ROS mutante
descrito en la presente memoria (p. €j., polipéptido o polinucledtido de fusion FIG-ROS) en la CTC. Algunos formatos
de ensayo no limitantes incluyen analisis de transferencia Western, citometria de flujo (FC), inmunohistoquimica
(IHC), inmunofluorescencia (IF), hibridacion in situ de fluorescencia (FISH) y reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Una CTC de un paciente que se identifica como que comprende un polipéptido o polinucleétido ROS mutante
descrito en la presente memoria (p. €j., un polipéptido o polinucleétido de fusién FIG-ROS) puede indicar que el
cancer que se origina en el paciente (p. ej., un cancer de pulmon tal como un cancer pulmonar no microcitico) es
probable que responda a una composicién que comprende al menos un agente terapéutico inhibidor de la ROS
quinasa.

Una muestra biolégica puede comprender células (o extractos celulares) de un cancer en el que el polipéptido de
fusion FIG-ROS o polipéptido ROS mutante (p. €j., que carece de los dominios extracelular y transmembrana) se
expresa y/o se activa, pero la ROS quinasa de tipo silvestre no. Como alternativa, la muestra puede comprender
células de un cancer en el que tanto un polipéptido de fusién ROS mutante como una ROS quinasa de tipo silvestre
se expresan y/o se activan, o en el que se expresa y/o se activa la ROS quinasa de tipo silvestre, pero el polipéptido
de fusién ROS no.

Los extractos celulares de las muestras biolégicas anteriores pueden prepararse, ya sea en bruto o parcialmente (o
completamente) purificados, segun técnicas convencionales, y usarse en los métodos descritos en la presente
memoria. Como alternativa, se pueden usar muestras bioldgicas que comprendan células enteras en formatos de
ensayo tales como inmunohistoquimica (IHC), citometria de flujo (FC) e inmunofluorescencia (IF), como se describid
mas en detalle anteriormente. Dichos ensayos de células enteras son ventajosos, porque minimizan la manipulacion
de la muestra de células tumorales y reducen asi los riesgos de alterar el estado de activacion/sefalizacién in vivo
de las células y/o introducir sefales artificiales. Los ensayos de células enteras también son ventajosos, porque
caracterizan la expresion y la sefializacion solo en células tumorales, en lugar de una mezcla de células tumorales y
normales.

En la practica del método descrito para determinar si un compuesto inhibe la progresion de un tumor caracterizado
por la translocacion y/o polipéptido de fusion FIG-ROS, también se pueden emplear de forma ventajosa muestras
biolégicas que comprendan células de xenoinjertos de mamiferos (o trasplantes de médula ésea). Los xenoinjertos
no limitantes (o receptores de trasplantes) son pequefios mamiferos, tales como ratones, que albergan tumores
humanos (o leucemias) que expresan un polipéptido de fusién FIG-ROS (o una ROS quinasa mutante que contiene
el dominio quinasa, pero carece de los dominios transmembrana y extracelular). Los xenoinjertos que albergan
tumores humanos son muy conocidos en la técnica (véase Kal, Cancer Treat Res. 72: 155-69 (1995)), y la
produccion de xenoinjertos de mamifero que albergan tumores humanos ha sido bien descrita (véase, Winograd et
al., In Vivo. 1(1):1-13 (1987)). De manera similar, la generacion y el uso de modelos de trasplante de médula 6sea
esta bien descrito (véase, por ejemplo, Schwaller, et al., EMBO J. 17: 5321-333 (1998); Kelly et al., Blood 99: 310-
318 (2002)).

Al evaluar la presencia del polinucleétido ROS mutante o la expresién del polipéptido ROS mutante en una muestra
biolégica que comprende células de un tumor de cancer de mamifero, se puede emplear deseablemente con fines
comparativos una muestra de control que represente una célula en donde dicha translocacion y/o proteina de fusién
no se produzca. Idealmente, la muestra de control comprende células de un subconjunto del cancer en particular (p.
€j., cancer de higado de conducto biliar) que es representativo del subconjunto en donde no se produce la mutacién
(p. €j., translocacion de FIG-ROS) y/o el polipéptido de fusién no se expresa. La comparacion del nivel en la muestra
de control frente a la muestra bioloégica de ensayo identifica de este modo si el polinucleétido y/o el polipéptido
mutante/s esta/n presente/s. Como alternativa, dado que el polinucleétido y/o polipéptido de fusion FIG-ROS puede
no estar presente en la mayoria de los canceres, puede emplearse como control cualquier tejido que, de manera
similar, no exprese el polipéptido ROS mutante (ni albergue el polinucleétido mutante).

Los métodos descritos a continuacion seran de una valiosa utilidad diagndstica para los canceres caracterizados por
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polinucledtido y/o polipéptido ROS mutante, y las decisiones de tratamiento correspondientes a los mismos. Por
ejemplo, se pueden obtener muestras bioldgicas de un sujeto que no haya sido diagnosticado previamente de tener
un cancer caracterizado por una translocacion de polipéptido FIG-ROS y/o polipéptido de fusion, ni haya sido
sometido a tratamiento por dicho cancer, y el método se emplea para identificar diagnésticamente un tumor en dicho
sujeto como perteneciente a un subconjunto de tumores (p. e€j., un tumor de conducto biliar) en donde el
polinucledtido y/o polipéptido ROS mutante esta presente/expresado.

Como alternativa, se puede obtener una muestra bioldégica de un sujeto que haya sido diagnosticado de tener un
cancer caracterizado por la presencia de un tipo de quinasa, tal como EFGR, y que ha estado recibiendo
tratamiento, tal como la terapia con inhibidor de EGFR (p. €j., Tarceva™, Iressa™) para el tratamiento de dicho
cancer, y el método descrito en la presente memoria se emplea para identificar si el tumor del sujeto también se
caracteriza por un polipéptido FIG-ROS de translocacion y/o de fusién, y por lo tanto es probable que responda
completamente al tratamiento existente y/o si es deseable o justificable una terapia alternativa o inhibidora adicional
de ROS. Los métodos descritos en la presente memoria también pueden emplearse para controlar la progresion o
inhibicién de un cancer que expresa un polipéptido ROS mutante después del tratamiento de un sujeto con una
composicion que comprende un agente terapéutico inhibidor de ROS o una combinacion de agentes terapéuticos.

Dicho ensayo de diagndstico puede llevarse a cabo después o antes de la evaluacion preliminar o procedimientos de
vigilancia quirtrgica. El método de identificacion descrito en la presente memoria puede emplearse ventajosamente
como diagndstico para identificar pacientes que tienen cancer, tal como cancer de higado de conducto biliar,
caracterizado por la presencia de la proteina de fusién FIG-ROS, cuyos pacientes tendrian mayor probabilidad de
responder a agentes terapéuticos dirigidos a inhibir la actividad de ROS quinasa. La capacidad de seleccionar
dichos pacientes también seria util en la evaluacion clinica de la eficacia de futuras terapias dirigidas a ROS, asi
como en la prescripcién en el futuro de dichos farmacos a pacientes.

La capacidad para identificar selectivamente los canceres en los que hay presente/s una translocacion y/o
polipéptido de fusion FIG-ROS permite nuevos métodos importantes para identificar con precision dichos tumores
con fines de diagnostico, asi como obtener informacion util para determinar si dicho tumor es probable que responda
a una composicion terapéutica inhibidora de ROS o probable a ser parcial o totalmente no reactivo a un inhibidor
dirigido a una quinasa diferente cuando se administra como un solo agente para el tratamiento del cancer.

Por consiguiente, en la presente memoria, se describe un método para detectar la presencia de un polinucleétido y/o
polipéptido ROS mutante en un cancer, comprendiendo el método las etapas de: (a) obtener una muestra biolégica
de un paciente que tiene cancer; y (b) utilizar al menos un reactivo que detecte un polinucleétido o polipéptido ROS
mutante descrito en la presente memoria para determinar si un polinucleétido y/o polipéptido de fusion FIG-ROS
esta/n presente/s en la muestra bioldgica.

En algunas realizaciones, el cancer es un cancer de higado, tal como un cancer de conducto biliar hepatico. En
algunas realizaciones, el cancer es un cancer de pancreas, un cancer de rifion o un cancer de testiculo. En otras
realizaciones, la presencia de un polipéptido de fusién FIG-ROS identifica un cancer que es probable que responda
a una composicion o agente terapéutico que comprende al menos un compuesto inhibidor de ROS.

En algunas realizaciones, los métodos de diagndstico descritos en la presente memoria se implantan en un formato
de ensayo de citometria de flujo (FC), inmunohistoquimica (IHC) o inmunofluorescencia (IF). En otra realizacion, se
detecta la actividad del polipéptido de fusion FIG-ROS. En otras realizaciones, los métodos de diagnostico descritos
en la presente memoria se implantan en un formato de ensayo de hibridacion in situ fluorescente (FISH) o reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR).

En la presente memoria, se describe un método para determinar si un compuesto inhibe la progresion de un cancer
caracterizado por un polinucleétido o polipéptido de fusion FIG-ROS, comprendiendo dicho método la etapa de
determinar si dicho compuesto inhibe la expresién y/o actividad de dicha fusion FIG-ROS en dicho cancer. En una
realizacion, la inhibicion de la expresion y/o actividad del polipéptido de fusion FIG-ROS se determina usando al
menos un reactivo que detecta un polinucleétido o polipéptido de fusion FIG-ROS descrito en la presente memoria.
Los compuestos adecuados para la inhibicién de la actividad de la ROS quinasa se describen con mas detalle en la
presente memoria.

Las sondas polinucleotidicas de ROS mutante y los reactivos especificos de polipéptidos utiles en la practica de los
métodos descritos en la presente memoria se describieron con mayor detalle anteriormente. En una realizacion, el
reactivo especifico de polipéptido de fusion FIG-ROS comprende un anticuerpo especifico del polipéptido de fusion.
En otra realizacion, el reactivo especifico de polipéptido de fusién comprende un fosfopéptico marcado con isétopo
pesado (péptido AQUA) que corresponde a la unidn de fusion del polipéptido de fusion FIG-ROS.

Los métodos descritos en la presente memoria descritos anteriormente también pueden comprender opcionalmente
la etapa de determinar el nivel de expresion o activacion de otras quinasas, tales como ROS y EGFR de tipo
silvestre u otras moléculas de sefializacion cadena abajo en dicha muestra biologica. El perfil de tanto la
expresion/activacion del polipéptido de fusion FIG-ROS como de la expresion/activacion de otras quinasas y vias en
una muestra bioldgica dada puede proporcionar informacion valiosa sobre qué quinasal/s y via/s esta/n generando la
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enfermedad y qué régimen terapéutico es, por tanto, probable que sea de mayor beneficio.

El descubrimiento de los polipéptidos ROS mutantes (p. €j., los polipéptidos de fusion FIG-ROS) en cancer humano
también permite el desarrollo de nuevos compuestos que inhiben la actividad de estas proteinas ROS mutantes,
particularmente su actividad de ROS quinasa. Por consiguiente, en la presente memoria, también se describe un
método para determinar si un compuesto inhibe la progresion de un cancer caracterizado por un polinucleétido y/o
un polipéptido de fusiéon FIG-ROS, comprendiendo dicho método la etapa de determinar si dicho compuesto inhibe la
expresion y/o actividad de dicho polipéptido de fusion FIG-ROS en dicho cancer. En una realizacion, la inhibicion de
la expresion y/o actividad del polipéptido de fusién FIG-ROS se determina usando al menos un reactivo que detecte
un polinucledtido de fusion FIG-ROS y/o polipéptido de fusién FIG-ROS descrito en la presente memoria. Los
ejemplos no limitantes de dichos reactivos descritos en la presente memoria se han descrito anteriormente. Los
compuestos adecuados para la inhibicién de la actividad ROS quinasa se describen con mas detalle a continuacion.

Como se emplea en la presente memoria, un "inhibidor de ROS" o un "compuesto inhibidor de ROS" significa
cualquier composicién que comprende uno o mas compuestos, productos quimicos o bioldgicos, que inhiben, directa
o indirectamente, la expresion y/o actividad de bien una ROS de tipo silvestre (longitud completa) o el dominio
quinasa de ROS, bien solo y/o como parte de los polipéptidos de fusién FIG-ROS descritos en la presente memoria.
Dicha inhibicion puede ser in vitro o in vivo. "Agente terapéutico inhibidor de ROS" o "agente terapéutico que inhibe
ROS" significa un compuesto inhibidor de ROS usado como agente terapéutico para tratar a un paciente que tiene
un cancer (p. €j., un cancer de higado, testiculo, rifidn o pancreas) caracterizado por la presencia de un polipéptido
de fusion FIG-ROS descrito en la presente memoria.

En algunas realizaciones descritas en la presente memoria, el inhibidor de ROS es un agente de unioén que se une
especificamente a un polipéptido de fusion FIG-ROS, un agente de union que se une especificamente a un
polipéptido ROS mutante, un ARNip dirigido a un polinucleétido de fusion FIG-ROS (p. €j., un polinucleétido de
fusiéon FIG-ROS (S)) o un ARNip dirigido a un polinucleétido ROS mutante.

El compuesto inhibidor de ROS puede ser, por ejemplo, un inhibidor de quinasas, tal como un inhibidor de molécula
pequeia o de anticuerpo. Puede ser un inhibidor de panquinasas con actividad contra varias quinasas diferentes, o
un inhibidor especifico de quinasa. Dado que ROS, ALK, LTK, InsR e IGF1R pertenecen a la misma familia de
tirosina quinasas, pueden compartir una estructura similar en el dominio quinasa. Por lo tanto, en algunas
realizaciones, un inhibidor de ROS de la invencién también inhibe la actividad de una ALK quinasa, una LTK
quinasa, un receptor de insulina o un receptor de IGF1. Los compuestos inhibidores de ROS se describen con mas
detalle a continuacién. Las muestras bioldgicas de los pacientes pueden tomarse antes y después del tratamiento
con el inhibidor y después analizarse, usando los métodos descritos anteriormente, para determinar el efecto
biolégico del inhibidor sobre la actividad ROS quinasa, que incluye la fosforilacion de la proteina sustrato cadena
abajo. Dicho ensayo farmacodinamico puede ser util para determinar la dosis biolégicamente activa del farmaco que
puede ser preferible a una dosis maxima tolerable. Dicha informacién también seria Gtil en propuestas para la
aprobacién de farmacos demostrando el mecanismo de accién del farmaco.

También se describe en el presente documento que el polipéptido de fusiéon FIG-ROS puede aparecer en al menos
un subgrupo de cancer de higado, pancreas, rifion y testiculo humano. Por consiguiente, la progresion de un cancer
de mamifero (p.ej., cancer de higado, pancreas, rifidn o testiculo) en el que se expresa una proteina de fusion FIG-
ROS puede inhibirse, in vivo, inhibiendo la actividad de la ROS quinasa en dicho cancer. La actividad ROS en los
canceres caracterizados por la expresion de un polipéptido de fusion FIG-ROS (o un polipéptido ROS mutante que
comprende solo el dominio quinasa) puede inhibirse poniendo en contacto el cancer (p. €j., un tumor) con un agente
terapéutico inhibidor de ROS. Por consiguiente, la invencién proporciona, en parte, un compuesto para su uso en la
inhibicién de la progresion de un cancer que expresa el polipéptido de fusién FIG-ROS mediante la inhibiciéon de la
expresion y/o actividad de la ROS quinasa en el cancer.

Un agente terapéutico inhibidor de ROS puede ser cualquier composicion que comprenda al menos un inhibidor de
ROS. Dichas composiciones también incluyen composiciones que comprenden solamente un Unico compuesto
inhibidor de ROS, asi como composiciones que comprenden multiples agentes terapéuticos (incluyendo aquellos
contra otras RTK), que también pueden incluir un agente terapéutico no especifico como un agente
quimioterapéutico o un inhibidor general de la transcripcion.

El agente terapéutico inhibidor de ROS para su uso segun la invencion es un inhibidor de molécula pequefia,
dirigido. Los inhibidores dirigidos de molécula pequefia son una clase de moléculas que normalmente inhiben la
actividad de su enzima diana uniéndose de forma especifica, y a menudo irreversible, con el sitio catalitico de la
enzima y/o uniéndose a una hendidura de unién a ATP u otro sitio de union dentro de la enzima que evite que la
enzima adogte una configuracion necesaria para su actividad. Un inhibidor de quinasa dirigido de molécula pequeia
es Gleevec™ (Imatinib, STI-571), que inhibe CSFIR y BCR-ABL, y sus propiedades estan bien descritas. Véase
Dewar et al, Blood 105(8): 3127-32 (2005). Otros inhibidores de quinasa de molécula pequefia adicionales que se
pueden dirigir a ROS incluyen TAE-684 (véanse los siguientes ejemplos) y PF-02341066 (Pfizer, Inc).

PF-02341066 tiene la estructura:
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Inhibidores adicionales de molécula pequefia y otros inhibidores (por ejemplo, inhibidores indirectos) de la actividad
de ROS quinasa pueden disefiarse racionalmente usando modelos cristalograficos de rayos X o por modelizaciéon
informatica de la estructura tridimensional de ROS, o pueden encontrarse mediante rastreo de alto rendimiento de
bibliotecas de compuestos para la inhibicién de enzimas reguladoras cadena arriba clave y/o moléculas de union
necesarias, lo que da lugar a la inhibicién de la actividad de ROS quinasa. Dichos enfoques son muy conocidos en la
técnica y se han descrito. La inhibicion de ROS por dichos agentes terapéuticos puede confirmarse, por ejemplo,
examinando la capacidad del compuesto para inhibir la actividad ROS, pero no otra actividad quinasa, en un panel
de quinasas, y/o examinando la inhibicién de la actividad ROS en una muestra biolégica que comprende células
cancerosas (por ejemplo, células de cancer de higado, pancreas, rifidon o testiculo). Los métodos para identificar
compuestos que inhiben un cancer caracterizado por la expresion/presencia de translocacion y/o polipéptido de
fusion FIG-ROS, y/o polinucleétido y/o polipéptido ROS mutante, se describen ademas a continuacion.

Los agentes terapéuticos inhibidores de ROS dutiles en los métodos descritos en la presente memoria también
pueden ser anticuerpos dirigidos que se unan especificamente a sitios o dominios criticos cataliticos o de union
requeridos para la actividad ROS e inhiben la quinasa bloqueando el acceso de ligandos, sustratos o moléculas
secundarias a y/o impidiendo que la enzima adopte una configuraciéon necesaria para su actividad. La produccion, la
seleccion y el uso terapéutico de anticuerpos especificos de dianas humanizados ha sido bien descrito. Véase,
Merluzzi et al., Adv. Clin. Path. 4(2):77-85 (2000). Se dispone de sistemas y tecnologias comerciales, tales como la
biblioteca combinatoria de anticuerpos humanos de Morphosys, Inc.'s (HUCAL®), para la generacion y seleccion de
alto rendimiento de anticuerpos inhibidores especificos de diana humanizados.

Se ha descrito la produccion de diversos anticuerpos dirigidos anti-receptores de quinasas y su uso para inhibir la
actividad del receptor diana. Véase, por ejemplo, la publicacién de patente de EE.UU. n.° 20040202655, la
publicacion de patente de EE.UU. n.° 20040086503, la publicaciéon de patente de EE.UU. n.° 20040033543. En la
técnica, se conocen métodos estandarizados para producir y usar anticuerpos inhibidores de la actividad de la
tirosina quinasa receptora. Véase, por ejemplo, la patente europea n.° EP1423428.

También se pueden emplear enfoques de presentacion de fagos para generar inhibidores de anticuerpos especificos
de ROS, y se describen protocolos para la construccion de bibliotecas de bacteriofagos y la seleccion de anticuerpos
recombinantes en el texto de referencia bien conocido “CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY”, Colligan et al.
(Eds.), John Wiley & Sons, Inc. (1992-2000), Capitulo 17, Apartado 17.1. Véase también la patente de EE.UU. n.°
6.319.690, la patente de EE.UU. n.° 6.300.064, la patente de EE.UU. n.° 5.840.479 y la publicacién de patente de
EE.UU. n.° 20030219839.

Puede producirse una biblioteca de fragmentos de anticuerpos mostrados sobre la superficie de bacteriéfagos
(véase, p. €j., la patente de EE.UU. n.° 6.300.064) y rastrearse en busca de la unién a una proteina de fusion FIG-
ROS descrita en la presente memoria. Un fragmento de anticuerpo que se une a un polipéptido de fusion FIG-ROS
se identifica como una molécula candidata para bloquear la activacién constitutiva del polipéptido de fusiéon FIG-ROS
en una célula. Véase la patente europea n.° EP1423428.

Los anticuerpos dirigidos de unién a ROS identificados en el rastreo de las bibliotecas de anticuerpos, como se
describié anteriormente, después pueden explorarse en busca de su capacidad para bloquear la actividad de ROS,
tanto en un ensayo de quinasas in vitro como en estirpes celulares y/o tumores in vivo. La inhibicion de ROS puede
confirmarse, por ejemplo, examinando la capacidad de dicho agente terapéutico de anticuerpo para inhibir la
actividad ROS quinasa en un panel de quinasas, y/o examinando la inhibicién de la actividad ROS en una muestra
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biolégica que comprende células cancerosas, como se describid anteriormente. En algunas realizaciones, un
compuesto inhibidor de ROS para su uso segun la invencién reduce la actividad de ROS quinasa, pero reduce la
actividad quinasa de otras quinasas en menor grado (o nada en absoluto). Los métodos de seleccion de dichos
compuestos para la inhibicién de ROS quinasa se describieron en mas detalle anteriormente.

Los compuestos inhibidores de ROS que son Utiles en la practica de los métodos descritos también pueden ser
compuestos que inhiben indirectamente la actividad de ROS inhibiendo la actividad de las proteinas o moléculas
distintas de la propia ROS quinasa. Dichos agentes terapéuticos inhibidores pueden ser inhibidores dirigidos que
modulen la actividad de quinasas reguladoras clave que fosforilan o desfosforilan (y, por tanto, activan o desactivan)
a la propia ROS, o que interfieren en la unién de los ligandos. Al igual que con otros receptores de tirosina quinasas,
ROS regula la sefializacién cadena abajo a través de una red de proteinas adaptadoras y quinasas cadena abajo.
Como resultado de ello, la induccion del crecimiento celular y la supervivencia mediante la actividad de ROS puede
inhibirse dirigiendo estas proteinas interactivas o de cadena abajo.

La actividad de ROS quinasa también puede inhibirse indirectamente usando un compuesto que inhiba la unién de
una molécula activadora necesaria para que ROS adopte su configuracion activa. Por ejemplo, se ha descrito la
produccion y el uso de anticuerpos anti-PDGF. Véase la publicacion de patente de EE.UU. n.° 20030219839, “Anti-
PDGF Antibodies and Methods for Producing Engineered Antibodies”, Bowdish et al. La inhibicién del ligando
(PDGF) que se une al receptor regula por disminucién directamente la actividad del receptor.

Los compuestos o agentes terapéuticos inhibidores de ROS también pueden comprender compuestos inhibidores de
la transcripcion y/o anti-sentido que inhiben la actividad de ROS quinasa bloqueando la transcripcion del gen que
codifica ROS y/o el gen de la fusion FIG-ROS. Se ha descrito la inhibicion de diversas quinasas receptoras, que
incluyen VEGFR, EGFR, e IGFR, y FGFR, por agentes terapéuticos antisentido para el tratamiento del cancer.
Véanse, p. €j., las patentes de EE.UU. n.° 6.734.017; 6.710.174, 6.617.162; 6.340.674; 5.783.683; 5.610.288.

Pueden disefarse y construirse oligonucledtidos antisentido, y emplearse como agentes terapéuticos contra genes
diana segun técnicas conocidas. Véase, por ejemplo, Cohen, J., Trends in Pharmacol. Sci. 10(11): 435-437 (1989);
Marcus-Sekura, Anal. Biochem. 172: 289-295 (1988); Weintraub, H., Sci. AM. pag. 40-46 (1990); Van Der Krol et al.,
BioTechniques 6(10): 958-976 (1988); Skorski et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. (1994) 91: 4504-4508. La
inhibicién del crecimiento de carcinomas humanos in vivo usando un inhibidor de ARN antisentido de EGFR se ha
descrito recientemente. Véase la publicacion de patente de EE.UU. n.° 20040047847. De igual manera, un agente
terapéutico inhibidor de ROS que comprende al menos un oligonucleétido antisentido contra un gen ROS de
mamifero o un polinucledtido de fusion FIG-RIS o polinucleétido ROS mutante puede prepararse segun métodos
descritos anteriormente. Pueden prepararse composiciones farmacéuticas que comprendan compuestos antisentido
inhibidores de ROS y administrarse como se describe en mas detalle a continuacion.

Las composiciones de moléculas de ARN interferente pequefio (ARNip), que inhiben la traduccién y, por
consiguiente, la actividad, de ROS a través del proceso de interferencia del ARN, también se puede usar de forma
deseable en los métodos descritos en la presente memoria. También se han descrito la interferencia del ARN y la
silenciacion selectiva de la expresién de la proteina diana mediante la introduccién de moléculas de ARN
bicatenarias pequefias exdgenas que comprenden una secuencia complementaria al ARNm que codifica la proteina
diana. Véase, p. €j., la publicacion de patente de EE.UU. n.° 20040038921, la publicacion de patente de EE.UU. n.°
20020086356 y la publicacion de patente de EE.UU. n.° 20040229266.

Las moléculas de ARN bicatenario (ARNbc) han demostrado bloquear la expresion de genes mediante un
mecanismo regulador altamente conservado conocido como interferencia del ARN (ARNi). En resumen, la ARNasa
[l Dicer procesa el ARNbc en ARN interferente pequefio (ARNip) de aproximadamente 22 nucledtidos, que sirve
como secuencia guia para inducir la escision del ARNm especifica de la diana por un complejo silenciador inducido
por ARN RISC (véase Hammond et al., Nature (2000) 404: 293-296). El ARNi implica una reaccion de tipo catalitico
mediante la que se generan nuevos ARNip a través de la escision sucesiva de ARNbc mas largo. Asi pues, a
diferencia del antisentido, el ARNi degrada el ARN diana de una manera no estequiométrica. Cuando se administra
a una célula o a un organismo, el ARNbc exégeno ha demostrado dirigir la degradacion especifica de la secuencia
del ARN mensajero endégeno (ARNm) a través del ARNI.

Una amplia variedad de productos de ARNip especificos de la diana, que incluyen vectores y sistemas para su
expresion y uso en células de mamifero, se encuentran actualmente disponibles en el mercado. Véase, p. €],
Promega, Inc. (www.promega.com): Dharmacon, Inc. (www.dharmacon.com). Se dispone de manuales técnicos
detallados sobre el disefio, la construccion y el uso de ARNbc para ARNi. Véase por ejemplo, “RNAi Technical
Reference & Application Guide” de Dharmacon; “RNAi: A Guide to Gene Silencing” de Promega. También se
dispone en el mercado de productos de ARNip inhibidores de ROS, y se pueden emplear de modo adecuado en el
método descrito en la presente memoria. Véase, p. €j., Dharmacon, Inc., Lafayette, CO (catalogos n.° M-003162-03,
MU-003162-03, D-003162-07 a -10 (ARNip siGENOME™ SMARTselection y SMARTpooI®).

Recientemente, se ha establecido que los ARNbc pequefios con una longitud inferior a 49 nucledtidos, y
preferiblemente 19-25 nucledtidos, que comprenden al menos una secuencia que es esencialmente idéntica a parte
de una secuencia de ARNm diana, y ARNbc que tiene éptimamente al menos una proyeccion de 1-4 nucleétidos en
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un extremo, son los mas eficaces en la mediacion del ARNi en mamiferos. Véanse las publicaciones de patente de
EE.UU. n.° 20040038921 y 20040229266. La construccion de dichos ARNbc y su uso en preparaciones
farmacéuticas para silenciar la expresion de una proteina diana in vivo se describe en detalle en dichas
publicaciones.

Si se conoce la secuencia del gen diana en un mamifero, se pueden producir ARN de 21-23 nt, por ejemplo, y
ensayarse para su capacidad para la mediacion del ARNi en una célula de mamifero, tal como una célula humana o
de otro primate. Estas moléculas de ARN de 21-23 nt que han demostrado mediar en el ARNi pueden ensayarse, si
se desea, en un modelo animal apropiado para evaluar también su eficacia in vivo. Los sitios diana que se conocen,
por ejemplo, los sitios diana que se ha determinado que son sitios diana eficaces basandose en estudios con otras
moléculas de acido nucleico, por ejemplo, ribozimas o antisentido, o las dianas que se sabe que estan asociadas
con una enfermedad o una afeccion, tales como los sitios que contienen mutaciones o eliminaciones, se pueden
usar para disefiar moléculas de ARNip dirigidas también a esos sitios.

Como alternativa, se pueden predecir/disefar de forma logica las secuencias de los ARNbc eficaces mediante la
exploracion del ARNm diana de interés en busca de sitios diana, por ejemplo, usando un algoritmo de plegamiento
informatico. La secuencia diana puede analizarse por medios informaticos para producir una lista de todos los
fragmentos o subsecuencias de una determinada longitud, por ejemplo, fragmentos de 23 nucleétidos, usando
programas de analisis de secuencias comerciales o secuencias de instrucciones Perl adaptadas, tales como Oligo,
MacVector, o el paquete GCG Wisconsin.

Se pueden usar diversos parametros para determinar qué sitios diana son los mas adecuados dentro de la
secuencia de ARN diana. Estos parametros incluyen, pero no se limitan a, la estructura secundaria o terciaria del
ARN, la composicion de bases nucleotidicas de la secuencia diana, el grado de homologia entre diversas regiones
de la secuencia diana, o la posicién relativa de la secuencia diana dentro de la transcripcion del ARN. Basandose en
estas determinaciones, se puede escoger cualquier nimero de sitios diana dentro de la transcripcion del ARN para
explorar las moléculas de ARNip segun su eficacia, por ejemplo, usando ensayos de escision de ARN in vitro,
cultivos celulares o0 modelos animales. Véase, p. €j., la publicaciéon de patente de EE.UU. n.° 20030170891. También
se ha descrito recientemente un algoritmo para identificar y seleccionar sitios diana de ARNi. Véase la publicacion
de patente de EE.UU. n.° 20040236517.

Las técnicas de transferencia de genes que se usan habitualmente incluyen los métodos de fosfato de calcio, DEAE-
dextrano, electroporacion y microinyeccion, y métodos viricos (Graham et al. (1973) Virol. 52: 456; McCutchan et al,
(1968), J. Natl. Cancer Inst. 41: 351; Chu et al. (1987), Nucl. Acids Res. 15: 1311; Fraley et al. (1980), J. Biol. Chem.
255: 10431; Capecchi (1980), Cell 22: 479). El ADN también puede introducirse en las células usando liposomas
catiénicos (Feigner et al. (1987), Proc. Natl. Acad. Sci EE.UU. 84: 7413). Las formulaciones de lipidos catiénicos
disponibles en el mercado incluyen Tfx 50 (Promega) o Lipofectamin 200 (Life Technologies). Como alternativa, se
pueden emplear vectores viricos para transportar el ARNbc a una célula y mediar en el ARNi. Véase la publicacion
de patente de EE.UU. n.° 20040023390.

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

A continuacién, se puede efectuar la interferencia de ARNip en un mamifero usando moléculas de ARNbc
preparadas administrando un preparado farmacéutico que comprende el ARNbc al mamifero. La composiciéon
farmacéutica se administra a una dosis suficiente para inhibir la expresion del gen diana. EI ARNbc normalmente
puede administrarse a una dosis inferior a 5 mg de ARNbc por kilogramo de peso corporal al dia, y es suficiente para
inhibir o suprimir completamente la expresion del gen diana. En general, una dosis adecuada de ARNbc estara en el
intervalo de 0,01 a 2,5 miligramos por kilogramo de peso corporal del receptor al dia, preferiblemente en el intervalo
de 0,1 a 200 microgramos por kilogramo de peso corporal al dia, mas preferiblemente en el intervalo de 0,1 a 100
microgramos por kilogramo de peso corporal al dia, aun mas preferiblemente en el intervalo de 1,0 a 50
microgramos por kilogramo de peso corporal al dia, y lo mas preferiblemente en el intervalo de 1,0 a 25 microgramos
por kilogramo de peso corporal al dia. Una composicion farmacéutica que comprende el ARNbc se administra una
vez al dia, o en multiples subdosis, por ejemplo, usando formulaciones de liberacion sostenida muy conocidas en la
técnica. La preparacion y administracion de dichas composiciones farmacéuticas puede llevarse a cabo segun
técnicas convencionales, como se describe en mas detalle a continuacion.

Dichos ARNbc se pueden usar luego para inhibir la expresion y la actividad de ROS en un cancer, preparando un
preparado farmacéutico que comprenda una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho ARNbc, como se describid
anteriormente, y administrando el preparado a un sujeto humano que tenga un cancer (p. €j., un cancer de higado,
pancreas, rifion o testiculo) que exprese una proteina de fusion FIG-ROS o polipéptido ROS mutante, por ejemplo,
mediante inyeccion directa al tumor. La inhibicion similar de otras tirosina quinasa receptoras, tales como VEGFR y
EGFR, usando inhibidores de ARNip se ha descrito recientemente. Véase la publicacién de patente de EE.UU. n.°
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20040209832, la publicacion de patente de EE.UU. n.° 20030170891 y la publicacion de patente de EE.UU. n.°
20040175703.

Las composiciones terapéuticas inhibidores de ROS para su uso segun la invencion pueden administrarse a un
mamifero por cualquier medio conocido en la técnica incluyendo, pero sin limitarse a, vias oral o peritoneal,
incluyendo las vias intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea, transdérmica, aérea (aerosol), rectal,
vaginal y tépica (incluyendo bucal y sublingual).

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

Las capsulas para el uso oral incluyen capsulas de gelatina dura, en las que el principio activo se mezcla con un
diluyente solido, y capsulas de gelatina blanda, en donde los principios activos se mezclan con agua o un aceite, tal
como aceite de cacahuete, parafina liquida o aceite de oliva. Para un uso intramuscular, intraperitoneal, subcutaneo
e intravenoso, las composiciones farmacéuticas para su uso segun la invencion, en general, se proporcionaran en
suspensiones o soluciones acuosas estériles, tamponadas hasta un pH e una isotonicidad apropiados. Los vehiculos
acuosos adecuados incluyen solucion de Ringer y cloruro de sodio isoténico. El vehiculo puede consistir
exclusivamente en un tampoén acuoso ("exclusivamente" significa que no estan presentes agentes auxiliares o
sustancias encapsulantes que puedan afectar o mediar la captacion del agente terapéutico inhibidor de ROS).
Dichas sustancias incluyen, por ejemplo, estructuras micelares tales como liposomas o capsides, como se describe
a continuacion. Las suspensiones acuosas pueden incluir agente de suspension, tales como derivados de celulosa,
alginato de sodio, polivinilpirrolidona y goma de tragacanto, y un agente humectante, tal como lecitina. Los
conservantes adecuados para las suspensiones acuosas incluyen p-hidroxibenzoato de etilo y de n-propilo.

Las composiciones terapéuticas inhibidoras de ROS también pueden incluir formulaciones encapsuladas para
proteger el agente terapéutico (por ejemplo, un compuesto de ARNbc o un anticuerpo que se une especificamente a
un polipéptido de fusion FIG-ROS) contra la eliminacion rapida del organismo, tal como una formulacion de
liberacion controlada, incluyendo implantes y sistemas de administracién microencapsulados. Se pueden usar
polimeros biocompatibles, biodegradables, tales como etileno-acetato de vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico,
colageno, poliortoésteres y acido polilactico. Los métodos de preparacion de dichas formulaciones seran evidentes
para los expertos en la técnica. Los materiales también se pueden obtener en el mercado en Alza Corporation y
Nova Pharmaceuticals, Inc. También se pueden usar suspensiones liposémicas (incluyendo liposomas dirigidos a
células infectadas con anticuerpos monoclonales contra antigenos viricos) como vehiculos farmacéuticamente
aceptables. Estas se pueden preparar segun métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, como
se describe en la patente de EEUU n.° 4.522.811; la publicacion PCT WO 91/06309; y la publicacion de patente
europea EP-A-43075. Una formulacion encapsulada puede comprender una proteina de la cubierta virica. La
proteina de cubierta virica puede derivarse o estar asociada con un virus, tal como un virus de polioma, o puede ser
parcial o totalmente artificial. Por ejemplo, la proteina cubierta puede ser una proteina de virus 1 y/o una proteina de
virus 2 del virus del polioma, o uno de sus derivados.

Los compuestos inhibidores de ROS también pueden comprender un vehiculo de administracién, incluyendo
liposomas, para la administracion a un sujeto, vehiculos y diluyentes y sus sales, y/o pueden estar presentes en
formulaciones farmacéuticamente aceptables. Por ejemplo, los métodos para la administracién de moléculas de
acido nucleico se describen en Akhtar et al., 1992, Trends Cell Bio., 2, 139; “DELIVERY STRATEGIES FOR
ANTISENSE OLIGONUCLEOTIDE THERAPEUTICS”, ed. Akbtar, 1995, Maurer et al, 1999, Mol. Membr. Biol., 16,
129-140; Holland y Huang, 1999, Handb. Exp. Pharmacol., 137, 165-192; y Lee et al, 2000, ACS Symp. Ser., 752,
184-192. La patente de EE.UU. n.° 6.395.713 y la publicacién PCT n.® WO 94/02595 describen ademas los métodos
generales para la administracion de moléculas de acido nucleico. Estos protocolos se pueden utilizar para la
administracion de casi cualquier molécula de acido nucleico.

Los agentes terapéuticos inhibidores de ROS (es decir, un compuesto inhibidor de ROS que se administra como un
agente terapéutico) se pueden administrar a un tumor de mamifero mediante una variedad de métodos conocidos
por los expertos en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, la encapsulacion en liposomas, mediante iontoforesis,
o mediante la incorporacion en otros vehiculos, tales como hidrogeles, ciclodextrinas, nanocapsulas biodegradables
y microesferas bioadhesivas, o mediante vectores proteinaceos (véase la publicacion PCT n.° WO 00/53722). Como
alternativa, la combinacién de agente terapéutico/vehiculo se administra de modo local mediante una inyeccion
directa o mediante el uso de una bomba de infusién. La inyeccion directa de la composicién, ya sea subcutanea,
intramuscular o intradérmica, puede tener lugar usando metodologias convencionales de aguja y jeringa, o mediante
tecnologias sin aguja como las descritas en Corny et al., 1999, Clin. Cancer Res., 5, 2330-2337 y la publicacion PCT
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n.° WO 99/31262.

Las formulaciones farmacéuticamente aceptables de agentes terapéuticos inhibidores de ROS incluyen sales de los
compuestos descritos anteriormente, p. e€j., sales de adicion de acidos, por ejemplo, sales del acido clorhidrico,
bromhidrico, acético y bencenosulfénico. Una composicion o formulacion farmacolégica se refiere a una composicion
o formulaciéon en una forma adecuada para la administracion, p. e€j., la administracion sistémica, en una célula o un
paciente, que incluye, por ejemplo, un ser humano. Las formas adecuadas, en parte, dependen del uso o de la via
de entrada, por ejemplo, oral, transdérmica o mediante inyeccion. Dichas formas no deben evitar que la composicion
o formulacion alcance una célula diana. Por ejemplo, las composiciones farmacoldgicas inyectadas en el torrente
sanguineo deben ser solubles. En la técnica, se conocen otros factores, e incluyen consideraciones tales como la
toxicidad y las formas que evitan que la composicion o formulacion ejerza su efecto.

Las vias de administracién que conducen a una absorcion sistémica (p. ej., absorcion sistémica o acumulacion de
farmacos en el torrente sanguineo, seguido de su distribucién a través de todo el organismo) son deseables e
incluyen, sin limitacién: intravenosa, subcutanea, intraperitoneal, inhalacién, oral, intrapulmonar e intramuscular.
Cada una de estas vias de administracion expone el agente terapéutico inhibidor de ROS a un tumor o tejido
enfermo accesible. Se ha demostrado que la velocidad de entrada de un farmaco en la circulacién es en funcién del
peso molecular o del tamafio. El uso de un liposoma u otro vehiculo farmacoldgico que comprende los compuestos
para el uso segun la presente invencion puede localizar potencialmente el farmaco, por ejemplo, en ciertos tipos de
tejidos tales como los tejidos del sistema endotelial reticular (RES). Una formulacion de liposomas que puede facilitar
la asociacion del farmaco con la superficie de las células, tales como linfocitos y macréfagos, también es util. Dicho
enfoque puede proporcionar una mejor administracion del farmaco a las células diana aprovechando la especificidad
del reconocimiento inmunolégico de los macréfagos y linfocitos de las células anémalas, tales como las células
cancerosas.

Por "formulaciéon farmacéutica aceptable" se entiende una composiciéon o formulacion que permite la distribucion
eficaz de las moléculas de acido nucleico para su uso segun la presente invencién en la localizacion fisica mas
adecuada para su actividad deseada. Los ejemplos no limitantes de agentes adecuados para la formulacion con las
moléculas de acido nucleico para su uso segun la presente invencion incluyen: inhibidores de p-glicoproteinas (tales
como Pluronic P85), que pueden potenciar la entrada de farmacos en el SNC (Jolliet-Riant y Tillement, 1999,
Fundam. Clin. Pharmacol., 13, 16-26); polimeros biodegradables tales como microesferas de poli(DL-lactida-
coglicélido) para la administracion de liberacion sostenida después de la implantacion intracerebral (Emerich et al.,
1999, Cell Transplant, 8, 47-58) (Alkermes, Inc. Cambridge, Mass.); y nanoparticulas cargadas, tales como las
fabricadas con polibutilcianoacrilato, que pueden administrar farmacos a través de la barrera hematoencefalica y
pueden alterar los mecanismos de captacion neuronal (Prog Neuro-psychopharmacol Biol Psychiatry, 23, 941- 949,
1999). Otros ejemplos no limitantes de estrategias de administracion para los compuestos inhibidores de ROS de
uso segun la invencion incluyen los materiales descritos en Boado et al., 1998, J. Pharm. Sci., 87, 1308-1315; Tyler
et al., 1999, FEBS Lett., 421, 280-284; Pardridge et al., 1995, PNAS EE.UU., 92, 5592-5596; Boado, 1995, Adv.
Drug Delivery Rev., 15, 73-107; Aldrian-Herrada et al., 1998, Nucleic Acids Res., 26, 4910-4916; y Tyler et al, 1999,
PNAS EE.UU., 96, 7053-7058.

Las composiciones terapéuticas que comprenden liposomas con superficie modificada que contienen lipidos de
polietilenglicol (modificados con PEG, o liposomas de largo tiempo en circulacién o liposomas sigilosos) también se
pueden emplear adecuadamente para el uso segun la invencién. Estas formulaciones ofrecen un método para
aumentar la acumulacion de farmacos en tejidos diana. Esta clase de vehiculos de farmacos resiste a la
opsonizacion y la eliminacion por el sistema fagocitico mononuclear (MPS o RES), y por tanto permiten conseguir
unos tiempos en la circulacion sanguinea mas largos y una mayor exposicion de los tejidos para el farmaco
encapsulado (Lasic et al. Chem. Rev. 1995, 95, 2601-2627; Ishiwata et al, Chem. Pharm. Bull. 1995, 43, 1005-1011).
Dichos liposomas han demostrado acumularse selectivamente en tumores, presumiblemente debido a la
extravasacion y la captura en los tejidos diana neovascularizados Lasic et al, Science 1995, 267, 1275-1276; Oku et
al., 1995, Biochim. Biophys. Acta, 1238, 86-90). Los liposomas de tiempo de circulacion largo potencian la
farmacocinética y la farmacodinamica del ADN y ARN, en particular, en comparacion con los liposomas catiénicos
convencionales que se sabe que se acumulan en tejidos del MPS (Liu et al, J. Biol. Chem. 1995, 42, 24864-24870;
publicacion PCT n.° WO 96/10391; publicacién PCT n.° WO 96/10390; y publicaciéon PCT n.° WO 96/10392).
También es probable que los liposomas de largo tiempo en circulacion protejan a los farmacos frente a la
degradacion por nucleasas en un mayor grado que los liposomas catiénicos, basandose en su capacidad para evitar
la acumulacion en tejidos de MPS metabdlicamente agresivos, tales como el higado y el bazo.

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

Una dosis farmacéuticamente eficaz es aquella dosis requerida para prevenir, inhibir la aparicion o tratar (aliviar un
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sintoma hasta cierto grado, preferiblemente todos los sintomas) de un estado patolégico. La dosis
farmacéuticamente eficaz depende del tipo de enfermedad, de la composicién usada, de la via de administracion,
del tipo de mamifero que se esté tratando, de las caracteristicas fisicas del mamifero considerado en particular, de la
medicacion concurrente y de otros factores que los expertos en Medicina reconocen. En general, se administra una
cantidad entre 0,1 mg/kg y 100 mg/kg de peso corporal/dia de principios activos dependiendo de la potencia del
polimero cargado negativamente.

Unos niveles de dosis del orden de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 140 mg por kilogramo de peso
corporal al dia son utiles en el tratamiento de las afecciones indicadas anteriormente (de aproximadamente 0,5 mg a
aproximadamente 7 g por paciente al dia). La cantidad de principio activo que se puede combinar con los materiales
vehiculo para producir una forma de dosificacion unitaria varia dependiendo del hospedador tratado y del modo
particular de administracion. Las formas de dosificacion unitaria, en general, contienen entre aproximadamente 1 mg
a aproximadamente 500 mg de un principio activo. Se entiende que el nivel de dosis especifico para cualquier
paciente en concreto depende de una variedad de factores, que incluyen la actividad del compuesto especifico
empleado, la edad, el peso corporal, el estado de salud general, el sexo, la dieta, el momento de la administracion,
la via de administracion y la velocidad de excrecion, la combinacion de farmacos y la gravedad de la enfermedad
concreta sometida a tratamiento.

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

Un agente terapéutico inhibidor de ROS dtil en la practica de la descripcion puede comprender un solo compuesto
como se describié anteriormente, o una combinacién de multiples compuestos, ya sea en la misma clase de
inhibidor (p. ej., anticuerpo inhibidor) o en diferentes clases (p. €j., inhibidores de anticuerpos e inhibidores de
molécula pequefia). Dicha combinacion de compuestos puede aumentar el efecto terapéutico global en la inhibicion
de la progresion de un cancer que expresa la proteina de fusion. Por ejemplo, la composicién terapéutica puede
incluir un inhibidor de molécula pequefa, tal como STI-571(Gleevec®) solo 0 en combinacion con otros analogos de
Gleevec® dirigidos a la actividad de ROS y/o inhibidores de molécula pequefia de EGFR, tales como Tarceva™ o
Iressa™. La composicidon terapéutica también puede comprender uno o mas agentes quimioterapéuticos no
especificos ademas de uno o mas inhibidores dirigidos. Dichas combinaciones han demostrado recientemente
proporcionar un efecto sinérgico de destruccion del tumor en muchos canceres. La eficacia de dichas combinaciones
para inhibir la actividad de ROS y el crecimiento tumoral in vivo puede evaluarse como se describe a continuacion.

En la presente memoria, se describe un método para determinar si un compuesto inhibe la progresion de un cancer
(p- €j., un cancer de higado, pancreas, rifién o testiculo) caracterizado por una translocacion y/o polipéptido de
fusion FIG-ROS o caracterizado por un polinucleétido o polipéptido ROS mutante, mediante la determinacion de si
dicho compuesto inhibe la actividad de ROS quinasa del polipéptido ROS mutante en el cancer. En algunas
realizaciones, la inhibicion de la actividad de ROS se determina examinando una muestra bioldégica que comprende
células de médula ésea, sangre o un tumor. En oftra realizacion, la inhibicion de la actividad de ROS se determina
usando al menos un reactivo especifico del polinucleétido o polipéptido ROS mutante.

El compuesto ensayado puede ser cualquier tipo de agente terapéutico o composicion, como se describid
anteriormente. Los métodos para evaluar la eficacia de un compuesto, tanto in vitro como in vivo, estan bien
establecidos y son conocidos en la técnica. Por ejemplo, una composicion puede ensayarse para determinar su
capacidad para inhibir a ROS in vitro usando una célula o un extracto celular en el que la ROS quinasa esté
activada. Se puede emplear un panel de compuestos para ensayar la especificidad del compuesto hacia ROS (en
oposicion a otras dianas tales como EGFR o PDGFR).

Otra técnica para la deteccion de farmacos que se puede usar proporciona una deteccién de alto rendimiento de
compuestos que tienen afinidad de uniéon adecuada hacia una proteina de interés, como se describe en la
publicacion PCT WO 84/03564. En este método, cuando se aplica a los polipéptidos de fusién FIG-ROS descritos en
la presente memoria, se sintetiza un gran nimero de compuestos de ensayo pequefios diferentes sobre un sustrato
solido, tal como varillas de plastico o alguna otra superficie. Los compuestos de ensayo se hacen reaccionar con el
polipéptido de fusion FIG-ROS, o fragmentos del mismo, y se lavan. El polipéptido unido (por ejemplo, el polipéptido
de fusion FIG-ROS (L), FIG-ROS (XL) o FIG-ROS (S)) después se detecta mediante métodos muy conocidos en la
técnica. Un polipéptido de fusiéon FIG-ROS purificado también se puede recubrir directamente sobre placas para su
uso en las técnicas de rastreo de farmacos anteriormente mencionadas. Como alternativa, se pueden usar
anticuerpos no neutralizantes para capturar el péptido e inmovilizarlo sobre un soporte sélido.

Un compuesto encontrado que es un inhibidor eficaz de la actividad ROS in vitro se puede examinar después para
determinar su capacidad para inhibir la progresiéon de un cancer que exprese el polipéptido de fusién FIG-ROS (tal
como cancer de higado, cancer de testiculo, cancer de rifion o cancer de pancreas), in vivo, usando, por ejemplo,
xenoinjertos de mamifero que albergan tumores humanos de higado, pancreas, rifién o testiculo (p. €j., canceres de
conductos biliares) que expresan un polipéptido de fusion FIG-ROS. En este procedimiento, estirpes celulares que
se sabe que expresan una proteina de fusion FIG-ROS (p. €j., una FIG-ROS (S), FIG-ROS (XL) o FIG-ROS (L))
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puede colocarse por via subcutanea en un animal (p. e€j., en un raton desnudo o SCID u otro animal
inmunocomprometido). Las células después crecen produciéndose una masa tumoral que puede controlarse de
modo visual. A continuacion, se puede tratar el animal con el farmaco. El efecto del tratamiento con el farmaco sobre
el tamafio del tumor puede observarse externamente. A continuacion, se sacrifica al ratdn y se extirpa el tumor para
su analisis mediante IHC y transferencia Western. De forma similar, se pueden preparar trasplantes de médula ésea
de mamiferos mediante métodos convencionales para examinar la respuesta a los farmacos en tumores
hematolégicos que expresen una proteina con ROS quinasa mutante. De esta forma, los efectos del farmaco
pueden observarse en un emplazamiento biolégico que se parece mucho a un paciente. La capacidad del farmaco
para alterar la sefializacion en las células tumorales o en las células estromales circundantes puede determinarse
mediante un analisis con anticuerpos especificos de la fosforilacion. La eficacia del farmaco para inducir la muerte
celular o la inhibiciéon de la proliferaciéon celular también puede observarse mediante un analisis con marcadores
especificos de la apoptosis, tales como caspasa 3 rota y PARP escindida.

Se puede determinar la toxicidad y la eficacia terapéutica de dichos compuestos mediante procedimientos
farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, p. €j., para determinar la DL50 (la
dosis letal para el 50 % de la poblacion) y la DESO0 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacion). La
proporcion de dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico, y puede expresarse como la
proporcion de DL50/DE50. En algunas realizaciones, los compuestos presentan altos indices terapéuticos.

Los siguientes ejemplos se proporcionan solo para ilustrar mejor la invencion y las descripciones, y no pretenden
limitar su alcance, a menos que se proporcione en las reivindicaciones adjuntas a la presente memoria. La presente
invencion abarca modificaciones y variaciones de los métodos ensefiados en la presente memoria que serian
evidentes para un experto en la técnica. Los materiales, reactivos y similares a los que se hace referencia pueden
obtenerse a partir de fuentes comerciales, a menos que se indique lo contrario.

EJEMPLO 1

Identificacién de la actividad de ROS quinasa en pacientes con cancer de higado mediante formaciéon de
perfiles de fosfopéptidos globales

Se examino el perfil de fosforilacion global de la activacion de quinasas en varios pacientes humanos con cancer de
higado, incluyendo los pacientes XY3-78T y 090665LC, usando una poderosa técnica recientemente descrita para el
aislamiento y la caracterizacion espectrométrica de masas de péptidos modificados de mezclas complejas (la técnica
"IAP", véase la publicacion de patente de EE.UU. n.° 20030044848, Rush et al., “Immunoaffinity Isolation of Modified
Peptides from Complex Mixtures”). La técnica de IAP se realizé usando un anticuerpo especifico de la fosfotirosina
(CELL SIGNALING TECHNOLOGY, INC., Beverly, MA, 2003/04 n.° de catalogo 9411) para aislar y posteriormente
caracterizar péptidos que contienen fosfotirosina de extractos de las estirpes de células de cancer de higado de 23
pacientes humanos y tejidos paratumorales.

Muestras de células de cancer de higado

Se recogieron tumores hepaticos (n = 23) de resecciones quirtrgicas de pacientes cuando se disponia de suficiente
material para el analisis PhosphoScan, extracciones de ARN y ADN. Segun el sistema de gradacion de Edmondson,
todas las muestras tumorales tienen grados de diferenciacion Il-lll. Los tumores extraidos se congelaron en
nitrégeno liquido seguin métodos convencionales.

Inmunoprecipitacién de fosfopéptidos

Se homogenizé6 un total de 0,2 g a 0,5 g de tejido tumoral y se lisé en tampon de lisis de urea (HEPES 20 mM, pH
8,0, urea 9 M, vanadato de sodio 1 mM, pirofosfato de sodio 2,5 mM, beta-glicerofosfato 1 mM) a 1,25 x 108
células/ml y se sonicé. Los lisados sonicados se aclararon mediante centrifugacion a 20.000 x g, y las proteinas se
redujeron y alquilaron como se describi6 previamente (véase, Rush et al, Nat. Biotechnol. 23(1): 94-101 (2005)). Las
muestras se diluyeron con HEPES 20 mM, pH 8,0, hasta una concentracion final de urea de 2 M. Se afiadié tripsina
(1 mg/ml en HCI 0,001 M) al lisado aclarado a 1:100 v/v. Las muestras se digirieron durante la noche a temperatura
ambiente.

Tras la digestion, los lisados se acidificaron hasta una concentracion final de TFA al 1 %. Los fosfopéptidos se
prepararon usando el kit PhosphoScan disponible en el mercado en Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, MA).
En resumen, se llevé a cabo la purificacion de los péptidos usando columnas Sep-Pak Cis segun se describid
previamente (véase Rush et al., supra.). Después de la purificacion, se combinaron todas las eluciones (acetonitrilo
al 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 % y 40 % en TFA al 0,1 %) y se liofilizaron. Se volvieron a suspender los
péptidos secados en 1,4 ml de tampon MOPS (MOPS 50 mM/NaOH, pH 7,2, Na,HPO4 10 mM, NaCl 50 mM) y el
material insoluble se retird mediante centrifugacion a 12.000 x g durante 10 minutos.

Se acopld el anticuerpo monoclonal de fosfotirosina P-Tyr-100 (Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA)
procedente de fluido de ascitis de modo no covalente a esferas de agarosa-proteina G (Roche) a 4 mg/ml de esferas
durante la noche a 4 °C. Después del acoplamiento, se lavo la resina-anticuerpo dos veces con PBS y tres veces
con tampén MOPS. Se afiadio el anticuerpo inmovilizado (40 pl, 160 pug) como una suspension 1:1 en tampén MOPS
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IP a la fracciéon de péptidos solubilizada, y se incub6 la mezcla durante la noche a 4 °C. Se lavaron las esferas de
anticuerpos inmovilizados tres veces con tampén MOPS y dos veces con ddH20. Los péptidos se eluyeron dos
veces de las esferas mediante una incubacion con 40 pl de TFA al 0,1 % durante 20 minutos cada una, y se
combinaron las fracciones.

Analisis mediante espectrometria de masas LC-MS/MS

Se concentraron los péptidos de la fraccion eluida de IP (40 pl) y se separaron del anticuerpo eluido usando puntas
de extraccion Stop and Go (StageTips) (véase, Rappsilber et al., Anal. Chem., 75(3): 663-70 (2003)). Los péptidos
se eluyeron de las microcolumnas con 1 pl de MeCN al 60 %, TFA al 0,1 % hacia 7,6 pl de acido acético al 0,4
%/acido heptafluorobutirico al 0,005 % (HFBA). Se cargé la muestra en una columna capilar de 10 cm x 75 ym
PicoFrit (New Obijective) rellena de resina de fase inversa Magic C18 AQ (Michrom Bioresources) usando un
muestreador automatico Famos con una valvula de inyeccion de muestras inerte (Dionex). La columna se reveld con
un gradiente lineal de 45 min de acetonitrilo en acido acético al 0,4 %, HFBA al 0,005 %, administrado a 280 nl/min
(Ultimate, Dionex).

Se recogieron los espectros de masas en tandem como se describid previamente (Rikova et al., Cell 131: 1190-
1203-, 2007). En resumen, se concentraron péptidos que contenian pTyr en micropuntas de fase inversa. Se realizé
un analisis de LC-MS/MS con un espectrometro de masas LTQ Orbitrap, y la exactitud de la masa peptidica de 10
ppm fue no de los filtros usados para la identificacion de los péptidos (Thermo Fisher Scientific). Se recogieron las
muestras con un espectrometro de masas hibrido LTQ-Orbitrap, usando un método de los diez primeros, un
recuento de repeticion de exclusiéon dinamica de 1 y una duracién de la repeticion de 30 s. Los espectros de MS se
recogieron en el componente Orbitrap del espectrometro de masas y los espectros de MS/MS se recogieron en el
LTQ.

Analisis de la base de datos y asignaciones

Los espectros de MS/MS se evaluaron empleando TurboSequest (ThermoFnnigan) (en el paquete Sequest Browser
(v. 27, rev. 12) suministrado como parte de BioWorks 3.0). Los espectros de MS/MS individuales se extrajeron del
archivo de datos brutos usando el programa de Sequest Browser CreateDta, con los siguientes ajustes: PM inferior,
700; PM superior, 4.500; nimero minimo de iones, 20; TIC minimo, 4 x 105; y estado de carga del precursor, no
especificado. Los espectros se extrajeron del inicio del archivo de datos brutos antes de la inyeccion de la muestra al
final del gradiente de elucion. Los programas lonQuest y VuDta no se usaron para seleccionar posteriormente los
espectros de MS/MS para el analisis Sequest. Los espectros de MS/MS se evaluaron con los siguientes parametros
de TurboSequest: tolerancia de masas de péptidos, 2,5; tolerancia de iones de fragmentos, 0,0; nUmero maximo de
aminoacidos diferenciales por modificacion, 4; tipo de masa del precursor, media; tipo de masa del fragmento,
media; numero maximo de sitios de escision internos, 10; se consideraron las pérdidas neutras de agua y amoniaco
de los iones b e y en el analisis de correlacion. Se especificé la enzima proteolitica excepto para los espectros
recogidos de las digestiones con elastasa.

Se realizaron busquedas en la base de datos de NCBI humano emitida el 04/03/2008 que contiene 37.742 proteinas
que permiten una metionina oxidada (M+16) y una fosforilacion (Y+80) como modificaciones dinamicas.

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

Por este motivo, es apropiado usar criterios adicionales para validar las asignaciones de fosfopéptidos. Es probable
que las asignaciones sean correctas si se cumple cualquiera de estos criterios adicionales: (i) se asigna la misma
secuencia a iones coeluyentes con diferentes estados de carga, dado que el espectro de MS/MS cambia
notablemente con el estado de carga; (ii) el sitio se encuentra en mas de un contexto de secuencia peptidica debido
a que la secuencia se solapa por una proteolisis incompleta o el uso de proteasas distintas de la tripsina; (iii) el sitio
se encuentra en mas de un contexto de secuencia peptidica debido a isoformas de proteinas homélogas, pero no
idénticas; (iv) el sitio se encuentra en mas de un contexto de secuencia peptidica debido a proteinas homdlogas,
pero no idénticas, entre especies; y (v) sitios validados mediante analisis de MS/MS de fosfopéptidos sintéticos
correspondientes a secuencias asignadas, puesto que el espectrémetro de masas de atrapamiento de iones produce
unos espectros de MS/MS muy reproducibles. Este ultimo criterio se emplea habitualmente para confirmar nuevas
asignaciones de sitios de particular interés.

Todos los espectros y todas las asignaciones de secuencias realizadas mediante Sequest se importaron a una base
de datos relacional. Las secuencias asignadas fueron aceptadas mediante un filtrado para los valores XCorr de al
menos 1,5 y un intervalo de error de masa en 10 ppm.
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Los anteriores analisis de IAP identificaron muchas proteinas con tirosina fosforilada, la mayoria de las cuales eran
nuevas (datos no mostrados). Entre los 23 pacientes con cancer de higado, tres tenian cancer hepatico de conducto
biliar. Dos pacientes con cancer hepatico de conducto biliar, en concreto, los pacientes XY3-78T y 090665LC, tenian
muestras de cancer hepatico que resultaron contener tirosina quinasa ROS fosforilada, que no se detecté mediante
analisis de MS en el tejido adyacente al tumor ni en ninguna de las muestras de los 21 pacientes restantes.

EJEMPLO 2

Aislamiento y secuenciacion del gen de fusién FIG-ROS

Dada la presencia de la forma activada de ROS quinasa detectada en dos muestras de pacientes de cancer de
higado, se realizé6 una amplificacion rapida 5' de los extremos del ADNc en la secuencia codificante del dominio
quinasa de ROS, para determinar si estaba presente una transcripcion de ROS quimérica.

Amplificacion rapida de los extremos del ADN complementario

Se empleo el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) para extraer ARN de las muestras tumorales humanas. EI ADN se extrajo
con el uso del kit DNeasy Tissue Kit (Qiagen). La amplificacion rapida de los extremos del ADNc se realizé con el
uso del sistema 5' RACE (Invitrogen) con los cebadores ROS-GSP1 para la sintesis del ADNc, y ROS-GSP2 y ROS-
GSP3.1 para una reaccion de PCR anidada, seguidos por los productos de la PCR de clonacion y secuenciacion.

Para el sistema 5 RACE, se usaron los siguientes cebares:
ROS-GSP1: 5’ACCCTTCTCGGTTCTTCGTTTCCA
Para la reaccion de PCR anidada, se usaron los siguientes cebares:

ROS-GSP2: 5TCTGGCGAGTCCAAAGTCTCCAAT
ROS-GSP3.1: CAGCAAGAGACGCAGAGTCAGTTT

La secuenciacion de los productos de PCR reveldé que las ROS quinasas de las muestras de los pacientes de XY3-
78T y 090665LC eran, de hecho, productos de una transcripcion de ROS quimérico, en concreto, una fusion de parte
de una transcripcion de ROS con parte de una transcripcion de un gen de FIG. El analisis de secuencias revel6 que
ambos pacientes XY3-78T y 090665LC tenian células de cancer de higado que contenian proteina de fusién
resultante de la fusion del extremo C-terminal de ROS con el extremo N-terminal de FIG (véase la Fig. 2, paneles B
y C). Las fusiones FIG-ROS de ambas muestras estaban en fase. En el paciente XY3-78T, una proteina de fusion
mas corta, en concreto, FIG-ROS (S) resulté de la fusion de los 209 primeros aminoacidos de FIG a los 421 dltimos
aminoacidos de ROS. En el paciente 090665LC, una proteina de fusién mas larga, en concreto, FIG-ROS (L),
resulté de la fusion de los 412 primeros aminoacidos de FIG a los 466 ultimos aminoacidos de ROS.

Ademas, se descubre una tercera fusion de FIG-ROS (FIG-ROS (XL), donde la fusién se produce después del exdn
7 del gen de FIG y antes del exdn 32 del gen ROS. La secuencia de acido nucleico para la region codificante del gen
de fusion se proporciona en SEQ ID NO: 16 y la secuencia de aminoacidos para el polipéptido de fusion codificado
por el gen de fusién se proporciona en SEQ ID NO: 17.

EJEMPLO 3

Deteccion de la expresion de ROS guinasa mutante en una muestra de cancer humano usando un ensayo
PCR

Se detecto la presencia de ROS quinasa mutante y/o una proteina de fusion FIG-ROS de la invencion (p. ej., FIG-
ROS(S) o FIG-ROS(S)) en una muestra de cancer humano usando ADNc o transcriptasa inversa genémica (RT) y/o
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Estos métodos se han descrito previamente. Véase, p. €j., Cools et al.,
N. Engl. J. Med. 348: 1201-1214 (2003).

Ensayo de PCR

Para confirmar que se habia producido la fusion de FIG-ROS, se realiz6 RT-PCR sobre ARN extraido de muestras
de células de cancer de higado de los pacientes XY3-78T y 090665LC. Para la RT-PCR, se sintetizé el ADNc de
primera cadena a partir de 2,5 ug de ARN total con el uso del sistema de sintesis de primera cadena Superscript™
[l (Invitrogen) con oligo (dT)20. A continuacion, se amplifico el gen de fusion FIG-ROS con el uso de pares de
cebadores FIG-F2 y ROS-GSP3.1. Sus secuencias son:

FIG-F2: ’5ACTGGTCAAAGTGCTGACTCTGGT
ROS-GSP3.1: 5CAGCAAGAGACGCAGAGTCAGTTT.

Como se muestra en la Fig. 3, las muestras de células de cancer de higado del paciente XY3-78T contenian ARNm
predicho como codificante del polipéptido de fusion FIG-ROS (S). Las muestras de células de cancer de higado del
paciente 090665LC contenian ARNm predicho como codifican del polipéptido de fusién FIG-ROS (L). Como control,
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se realizdé RT-PCR sobre ARN aislado de la estirpe celular U118MG, un glioblastoma humano conocido por contener
la translocaciéon de FIG-ROS (S). Las células U118MG se adquirieron de la coleccion americana de cultivos tipo
(Manassas, VA) y se cultivaron en DMEM con FBS al 10 %.

Para determinar si las muestras de células del higado del paciente 090665LC, muestras de células del higado del
paciente XY3-78T o las estirpes celulares de glioblastoma humano U118MG expresaban la FIG longitud completa o
ROS de longitud completa, se realizé la RT-PCR usando los cebadores FIG-F2 y ROS-GSP3.1 para amplificar la
translocacion de FIG-ROS, asi como los pares de cebadores siguientes para amplificar la FIG de tipo silvestre (es
decir, FIG de longitud completa), ROS de tipo silvestre y, como un control, GAPDH de tipo silvestre.

El gen de FIG de tipo silvestre se amplificé con el uso de pares de cebadores FIG-F3 y FIG-R8.

FIG-F3: 5" TTGGATAAGGAACTGGCAGGAAGG
FIG-R8: ’ACCGTCATCTAGCGGAGTTTCACT.

El gen de ROS de tipo Silvestre se amplifico usando los pares de cebador ROS-Ex31F y ROS-GSP2.

ROS-EX31F: 5SAGCCAAGGTCCTGCTTATGTCTGT
ROS-GSP2: 5TCTGGCGAGTCCAAAGTCTCCAAT.

GAPDH de tipo silvestre se amplificé usando los pares de cebador GAPDH-F y GAPDH-R

GAPDH-F: 5TGGAAATCCCATCACCATCT
GAPDH-R: 5GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT.

Como se muestra en la Fig. 4, las células de cancer de higado de los pacientes XY3-78T y 090665LC expresan la
FIG de tipo silvestre, pero ninguna expresa ROS de tipo silvestre. La estirpe celular U118MG no expresa FIG de tipo
silvestre ni ROS de tipo silvestre. HCC78, una estirpe celular de cancer de pulmén no microcitico humano, que
contiene una translocacion de SLC34A2-ROS, sirvié como un control negativo. Las células HCC78 se adquirieron en
la ATCC (Manassas, VA), y se mantuvieron en DMEM con FBS al 10 %.

Para la PCR gendmica, se extrajo ADN de las muestras de células con el uso del kit de tejidos DNeasy (Qiagen). La
amplificacion por PCR del gen de fusién se realizé con el uso del kit de PCR LongRange (Qiagen) con pares de
cebadores FIG-F3 y ROS-GSP3.1 para XY3-78T

FIG-F3: 5 TTGGATAAGGAACTGGCAGGAAGG
ROS-GSP3.1: 5 CAGCAAGAGACGCAGAGTCAGTTT

La amplificacion de PCR del gen de fusidn se realice con el uso del kit de PCR LongRange (Qiagen) con los pares
de cebadores FIG-F7 y ROS-GSP4.1 para 090665LC y U118MG.

FIG-F7: 5 TGTGGCTCCTGAAGTGGATTCTGA
ROS-GSP4.1: 5 GCAGCTCAGCCAACTCTTTGTCTT

Como se muestra en la Fig. 5, la translocacion de FIG-ROS se produjo en el genoma de las células de cancer de
higado de los pacientes XY3-78T y 090665LC. Aunque la estirpe celular U118MG expresa el mismo polipéptido de
fusion FIG-ROS (L) que las células del paciente 090665LC, los puntos de corte genémicos exactos del gen de FIG y
ROS entre estas dos muestras son diferentes. Se encontré que los puntos de corte eran:

XY3-78T

1-822 pb de FIG-Intrén 3
659-619 pb de ROS-Intrén 35
660-1.228 pb de ROS Intrén 35

090665LC
1-2402 pb de FIG-Intrén 7
2317-2937 pb de ROS-Intrén 34

U118MG
1-2304 pb de FIG-Intrén 7
583-2937 pb de ROS-Intrén 34

La secuencia de nucledtidos del intrén 3 del gen de FIG humano se proporciona en la presente memoria como SEQ
ID NO: 5. La secuencia de nucleétidos del intrén 7 del gen de FIG humano se proporciona en la presente memoria
como SEQ ID NO: 6. La secuencia de nucledtidos del intron 34 del gen de ROS humano se proporciona en la
presente memoria como SEQ ID NO: 7. La secuencia de nucledtidos del intrén 35 del gen de ROS humano se
proporciona en la presente memoria como SEQ ID NO: 8.

Este ensayo se puede usar para detectar la presencia de una ROS quinasa mutante y/o una proteina de fusion de
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FIG-ROS de la invencion (p. gj., FIG-ROS (S) o FIG-ROS (S) en una muestra de cancer humano en otras muestras
de tejidos biologicos (p. €j., se pueden obtener muestras de tejido tumoral de un paciente que tiene cancer de
higado, pancreas, rifién o testicular). Dicho analisis identificara a un paciente que tenga un cancer caracterizado por
la expresion de la ROS quinasa truncada (y/o la proteina de fusion FIG-ROS), cuyo paciente es probable que
responda al tratamiento con un inhibidor de ROS.

EJEMPLO 4

Generacion de retrovirus recombinante codificante de polipéptidos de fusién FIG-ROS

Se amplificé el marco de lectura abierto del gen de fusion FIG-ROS (L) y FIG-ROS (S) por PCR a partir de ADNc
aislado de los pacientes 090665LC y XY3-78T, respectivamente, usando el siguiente par de cebadores (FIG-Fc: 5’
ATGTCGGCGGGCGGTCCATG; ROS-Rc: 5TTAATCAGACCCATCTCCAT). Se clonaron estos productos de PCR
en el vector retrovirico MSCV-Neo con una marcador Myc C-terminal (EQKLISEEDL) (vector MSCV-neo y vector
MSCV-puro estan disponibles en el mercado de Clontech). También se generaron construcciones retroviricas
recombinantes adicionales (p. €j., vector MSCV-neo vacio, MSCV-puro-src, etc.). Se depositd el vector MSCV-Neo
que contiene FIG-ROS (S) en la coleccion americana de cultivos tipo ("ATCC", Manassas, Virginia) bajo los términos
del Tratado de Budapest del 21 de enero de 2009, y recibi6 la designacion del deposito de patentes de la ATCC n.°
PTA-9721.

Las construcciones retroviricas recombinantes resultantes (es decir, que contienen FIG-ROS (S) o FIG-ROS (L)) se
transfectaron en células 293T para ser empaquetadas en un retrovirus recombinante capaz de infectar (y, por tanto,
transducir) células. Para ello, se mantuvieron células 293T (p. ej., disponibles en el mercado de la ATCC) en DMEM
al 10 % que contenia suero bovino fetal al 10 % en placas de cultivo de tejidos de 10 cm. 24-48 horas antes de la
transfeccion, se sembraron las células 293T en placas al aproximadamente 50-80 % de confluencia. La transfeccion
se realiz6 usando el reactivo FUGENE (disponible en el mercado en Roche Diagnostics), segun las instrucciones del
fabricante. Por lo general, para cada construccién recombinante, se usé una proporcion de 3:1 del reactivo FUGENE
(en ul) con respecto al ADN (ug) (p. €j., 3 ul de FUGENE con respecto a 1 ug de FIG-ROS (S) marcada con Myc en
MSCV-Neo). 48 horas después de la transfeccion, se retird el medio y se eliminé cualquier célula dentro del medio
(que contenia ahora virus recombinante) filtrando el medio a través de un filtro de jeringa de 0,45 um. Los medios de
comunicacioén (también denominados sopa virica) se almacenaron a -80 °C

EJEMPLO 5

Expresion de proteinas de fusién FIG-ROS en células 3T3

Las células 3T3 se adquirieron en la coleccion americana de cultivos tipo (Manassas, VA). Las células 3T3 se
cultivaron a 37 °C en medio DMEM con FBS al 10 %.

Se us6 1 ml de retrovirus recombinante codificante de los polipéptidos de fusién FIG-ROS generados como se
describe en el Ejemplo 4 para transducir células 3T3 a partir de placas de 10 cm con confluencia al 50 %. Ademas,
un retrovirus vacio (es decir, generado a partir de un vector vacio MSCV-Neo con una marcador Myc C-terminal) fue
transducido en células 3T3 como control.

Las células 3T3 fueron infectadas con (es decir, transducidas con) retrovirus recombinante que expresa FIG-ROS
(S) de XY3-78T, FIG-ROS (L) de 090665LC. También se usoé retrovirus vacio para infectar células 3T3 como un
control. Dos dias después de la transduccion, se afiadieron 0,5 mg/ml de G418 al medio de cultivo celular. Dos
semanas después de la transduccion (es decir, 12 dias después de la seleccion en G418), se lis6 1 millén de células
y se realizd analisis de transferencia Western, tifiendo los lisados celulares resueltos electroforéticamente con un
anticuerpo que se unié especificamente al dominio quinasa de ROS, asi como un fosfo-anticuerpo contra ROS. Los
lisados celulares también se sondaron con anticuerpos contra varios sustratos de sefializacion cadena abajo de la
ROS quinasa incluyendo p-STAT3 (es decir, STAT3 fosforilado), STAT3, p-AKT (es decir, AKT fosforilado) y AKT.
También se tifid la b-actina para asegurar que cantidades equivalentes de lisados estuvieran presentes en todos los
carriles. Todos los anticuerpos son de Cell Signaling Technology, Inc.

Como se muestra en la Fig. 6, las células 3T3 transducidas con retrovirus recombinante expresaron de forma
estable FIG-ROS (S) y FIG-ROS (L). Como era de esperar, las células NC (vector vacio) no expresaron ninguna
ROS. La expresion de FIG-ROS (S) y FIG-ROS (L) activan moléculas de sefializacion cadena abajo, STAT3 y AKT.

EJEMPLO 6

Expresion de proteinas de fusién FIG-ROS en cultivo de células 3T3 in vitro o in vivo

Las células 3T3 tienen inhibicién de contacto, lo que significa que no forman colonias en agar blando. Para
determinar si la presencia de ROS quinasa activa en estas células eliminaba su inhibicién de contacto, se
seleccionaron células 3T3 retroviricamente transducidas para G418 (0,5 mg/ml) durante 7 dias y las células se
cultivaron después en agar blando por triplicado durante 17 dias. También se usé un retrovirus codificante de la
version corta de SLC34A2-ROS para transducir células 3T3. Como control, se usé también un retrovirus codificante
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de la src quinasa para transducir células 3T3. Se adjunta el protocolo para el ensayo de agar blando.

Como se muestra en la Fig. 7, las células 3T3 transducidas con retrovirus codificantes bien de src quinasa o de FIG-
ROS (S) perdieron su inhibicién de contacto de forma espectacular. Esto proporciona evidencias de que la presencia
de FIG-ROS (S) es capaz de conducir una célula a un estado de crecimiento canceroso. La presencia de FIG-ROS
(L) también permitié a las células 3T3 perder su inhibicién de contacto (véase la Figura 7, panel superior izquierdo),
al igual que SLC34A2-ROS (S) (datos no mostrados), aunque el efecto no fue tan significativo como el observado en
la FIG-ROS (S).

Ademas, se analiz6 la capacidad de las células 3T3 transducidas para formar tumores in vivo. Se inyectaron ratones
desnudos inmunocomprometidos (que carecen de un timo, disponibles en el Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine)
con 1 x 10° células 3T3 transducidas con retrovirus que contenia vector vacio, FIG-ROS (L) o FIG-ROS (S). Los
ratones se controlaron diariamente para determinar la formacion y el tamario del tumor, y se sacrificaron cuando los
tumores alcanzaron aproximadamente 1 cm x 1 cm.

Como se muestra en la Fig. 8, dos semanas después de ser inyectados con células 3T3 transducidas bien con FIG-
ROS (S) o con FIG-ROS (L), la formacién de tumores era evidente en los ratones desnudos inyectados.

EJEMPLO 7
Localizacién subcelular de FIG-ROS (L) y FIG-ROS (S) en células 3T3

Se generaron vectores recombinantes para expresar versiones marcadas con Myc de FIG-ROS (L) y FIG-ROS (S),
donde el marcador myc se incorporé en el extremo C-terminal del polipéptido de fusion FIG-ROS. Las células 3T3 se
transfectaron establemente con los vectores de expresion recombinantes o solo con un vector vacio "neo" (control).

La inmunofluorescencia se realiz6 con un protocolo convencional (disponible publicamente en Cell Signaling
Technology, Inc.). En resumen, el anticuerpo 9E1H1D9 ROS, el anticuerpo marcador de Myc (CST n.° 2278) y el
anticuerpo Golgin-97 eran de Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, MA).

Como se muestra en las Fig. 9A y 9B, los dos polipéptidos de fusion FIG-ROS diferentes de la invencién se ubican
en diferentes zonas de la célula. FIG-ROS (L) se ubica en el aparato de Golgi, y se ubica junto con el marcador de
Golgi (golgin-97) (véanse las imagenes bajo "Myc-FR (L)" en ambas Fig. 9A y 9B). Para la sorpresa de los
inventores, el patron de tincion de FIG-ROS (S) era citoplasmatico (véanse las imagenes bajo "Myc-FR (S)" en
ambas Fig. 9A y 9B), aunque contiene el segundo dominio superenrollado de FIG, lo que sugiere que el dominio
superenrollado de FIG es necesario, pero no suficiente para dirigir la FIG-ROS (S) al aparato de Golgi. Esto puede
deberse a que el dominio PDZ de FIG esta presente en FIG-ROS (L), pero no en FIG-ROS (S). Curiosamente,
SLC34A2-ROS (S) se localizd en el compartimiento paranuclear (véanse las imagenes bajo "Myc-SR (S)" en ambas
Fig. 9A y 9B). El hecho de que la fusién SLC34A2-ROS (S), que contiene el dominio transmembrana de ROS, se
ubica en el compartimiento perinuclear sugiere que el dominio transmembrana de ROS también contribuye a su
ubicacion.

Asi pues, diferentes fusiones de ROS tienen distinta ubicacion subcelular, lo que sugiere que pueden activar
diferentes sustratos in vivo.

EJEMPLO 8
Actividad de FIG-ROS(L) y FIG-ROS(S) en células BaF3 transducidas

Las células BaF3 murinas normalmente necesitan interleucina-3 (IL-3) para sobrevivir. Se obtuvieron células BaF3
de DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Alemania) y se mantuvieron a 37 °C
en medio RPMI-1640 (Invitrogen) con suero fetal bovino (FBS) al 10 % (Sigma) y 1,0 ng/ml de IL-3 murina (R & D
Systems).

Para determinar si la expresion de un polipéptido de fusién FIG-ROS de la invencion podria permitir que las células
BaF3 sobrevivan sin IL-3, se transdujeron células BaF3 con los retrovirus descritos en el Ejemplo 4 codificante de
FIG-ROS (L) y FIG-ROS (S). Ademas, también se generaron retrovirus codificantes de FIG-ROS (L) a partir de
U118MG y se usaron para transducir células BaF3.

Como se muestra en la Fig. 10, FIG-ROS (S), FIG-ROS (L) y FIG-ROS (L) de U118MG se expresaron de forma
estable en células BaF3 cultivadas con o sin IL-3. De hecho, como se muestra en la Fig. 11, se encontré que la
presencia de FIG-ROS (L) o FIG-ROS (S) permiti6 que las células BaF3 crecieran en ausencia de IL-3.
Curiosamente, las células BaF3 que expresaban FIG-ROS (S) crecieron a un ritmo mas rapido que las BaF3 que
expresaban FIG-ROS (L).

A continuacion, se realizd un ensayo de quinasa in vitro para determinar si la parte de ROS quinasa de los
polipéptidos de fusidon FIG-ROS era activa. Los lisados celulares de células BaF3 transducidas en FIG-ROS se
sometieron a inmunoprecipitacién con anticuerpo anti-marcador de Myc (que desplaza los polipéptidos de fusion
FIG-ROS marcados con Myc). El complejo inmune ROS retirado se lavé 3 veces con tampén de lisis celular, seguido
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por el tampdén de quinasa (Cell Signaling Technology). Las reacciones de quinasa se iniciaron volviendo a suspender
el complejo inmune de ROS en 25 ul de tampoén de quinasa que contiene ATP 50 uM, 0,2 uCi/ul de [gamma32p]
ATP, con 1 mg/ml de Poli (EY, 4: 1). Las reacciones se detuvieron detectando el cdctel de reaccion en papeles de
filtro p81. A continuacion, se lavaron las muestras y se ensayaron para determinar la actividad quinasa por deteccion
con un contador de centelleo. Como se muestra en la Fig. 12, aunque tanto FIG-ROS (L) como FIG-ROS (S) pueden
fosforilar su sustrato, FIG-ROS (S) es mas potente que FIG-ROS (L). En otras palabras, FIG-ROS (S) tiene una
actividad quinasa mucho mas alta que FIG-ROS (L). La carga igual de los carriles se muestra en el analisis de
transferencia Western de los complejos inmunes de ROS usando un anticuerpo especifico de ROS (véase la Fig. 12,
panel inferior).

La mayor potencia de FIG-ROS (S) en comparacion con FIG-ROS (L) coincide con los datos del ensayo de agar
blando (véase la Fig. 7) y el ensayo de crecimiento independiente de IL-3 (véase la Fig. 11).

EJEMPLO 9
Sensibilidad de FIG-ROS (L) y FIG-ROS (S) a TAE-684

La molécula pequefia, TAE-684, una 5-cloro-2,4-diaminofenilpirimidina, que tiene la estructura:

y se ha demostrado que inhibe la ALK quinasa. Galkin, et al., Proc. National Acad. Sci 104(1) 270-275, 2007.

En este ejemplo, se determind si TAE-684 también inhibia el polipéptido de fusion FIG-ROS. Para ello, se obtuvieron
células BaF3 y Karpas 299 de DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Alemania). Las células BaF3 se mantuvieron como se ha descrito anteriormente y se cultivaron células Karpas 299
(una estirpe celular de linfoma) en RPMI-1640 con FBS al 10 %.

Las células BaF3 se transdujeron con retrovirus codificante de FIG-ROS (S), FIG-ROS (L) o FLT-3ITD (la mutacion
de duplicacién en tandem interna en FLT3 causa leucemia AML) y se seleccionaron para el crecimiento
independiente de IL3. Se usaron células Karpas 299, que expresan NPM-ALK, como control positivo.

Se realizd un ensayo de MTS usando la el reactivo CellTiter 96 Aqueous One Solution (Promega. N.° de catalogo
G3582). En resumen, se sembraron 1 x 10° células/pocillo en una placa de 24 pocillos en 1 ml de medio que incluia
TAE-684 0 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM o 1000 nM. Después de 72 horas, se afiadieron 20 ul del
reactivo CellTiter 96 Aqueous One Solution a cada pocillo de una placa de ensayo de 96 pocillos (fondo plano) y a
continuacién se anadieron 100 ul de células cultivadas con o sin tratamiento. Se usaron pocillos solo para medios
como controles. La placa de 96 pocillos se incubé durante 1-4 horas a 37 °C, y luego se realizé el recuento de las
células viables leyendo la absorbancia a 490 nm usando un lector de placas de 96 pocillos.

Como se muestra en la Fig. 13, las células BaF3 transducidas con retrovirus que expresan uno de los polipéptidos
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FIG-ROS dejaron de crecer en presencia de TAE-684. Curiosamente, FIG-ROS (S) es menos susceptible a TAE-684
que FIG-ROS (L). Las células Karpas 299 también respondieron (es decir, dejaron de crecer) en presencia de TAE-
684, lo que era de esperar, ya que expresan ALK, y TAE-684 inhibe la ALK quinasa. Las células BaF3 transducidas
con FLT3/ITD no fueron susceptibles a TAE-684.

A continuacion, se revisé el mecanismo de muerte de las células BaF3 y Karpas 299 midiendo el porcentaje de
células positivas en caspasa 3 escindidas mediante ensayo de citometria de flujo usando caspasa 3 escindida como
marcador de apoptosis. Estos resultados se obtuvieron usando el protocolo disponible para el publico en general de
Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, MA).

Como se muestra en la Fig. 14, la presencia de TAE-684 hizo que las células BaF3 que expresan la FIG- ROS (S) o
FIG-ROS (L) murieran por apoptosis. Curiosamente, las células Karpas 299, que dejan de crecer en presencia de
TAE-684, no murieron por apoptosis - simplemente sufrieron la deteccién del ciclo celular. Por lo tanto, el
mecanismo mediante el cual TAE-684 inhibe los polipéptidos de fusiéon FIG-ROS es probablemente diferente del
mecanismo mediante el que TAE-684 inhibe la ALK quinasa.

Para identificar mejor el mecanismo de accion de TAE-684 sobre los polipéptidos de fusion FIG-ROS de la
invencion, las cuatro estirpes celulares (es decir, células Karpas 299 y células BaF3 transducidas con retrovirus que
codifican FIG-ROS (S), FIG-ROS (L) y FLT-3ITD) se sometieron a analisis de transferencia Western después del
tratamiento con TAE-684 0, 10, 50 o 100 nM durante tres horas. Todos los anticuerpos eran de Cell Signaling
Technology, Inc.

Como se muestra en la Fig. 15, la fosforilacion tanto de FIG-ROS (S) como de FIG-ROS (L) en células BaF3 que
expresan FIG-ROS (S) y FIG-ROS (L) fue inhibida por TAE-684. Ademas, la fosforilacion de STAT3, AKT, y ERK, y
Shp2 se inhibieron en FIG-ROS (S) y FIGOS (L) que expresan células BaF3. La fosforilacion de STAT3, AKT y ERK,
y Shp2 no se vio afectada en las células BaF3 transducidas con el retrovirus FLT-3ITD. TAE-684 también inhibio la
fosforilacion de ALK y ERK en células Karpas 299. Dado que ROS, ALK, LTK, InsR e IGF1R pertenecen a la misma
familia de tirosina quinasas, pueden compartir una estructura similar en el dominio quinasa. Los inhibidores de
quinasa o anticuerpos disefiados contra ALK, LTK, InsR e IGF1R pueden tener efectos terapéuticos contra la ROS
quinasa.

EJEMPLO 10

Deteccidn de la expresion de ROS mutante en una muestra de cancer humano usando un ensayo FISH

La presencia de un polinucledtido de fusion ROS (p. €j., un FIG-ROS(L), FIG-ROS (S), FIG-ROS (XL), SLC34A2-
ROS(S), SLC34A2-ROS (VS), SLC34A2-ROS (L) o CD74-ROS) en cancer de higado (p. €j., en un
colangiocarcinoma), cancer de pancreas, cancer de rifion o cancer testicular se detecta usando un ensayo de
hibridacion in situ por fluorescencia (FISH). Dichos ensayos FISH son bien conocidos en la técnica (véase, p. €j.,
Verma et al. “Human Chromosomes: A Manual de Basic Techniques”, Pergamon Press, Nueva York, N. Y. (1988).

Para ello, se examinan muestras de tumores humanos introducidas en parafina. Algunos tejidos que se examinan
incluyen canceres de higado, pancreas, testiculo y de rifidn, en particular, canceres que afectan a los conductos de
todos estos tejidos.

Para analizar la redisposiciones que implican el gen de ROS, se disefi¢ una sonda de escision de dos colores. Como
se muestra en la Figura 16, varias sondas BAC rodean los genes de FIG y ROS en el cromosoma 6. Aunque estas
sondas son ideales para identificar las translocaciones entre el gen de FIG (también conocido como el gen GOPC-
véase la Fig. 16) y el gen de ROS, estas sondas también pueden usarse para identificar otra translocacion del gen
de ROS.

Para estos estudios, se disefid una sonda proximal (clon BAC RP1-179P9) y dos sondas distales (clon BAC RP11-
323017, RP1-94G16) (estando todas ellas disponibles en el mercado, p. €j., en Invitrogen Inc., Carlsbad, CA, como
los n.° de catalogo RPCI1.C y RPCI11.C). La sonda proximal puede marcarse con Spectrum Orange dUTP y la
sonda distal puede marcarse con Spectrum Green dUTP, el marcaje de las sondas mediante traduccion de muescas
y FISH de interfase usando secciones de tejido FFPE pueden realizarse segun las instrucciones del fabricante (Vysis
Inc., Downers Grove, IL) con las siguientes modificaciones. En resumen, se rehidrataron las secciones de tejido
embebidas en parafina y se sometieron a pretratamiento primero en HCI 0,2 N durante 20 minutos seguido de
tiocianato de sodio 1 M a 80 °C durante 30 min.

Después de un breve lavado, las secciones se digieren con proteasa (8 mg de Pepsina, 2000-3000 U/mg) durante
45-60 minutos a 37 °C y luego se fijaron en NBF al 10 % y se deshidrataron. A continuacién, se carga el conjunto de
sondas en las secciones y se incuba a 94 °C durante 3 min con el fin de desnaturalizar la sonda y el cromosoma
diana. Después de la desnaturalizaciéon, se incuban los portaobjetos a 37 °C durante un minimo de 18 horas.
Después del lavado, se aplicara 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; mg/ml) en un medio de montaje Vectashield
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) para la contratinciéon nuclear.

La sonda de redisposicion de FIG-ROS contendra tres sondas marcadas de forma diferente. Dos de estas sondas

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2637174 T3

(RP11-323017, RP1-94G16) se dirigen a la zona de eliminacion entre los puntos de corte del gen de FIG y el gen de
ROS, y la otra sonda (RP1-179P9) se dirige a la parte restante del gen de ROS (véase la Figura 16). Las secuencias
de los intrones que contienen los puntos de corte de los genes de FIG y ROS se proporcionan en SEQ ID NO: 5
(intrén 3 de FIG), SEQ ID NO: 6 (intron 7 de FIG), SEQ ID NO: 7 (intron 33 de ROS), SEQ ID NO: 8 (intron 34 de
ROS) y SEQ ID NO: 26 (intron 31 de ROS). Las sondas se disefian basandose en los puntos de corte identificados
en el Ejemplo 2. Cuando se hibrida, la region de ROS nativa (es decir, de tipo silvestre) aparecera como una sefial
de fusion naranja/verde (que puede aparecer amarilla bajo un microscopio), mientras que la redisposicion en este
locus (como ocurre en la proteina de fusion FIG-ROS) producira sefiales naranjas, ya que se han eliminado las
zonas diana para las sondas verdes.

Para las redisposiciones del gen de ROS con CD74 (en el cromosoma 5) o SLC34A2 (en el cromosoma 4), debido a
que estos genes se encuentran en cromosomas distintos del cromosoma 6, aparecera la region ROS nativa (es
decir, de tipo silvestre o no reordenada) como una sefial de fusién naranja/verde (que puede parecer amarilla bajo
un microscopio), mientras que la redisposicion en este locus (como ocurre en las proteinas de fusion SLC34A2-ROS
y las proteinas de fusién CD74-ROS) producira una sefial naranja separada (en el cromosoma 6) y sefial verde
separada (en el cromosoma 5 para CD74 y el cromosoma 4 para SLC34A2).

El analisis de FISH revelara probablemente una baja incidencia de translocaciones de los genes se ROS en la
poblaciéon de muestra que tiene cancer de higado (p. €j., en un colangiocarcinoma), cancer de pancreas, cancer de
rindn o cancer testicular. Sin embargo, se predice que un subconjunto de los canceres estudiados contendra una
translocaciéon de ROS. Estos canceres que contienen la translocacién de FIG-ROS se identifican como aquellos
canceres que probablemente responden a un inhibidor de ROS. En otras palabras, se prevé que las células del
cancer, tras el tratamiento (o contacto) con un inhibidor de ROS, muestren retraso del crecimiento, inhibicion del
crecimiento (es decir, dejan de crecer) o mueran (p. e€j., mediante apoptosis) en comparacién con las células
cancerosas no tratadas (es decir, células no puestas en contacto con el inhibidor de ROS).

EJEMPLO 11
IDENTIFICACION DE LA EXPRESION DE ROS MUTANTE EN LOS CANCERES DE HiGADO HUMANOS

A continuacion, se realizaron estudios para determinar si la expresién de ROS podria observarse en muestras de
canceres de higado humanos. Los dos tipos mas comunes de cancer de higado son el carcinoma hepatocelular
(HCC), que representa el 80 % de todos los casos y el colangiocarcinoma (CCA, o cancer de conducto biliar), que
representa el 10-15 % de las neoplasias hepatobiliares (Blechacz et al., Hepatology 48:308-321, 2008 y de Groen,
P.C., N Engl J Med 341:1368-1378, 1999). Para estos estudios, se usé un anticuerpo especifico de ROS (clon n.°
D4D6) que se uni6 especificamente al extremo C-terminal de ROS. Dichos anticuerpos se encuentran disponibles en
el mercado (véase, p. €j., el anticuerpo Ros (C-20), n.° de catalogo sc-6347 de Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, CA).

Para los estudios sobre colangiocarcinoma, se obtuvieron diecinueve bloques y placas de tejido introducidos en
parafina de colangiocarcinoma humano de BioChain Institute, Inc., Hayward, CA, Folio Biosciences, Columbus, OH y
Analytical Biological Services, Inc., Wilmington, DE. Las secciones tisulares de 4-6 um se desparafinaron a través de
tres cambios de xileno durante 5 minutos cada uno, luego se rehidrataron a través de dos cambios de etanol al
100 % y 2 cambios de etanol al 95 %, cada uno durante 5 minutos.

A continuacion, se aclararon los portaobjetos desparafinados durante 5 minutos cada vez en tres cambios de diH-O,
y después se sometieron a recuperacion de antigeno en una camara de decloocimiento (Biocare Medical, Concord,
CA). Los portaobjetos se sumergieron en 250 ml de EDTA 1,0 mM, pH 8,0 en un soporte de 24 portaobjetos de
Tissue Tek. La camara de decloocimiento se llené con 500 ml de diH.O, se colocé el soporte de portaobjetos en la
camara tocando el blindaje térmico y se realizd la recuperacion con los siguientes ajustes establecidos por el
fabricante: SP1 125 °C durante 30 segundos y SP2 90 °C durante 10 segundos. Se enfriaron los portaobjetos en el
banco durante 10 minutos, se aclararon en diH;0O, se sumergieron en H>O; al 3 % durante 10 minutos y después se
lavaron dos veces en diH20.

Tras bloguear durante 1 hora a temperatura ambiente en solucién salina tamponada con Tris + Tween-20 al 0,5 %
(TBST)/suero de cabra al 5% en una camara humidificada, se incubaron las placas durante la noche a 4 °C con
mAb de conejo Ros (D4D6) XP™ a 0,19 pg/ml diluido en diluyente de anticuerpos SignalStain® (catalogo n.° 8112
Cell Signalling Technology, Danvers, MA). Después de lavar tres veces en TBST, se realizé la deteccion con el
reactivo de deteccion SignalStain® Boost IHC (HRP, Conejo) (catalogo n.° 8114 Cell Signalling Technology, Danvers,
MA) con una incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente en una camara humidificada.

Tras lavar tres veces en TBST para retirar el reactivo de deteccion de SIGNALStain® Boost IHC, se expusieron, a
continuacion, los portaobjetos a NovaRed (Vector Laboratories, Burlingame, CA) preparado segun las instrucciones
del fabricante. Se revelaron los portaobjetos durante 1 minuto y después se aclararon en diH2O. Se sometieron los
portaobjetos a una contratincion incubando en hematoxilina (Ready to use Invitrogen (Carlsbad, CA) catalogo n.° 00-
8011) durante 1 minuto, se enjuagaron durante 30 segundos en diH2O, se incubaron durante 20 segundos en un
reactivo de coloracion azul (Richard Allan Scientific, Kalamazoo, MI (una empresa Thermo Scientific), Catalogo n.°
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7301) y, finalmente, se lavaron durante 30 segundos en diH>O. Se deshidrataron los portaobjetos en 2 cambios de
etanol al 95 % durante 20 segundos cada uno y 2 cambios de etanol al 100 % durante 2 minutos cada uno. Se
aclararon los portaobjetos en 2 cambios de xileno durante 20 segundos cada uno, luego se secaron al aire. Se
montaron los cubreobjetos usando VectaMount (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Se secaron al aire los
portaobjetos, luego se evaluaron bajo el microscopio.

De las diecinueve muestras ensayadas, seis muestras se tifieron positivas para la union del anticuerpo especifico
para ROS. La Figura 17 muestra una imagen representativa del portaobjetos de una muestra de tejido de CCA que
se tifd positiva para la expresion de ROS. Este hallazgo es notable, porque ROS no se expresa en el tejido normal
del conducto biliar y tampoco se expresa en el tejido hepatico normal.

Se espera que el analisis de secuenciacion de las muestras que muestran tincion fuerte con el anticuerpo especifico
de ROS revele la presencia de la expresion de ROS mutante (p. €j., sobreexpresion de ROS de tipo silvestre en el
tejido de cancer de conducto biliar cuando no hay en el tejido de conducto biliar normal) o la presencia de un
polipéptido ROS truncado o una proteina de fusion ROS (p. €j., un polipéptido de fusion FIG-ROS).

Para los estudios sobre carcinoma hepatocelular, se deparafinizaron 23 matrices de tejidos de HCC humanos
embebidas en parafina seccionadas a 4 ym mediante tres cambios de xileno durante 5 minutos cada uno, luego se
rehidrataron a través de dos cambios de etanol al 100 % y 2 cambios de etanol al 95 % minutos, cada uno de 5
minutos. A continuacion, se aclararon los portaobjetos durante 5 minutos cada vez en tres cambios de diH;O, y
después se sometieron a recuperacion de antigeno en una camara de decloocimiento (Biocare Medical, Concord,
CA) de la siguiente manera. Los portaobjetos se sumergieron en 250 ml de EDTA 1,0 mM, pH 8,0 en un soporte de
24 portaobjetos de Tissue Tek. La camara de decloocimiento se llen6 con 500 ml de diH;0, se coloco el soporte de
portaobjetos en la camara tocando el blindaje térmico y se realizd la recuperacién con los siguientes ajustes
establecidos por el fabricante: SP1 125 °C durante 30 segundos y SP2 90 °C durante 10 segundos. Se enfriaron los
portaobjetos en el banco durante 10 minutos, se aclararon en diH2O, se sumergieron en H;O; al 3 % durante 10
minutos y después se lavaron dos veces en diH20.

Tras bloguear durante 1 hora a temperatura ambiente en solucién salina tamponada con Tris + Tween-20 al 0,5 %
(TBST)/suero de cabra al 5% en una camara humidificada, se incubaron las placas durante la noche a 4 °C con
mAb de conejo Ros (D4D6) XP™ a 0,19 ug/ml diluido en diluyente de anticuerpos SignalStain® (n.° 8112 Cell
Signalling Technology, Danvers, MA). Después de lavar tres veces en TBST, se realizo la deteccion con el reactivo
de deteccién SignalStain® Boost IHC (HRP, Conejo) (n.° 8114 Cell Signalling Technology, Danvers, MA) con una
incubacién de 30 minutos a temperatura ambiente en una camara humidificada.

Tras lavar tres veces en TBST, se expusieron los portaobjetos a NovaRed (Vector Laboratories, Burlingame, CA)
preparado segun las instrucciones del fabricante. Se revelaron los portaobjetos durante 1 minuto y después se
aclararon en diH;O. Se sometieron los portaobjetos a una contratincion incubando en hematoxilina (Ready to use
Invitrogen, n.° 00-8011) durante 1 minuto, se enjuagaron durante 30 segundos en diH;O, se incubaron durante 20
segundos en un reactivo de coloracién azul (Richard Allan Scientific n.° 7301) y, finalmente, se lavaron durante 30
segundos en diH20. Se deshidrataron los portaobjetos en 2 cambios de etanol al 95 % durante 20 segundos cada
uno y 2 cambios de etanol al 100 % durante 2 minutos cada uno. Se aclararon los portaobjetos en 2 cambios de
xileno durante 20 segundos cada uno, luego se secaron al aire. Se montaron los cubreobjetos usando VectaMount
(Vector Laboratories, Burlingame, CA). Se secaron al aire los portaobjetos, luego se evaluaron bajo el microscopio.

De las veintitrés muestras ensayadas, una muestra fue fuertemente positiva para la tincion (es decir, unién) por el
anticuerpo especifico de ROS y nueve casos mostraron tincion débil a moderada. La Figura 18 muestra una imagen
representativa de un portaobjetos de una muestra de tejido de HCC que se tifid moderadamente positiva para la
expresion de ROS. Este hallazgo es notable, porque ROS no se expresa en el tejido normal del conducto biliar y
tampoco se expresa en el tejido hepatico normal.

Se espera que el andlisis de secuenciacion de las muestras que muestran tincion fuerte con el anticuerpo especifico
de ROS revele la presencia de la expresion de ROS mutante (p. €j., sobreexpresion de ROS de tipo silvestre en el
tejido de carcinoma hepatocelular cuando no hay en el tejido hepatico) o la presencia de un polipéptido ROS
truncado o una proteina de fusion ROS (p. €j., un polipéptido de fusion FIG-ROS).

Para determinar si el anticuerpo ROS usado era capaz de unirse a ROS mutante en estos tejidos hepaticos, se
realiz6 un ensayo IHC en células HCC78 (un cancer de pulmén no microcitico conocido por expresar un polipéptido
de fusion SLC34A2-ROS) en presencia o ausencia de un péptido ROS competidor.

Se realizé la IHC como se describidé anteriormente para las muestras de tejido de HCC y CCA. En resumen, se
desparafinaron los sedimentos de células HCC78 introducidos en parafina y se rehidrataron a través de tres cambios
de xileno y etanol graduado, luego se aclararon en diH,O. Se sometieron los portaobjetos a recuperacion de
antigeno en EDTA 1,0 mM, pH 8,0 en el microondas. Después de bloquear durante 1 hora en TBST/suero de cabra
al 5 %, se incubaron los portaobjetos durante la noche a 4 °C con mAb de conejo Ros (D4D6) XP™ a 0,19 pg/ml en
ausencia de péptido o en presencia de uno de 13 péptidos ROS diferentes a 1,9 pg/ml. Los péptidos ROS fueron los
siguientes:
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Numero del péptido: M09-6291

Nombre del péptido: ROS-1

Secuencia del péptido: (biotina)AGAGCGQGEEKSEG
Extremo carboxilo del péptido: CONH2

Escala de la sintesis (umol): 5

Numero del péptido: M09-6300

Nombre del péptido: ROS-10

Secuencia del péptido: (biotina) AGAGSGKPEGLNYA
Extremo carboxilo del péptido: CONH2

Escala de la sintesis (umol): 5

Numero del péptido: M09-6301

Nombre del péptido: ROS-11

Secuencia del péptido: (biotina) AGAGGLNYACLTHS
Extremo carboxilo del péptido: CONH2

Escala de la sintesis (umol): 5

Numero del péptido: M09-6302

Nombre del péptido: ROS-12

Secuencia del péptido: (biotina)AGAGCLTHSGYGDG
Extremo carboxilo del péptido: CONH2

Escala de la sintesis (umol): 5

Numero del péptido: M09-6303

Nombre del péptido: ROS-13

Secuencia del péptido: (biotina) AGAGTHSGYGDGSD
Extremo carboxilo del péptido: CONH2

Escala de la sintesis (umol): 5

Numero del péptido: M09-6292

Nombre del péptido: ROS-2

Secuencia del péptido: (biotina)AGAGEKSEGPLGSQ
Extremo carboxilo del péptido: CONH2

Escala de la sintesis (umol): 5

Numero del péptido: M09-6293

Nombre del péptido: ROS-3

Secuencia del péptido: (biotina)AGAGPLGSQESESC
Extremo carboxilo del péptido: CONH2

Escala de la sintesis (umol): 5

Numero del péptido: M09-6294

Nombre del péptido: ROS-4

Secuencia del péptido: (biotina) AGAGESESCGLRKE
Extremo carboxilo del péptido: CONH2

Escala de la sintesis (umol): 5

Numero del péptido: M09-6295

Nombre del péptido: ROS-5

Secuencia del péptido: (biotina) AGAGGLRKEEKEPH
Extremo carboxilo del péptido: CONH2

Escala de la sintesis (umol): 5

Numero del péptido: M09-6296

Nombre del péptido: ROS-6

Secuencia del péptido: (biotina) AGAGEKEPHADKDF
Extremo carboxilo del péptido. CONH2

Escala de la sintesis (umol): 5

Numero del péptido: M09-6297

Nombre del péptido: ROS-7

Secuencia del péptido: (biotina) AGAGADKDFCQEKQ
Extremo carboxilo del péptido. CONH2

Escala de la sintesis (umol): 5

Numero del péptido: M09-6298
Nombre del péptido: ROS-8
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Secuencia del péptido: (biotina)AGAGCQEKQVAYCP
Extremo carboxilo del péptido. CONH2
Escala de la sintesis (umol): 5

Numero del péptido: M09-6299

Nombre del péptido: ROS-9

Secuencia del péptido: (biotina) AGAGVAYCPSGKPE
Extremo carboxilo del péptido. CONH2

Escala de la sintesis (umol): 5

Tras lavar, se realice la deteccion con reactivo de deteccion de IHC SignalStain® Boost (HRP, Conejo) n.° 8114 y
NovaRed (Vector Laboratories, Burlingame, CA).

Los resultados muestran que solo el péptido 9 fue capaz de competir por la unién del anticuerpo fuera del
portaobjetos de IHC. La Figura 19A muestra un portaobjetos de IHC con la adicion del péptido ROS-1, y la Figura
19B muestra un portaobjetos de IHC con la adicion del péptido ROS-9. Por lo tanto, la secuencia de ROS-9, en
concreto, AGAGVAYCPSGKPE, esta dentro del fragmento de ROS quinasa especificamente unido al anticuerpo
usado en estos estudios. Dado que esta secuencia aparece dentro del dominio quinasa de la ROS quinase, estos
estudios sugieren con fuerza que los tejidos de CCA y HCC que se tifieron positivos para la unién con el anticuerpo
especifico de ROS expresaban el dominio quinasa de ROS.

La descripcion se puede describir con mayor detalle mediante las siguientes clausulas:

1. Un polipéptido de fusién FIG-ROS (S) purificado, en donde dicho polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 17.

2. Un polinucledtido de fusién FIG-ROS (S) purificado, en donde dicho polinucleétido comprende la secuencia de
acido nucleico expuesta en SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 16.

3. Un agente de unién que se une especificamente a un polipéptido de fusién FIG-ROS.

4. El agente de unioén de la clausula 3, en donde el agente de unién se une especificamente a una unién de fusion
entre una parte FIG y una parte ROS en dicho polipéptido de fusién FIG-ROS.

5. El agente de unién de la clausula 4, en donde la unién de fusién comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en AGSTLP, LQVWHR y LQAGVP.

6. El agente de unién de la clausula 3, en donde el polipéptido de fusion FIG-ROS se selecciona del grupo que
consiste en un polipéptido de fusién FIG-ROS (S), un polipéptido de fusién FIG-ROS (L) y un polipéptido de fusién
FIG-ROS (XL).

7. El agente de unién de la clausula 3, en donde el agente de unién se selecciona del grupo que consiste en un
anticuerpo y un péptido AQUA.

8. Una sonda nucleotidica para detectar un polinucleétido de fusién FIG-ROS (S) o un polinucleétido de fusion FIG-
ROS (XL), en donde dicha sonda se hibrida con dicho polinucleétido de fusion FIG-ROS (S) o a un polinucleétido de
fusion FIG-ROS (XL) en condiciones rigurosas.

9. Un método de deteccion de una translocacion del gen de FIG-ROS en una muestra biolégica, comprendiendo
dicho método la puesta en contacto de una muestra biolégica con un agente de unidn que se une especificamente a
un polipéptido de fusion FIG-ROS, en donde la unién especifica de dicho agente de union a dicha muestra bioldgica
indica una translocacion del gen de FIG-ROS en dicha muestra biologica.

10. Un método de detecciéon de una translocacion del gen de FIG-ROS en una muestra biolégica, comprendiendo
dicho método la puesta en contacto de una muestra biolégica con una sonda nucleotidica que se hibrida con un
polinucleédtido de fusién FIG-ROS en condiciones rigurosas, en donde la hibridacion de dicha sonda nucleotidica a
dicha muestra bioldgica indica una translocacion del gen de FIG-ROS en dicha muestra biologica.

11. Un método de diagndstico de un paciente que tiene un cancer o cancer sospechoso caracterizado por una ROS
quinasa, en donde dicho cancer o cancer sospechoso no es un cancer ni cancer sospechoso seleccionado del grupo
que consiste en carcinoma pulmonar no microcitico y glioblastoma, comprendiendo dicho método la puesta en
contacto de una muestra biolégica de dicho cancer o cancer sospechoso, comprendiendo dicha muestra biolégica al
menos un polipéptido, con un agente de unién que se une especificamente a un polipéptido ROS mutante, en donde
la union especifica de dicho agente de unién a al menos un polipéptido en dicha muestra bioldgica identifica a dicho
paciente como aquel que tiene un cancer o un cancer sospechoso caracterizado por una ROS quinasa.

12. Un método de identificacién de un cancer o un cancer sospechoso que es probable que responda a un inhibidor
de ROS, en donde dicho cancer o cancer sospechoso no es un cancer ni un cancer sospechoso seleccionado del
grupo que consiste en carcinoma pulmonar no microcitico y glioblastoma, comprendiendo dicho método la puesta en
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contacto de una muestra biolégica de dicho cancer o cancer sospechoso, comprendiendo dicha muestra bioldgica al
menos un polipéptido con un agente de unidn que se une especificamente a un polipéptido ROS mutante, en donde
la unién especifica de dicho agente de unién a al menos un polipéptido en dicha muestra bioldgica identifica dicho
cancer o cancer sospechoso como un cancer o cancer sospechoso que es probable que responda a un inhibidor de
ROS.

13. El método de la clausula 11 o 12, en donde dicho polipéptido ROS mutante es polipéptido ROS de tipo silvestre
expresado de forma aberrante.

14. El método de la clausula 11 o 12, en donde dicho polipéptido ROS mutante se selecciona del grupo que consiste
en un polipéptido ROS truncado y un polipéptido de fusién ROS.

15. El método de la clausula 14, en donde el polipéptido de fusion ROS se selecciona del grupo que consiste en un
polipéptido de fusion FIG-ROS (S), un polipéptido de fusién FIG-ROS (L), un polipéptido de fusion FIG-ROS (XL), un
polipéptido de fusiéon SLC34A2-ROS (S), un polipéptido de fusion SLC34A2-ROS (L), un polipéptido de fusion
SLC34A2-ROS (VS) y un polipéptido de fusién CD74-ROS.

16. El método de la clausula 11 o 12, en donde el agente de unién se selecciona del grupo que consiste en un
anticuerpo o un péptido AQUA.

17. Un método de diagndstico de un paciente que tiene un cancer o cancer sospechoso caracterizado por una ROS
quinasa, en donde dicho cancer o cancer sospechoso no es un cancer ni un cancer sospechoso seleccionado del
grupo que consiste en carcinoma pulmonar no microcitico y glioblastoma, comprendiendo dicho método la puesta en
contacto de una muestra bioldgica de dicho cancer o cancer sospechoso, comprendiendo dicha muestra bioldgica al
menos una molécula de acido nucleico, con una sonda que se hibrida en condiciones rigurosas a una molécula de
acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en un polinucledtido de fusion FIG-ROS, un polipéptido de fusion
SLC34A2-R0OS, un polipéptido de fusion CD74-ROS y un polinucledtido ROS truncado, y en donde la hibridacion de
dicha sonda con al menos una molécula de acido nucleico en dicha muestra biolégica identifica que dicho paciente
tiene un cancer o un cancer sospechoso caracterizado por una ROS quinasa.

18. Un método de identificacién de un cancer o un cancer sospechoso que es probable que responda a un inhibidor
de ROS, en donde dicho cancer o cancer sospechoso no es un cancer ni un cancer sospechoso seleccionado del
grupo que consiste en carcinoma pulmonar no microcitico y glioblastoma, comprendiendo dicho método la puesta en
contacto de una muestra biolégica de dicho cancer o cancer sospechoso, comprendiendo dicha muestra biolégica al
menos una molécula de acido nucleico, con una sonda que se hibrida en condiciones rigurosas a una molécula de
acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en un polinucleétido de fusion FIG-ROS, un polipéptido de fusion
SLC34A2-R0OS, un polipéptido de fusion CD74-ROS y un polinucledtido ROS truncado, y en donde la hibridacion de
dicha sonda con al menos una molécula de acido nucleico en dicha muestra bioldgica identifica que dicho cancer o
cancer sospechoso como un cancer o cancer sospechoso que es probable que responda a un inhibidor de ROS.

19. El método de la clausula 17 o 18, en donde el polinucleétido de fusion FIG-ROS codifica un polipéptido de fusiéon
seleccionado del grupo que consiste en un polipéptido de fusion FIG-ROS (S), un polipéptido de fusion FIG-ROS (L)
y un polipéptido de fusion FIG-ROS (XL).

20. El método de la clausula 17 o 18, en donde el polinucleétido de fusion SCL34A2-ROS codifica un polipéptido de
fusion seleccionado del grupo que consiste en un polipéptido de fusion SCL34A2-ROS (S), un polipéptido de fusion
SCL34A2-ROS (L) y un polipéptido de fusion SCL34A2-ROS (VS).

21. El método de la clausula 11, 12, 17 o 18, en donde dicho cancer o cancer sospechoso se selecciona del grupo
que consiste en un cancer de rifién, un cancer de higado, un cancer de pancreas y un cancer de testiculo.

22. El método de la clausula 11, 12, 17 o 18, en donde el cancer es de un ser humano.

23. El método de la clausula 12 o 18, en donde, el inhibidor de ROS se selecciona del grupo que consiste en un
agente de union que se une especificamente a un polipéptido de fusién FIG-ROS, un agente de unién que se une
especificamente a un polipéptido ROS truncado, un ARNip dirigido a un polinucleétido de fusién FIG-ROS y un
ARNip dirigido a un polinucleétido ROS truncado.

24. El método de la clausula 12 o 18, en donde el inhibidor de ROS es un inhibidor de una quinasa seleccionada del
grupo que consiste en una ALK quinasa, una LTK quinasa, un receptor de insulina y un receptor de IGF1.
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Leu

Lys

Ile

Thr

Val

Ser

val

Ala

135

Glu

Leu

Arg

Ala

Glu

215

Arg

Ala

Lys

Lys

Gln
295

Asp

Ser

Ser

Glu

His

120

Lys

Arg

Glu

His

Lys

200

Glu

Leu

val

Thr

Glu

280

Leu

Pro

Leu

Gln

Leu

105

Asp

Thr

Glu

Ala

Ile

185

Tyr

Ile

Leu

Asp

Leu

265

Ala

Gly

ES 2637174 T3

Asp

Ser

Ile

20

Thr

Gln

Gly

Leu

Glu

170

Ala

Leu

Glu

Leu

Tle

250

Lys

His

val

Gln

Ser

Asn

Glu

Leu

Gln

Glu

155

Val

Vval

Asp

Asn

Gly

235

Leu

Lys

Leu

Cvs

Ala

Cys

His

Thr

Leu

Ser

140

Ala

Lys

Leu

Lys

Leu

220

Ser

Gly

Gly

Met

Leu
300

59

Asp

Phe

Lys

Gln

Gln

125

Ala

Asn

Leu

Gln

Glu

205

Pro

Gly

Val

Ser

Ser

285

Leu

Ile

Ala

Leu

Ala

110

Leu

Asp

Lys

Leu

Ala

130

Leu

Ala

Ala

Gly

Thr

270

Lys

Asn

Thr

Gln

Glu

95

Glu

His

Ser

1ys

Arg

175

Glu

Ala

Phe

Phe

Ser

255

Asp

Phe

Glu

Tyr

Leu

Ala

Lys

Ser

Gly

Glu

160

Lys

Val

Gly

Pro

Gly

240

Gly

Gln

Asn

Pro



Gln

305

Leu

Val

Leu

Leu

Asp

385

Arg

Met

Leu

Ser

Pro
465

Trp

Gln

Arg

Glu

Ala

Tyr

Arg

Asp

Glu

val

370

Phe

Gly

Asp

Ile

Asn

450

Pro

Ala

Leu

Asp

Asp

530

Leu

Ile

Lys

Leu

Arg

355

Ser

Gly

Glu

Gly

Trp

435

Leu

Arg

Gln

Gln

Glu

515

Gly

Met

Ile

Ala

Val

340

Met

val

Leu

Gly

Ile

420

Glu

Asp

Asn

Glu

Leu

500

Ala

Asp

Glu

Leu

Arg

325

Asp

His

Lys

Ala

Leu

405

Phe

Ile

val

Cys

Pro

485

Phe

Asn

Val

Thr

Glu

310

Met

Leu

Phe

Asp

Arg

350

Leu

Thr

Leu

Leu

Pro

470

Asp

Arg

Asn

Ile

Lys

Leu

Ala

Cys

Ile

Tyr

375

Asp

Pro

Thr

Thr

Asn

455

Asp

Gln

Asn

Ser

Cys

535

Asn

Met

Thr

Val

His

360

Thr

Ile

Val

Gln

Leu

440

Tyr

Asp

Arg

Phe

Gly

520

Leu

Arg

ES 2637174 T3

Glu

Phe

Asp

345

Arg

Ser

Tyr

Arg

Ser

425

Gly

val

Leu

Pro

Phe

505

val

Asn

Glu

Gly

Tyr

330

Ile

Asp

Pro

Lys

Trp

410

Asp

His

Gln

Trp

Thr

490

Leu

Ile

Ser

Gly

Gly

315

Gly

Ser

Leu

Arg

Asn

385

Met

Val

Gln

Thr

Asn

475

FPhe

Asn

Asn

Asp

Leu

Asp

Pro

Lys

Ala

Ile

380

Asp

Ala

Trp

Pro

Gly

460

Leu

His

Ser

Glu

Asp

540

Asn

60

Leu

Leu

Gly

Ala

365

Val

Tyr

Pro

Ser

Tyr

445

Gly

Met

Arg

Ile

Ser

525

Ile

Tyr

Leu

Leu

Cys

350

Arg

Lys

Tyr

Glu

Phe

430

Pro

Arg

Thr

Ile

Tyr

510

Phe

Met

Met

Thr

Thr

335

val

Asn

Ile

Arg

Ser

415

Gly

Ala

Leu

Gln

Gln

495

Lys

Glu

Pro

val

Tyr

320

Leu

Tyr

Cys

Gly

Lys

400

Leu

Ile

His

Glu

Cys

480

Asp

Ser

Gly

Val

Leu
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545

Ala Thr

Gln

Ser

His Ala

Glu

Glu

Asp

550

Cys Gly

565

Ser Glu

580

Lys Asp

595

Ser Gly

610

Tyr
625

Gly

<210> 5
<211> 1544
<212> DNA

Lys

Asp

Pro Glu

Gly Ser

Gln Gly Glu

Ser Cys Gly

Phe Cys Gln

600

Gly Leu Asn

615

Asp

630

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Nucleétido Sintético

<400> 5
gtgtgtaaaa

gactcttact
cccaggctgg
agcgattcte
cagctaaatt
aaactcctga
gagccaccgce
tcagaattat
tgtatecgeag
agtatettac
cttgagacca
tatgatcact
tgacaatgat
aacaaacttt
ttaaaaacat

aacttttttt

aatgggtatt
tetttetttt
agtgcagtgg
ctacctecage
ttgtattttt
ccttgtgate
acctggecta
tttacagttyg
atctagttat
tgtgaaatge
gtacagccga
gaaacccagt
tttatcataa
ggtgacttat
ggaacaaaga

tttttttaaa

attgtactet
tttatttttt
catgatctet
ctcetgagta
agtagagatg
catccacctt
ctctttttte
gttttaactt
ccatactaaa
taacaactet
tattcacatg
ctttcttgece
tcatacacag
tagtactaaa
aaaaataatt

ttttgtgaga

ES 2637174 T3

558

Glu Lys Ser
570

Leu Arg Lys
585

Glu Lys Gln

Tyr Ala Cys

taagtgacaa
atttttttga
getcactgea
gctgggatta
gggtttcace
ggectoccaa
ttatggtaaa
actgttgtta
tatgtttagt
gtagagcage
catagcagaa
cttcaaaaaa
aattetgcectg
tcattttgtg
tatatcatet

tggggtctca

Glu Gly

Glu Glu

Val Ala

605

Leu Thr

620

attggatatt
gatggagtct
acctctgect
caggtgectg
atgttggcca
agtgctggga
tgaagcatta
aattaatact
ttacacacac
adttttcaac
cttccataag
acgtgttggt
tatttattaa
catattcttt
tgaagtacaa

ctctgteget

61

Pro Leu

Lys Glu

590

Tyr Cys

His Ser

560

Gly
575

Pro

Pro

Gly

taatgaggtt
tgetctgttyg
cctgggttea
ccaccacgge
ggctggtete
ttacaggtgt
atctttttee
gacagcatta
aaacactgat
tattttgtge
gaattctttt
atttagttaa
gtaaattatt
taatgtcaca
attttetagt

caggatggag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960
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tgcagtggtyg
acctcageoct
ggttttgecot
tttgtgaaaa
taacatttaa
ctcataaatt
attcctttaa
tttcatattt
taatttgaga

gtgaatataa

<210> 6
<211> 3469
<212> DNA

caacgttgge
tecaagtage
tgttgceoctyg
gaaactctaa
tagtatetga
tttttttaga
aaattttttt
tttttatatc
ttcatgcaaa

tgaaaaatca

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Nucleétido Sintético

<400> 6

gtaaaaatca
gaaggcctca
tttccettgt
ttctatatte
tcecttgaaaa
gagtagatct
aatgaatttt
tagaatcaac
atattttaag
atctgtggat
tcataataat
tatctggttg
cagtgttgct
catagtaaaa
cagttaattt

atgggaagta

ctctaaaaat
gaatttctte
ttattgtttt
atcttggact
ataaataaaa
atcttgtaga
aagctaatta
ttatattatc
gaaaaactct
ctetgagggt
actaagacat
atgcaaaagc
aatactagta
gaagaagata
ttaaatattg

tgcataaage

tcactgcage
tgagaccaca
getggttceta
ttagaagaaa
gttcagtgac
tttatttgaa
tactggtttt
tgagagacat
agctacttat

atgtactctt

tattattaac
agtaaaactg
attgtatact
gttaagacaa
ttttttetag
ctacattgte
tgaataagta
ttggggatgt
agcacttcct
ctcotgagata
catttgtctt
aattggggta
actgtactag
ccaattttge
acctttgagt

acttactctg

ES 2637174 T3

gtecaccttt
ggcatgeocac
gtaactttta
tatttttgte
tttgcatgea
ttaagtatat
tcccttgagg
caagaagttc
gttcactaat

ttcccaatat

atattcatta
ttttgtgagg
atgctaacag
gtacattacc
actctgaaac
tgtetgtett
tgaagtatac
ttggtttagt
tttacataga
ttttagcaga
tttttgectat
aaactgctgg
taatcattgt
ttaaaaatat
acctgtettt

cacactgaac

caggctcaag
catgcectggt
accacattta
catttatctce
agacatagat
gactaaagga
atacctgttce
gtgagtatta
tttectgaat

gaag

ttattaaatg
aaatcaaagg
tttatttacc
agttactcta
aaagaccaat
gatgcaaatt
tgtcacctta
tectttgota
gcagtggtcc
gttecatgagg
gttgatattt
tgcecttagea
tttctteett
ctttgatgaa
ttaatattct

aaagatgctg

62

tgatcectece
taattgttaa
aagtaatcat
atctaaaage
tgacattaat
gttcacatta
ttttcagagt
gttttatcac

tctcactgta

tttaaaatgt
aatgaagagc
atatatgttce
ctgcaagtga
atactatttt
catctctecac
tgattgectat
teatttagac
tcaaattgtg
tcaaagettt
gcactgatgg
ctaatcaagg
gccatccatt
atggcagtaa
ttgtgatgag

gtttcaaggg

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1544

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



aaagtacata
gaatgactaa
aaagtccatc
ctectcaagtg
tcctaacact
atacagtaaa
ttttcaaatc
tgcaagatag
caaattccac
aaaggctgtt
ttcatatact
aaagccattg
tttgtttgga
atttattgtc
taatatggga
tgcttagtat
tgaactgata
atagcagtag
tcaaaacctt
tttetgtegg
tctctgteac
tatatatctt
ctatacttta
ataagcctat
atcttgccaa
taatgtaata
tatataagta
agcttgatgg
gocttgaggec
ttttaaaata
aggtggaagg

tgcaatccag

agtgactgaa
caaagtatgg
acttcaggaa
aaagttagaa
taagctttte
gtgaaatgtg
accagtaaat
gcaaatggat
attgtcaaat
aaaatactct
tgtaatagat
aagagatttg
acatagagtt
atttttaaca
aacatcagta
aaaggcctec
aactgttgca
cagttactgt
aattgttggg
gattagaaag
atatgcaaat
ttaactgact
tagatatata
tatttatttt
caaattacat
tgaaagcaac
gaattgactg
tggcteoatge
aggagttacc
tagctggaca
attgettgag

cctgggcaat

ctagccattt
attttcggac
agacaactga
ctttgtaaaa
tgatgagatt
tcaacttttg
gaagttataa
tttaatataa
ttttgtataa
tceatttage
tgaatggaag
taaaattgta
atttgtcatt
aagaaatgaa
gctataatcc
tgagaccaaa
cttttgataa
tttcactgtg
ctgetctcea
cctgtctett
tgcagacact
cacttaaaza
tatcacctaa
atagatgatc
tttaagcaat
aatgaaaaat
aattttacaa
ctgtaattea
aacctgggea
tggtggcaca

cctaggaggt

agagtgagac

ES 2637174 T3

ttetteatgg
tatttggaag
taatatttat
catacgttga
gatgatgata
gaattgctac
aattttgcat
cagagtgtga
tatcagagaa
aactacatat
cagatatatg
aaataatgct
agacaaatgt
ttttttttta
acataaacag
atgttgaact
acttgtgtgt
catcttgage
tatggtttca
cotttttttt
taaaatgtga
aatgtatcta
ataggtgata
agaatteogtt
taactagtat
aaaaatataa
ttatatgtat
agcactttgg
acatagtgaa
tgettgtage
caaggeagca

cotgtectecag

aagacaattt
ccattttett
tgccagtgat
tcaccatgag
ttaatgaatg
ataacttcat
gggaaaagat
aaagttecact
caatactgac
ctgtgtgagg
aaaatacagce
actcttctaa
tatttatatt
gatttttcaa
aagcttcttg
cctggecatgg
tgtaaactgt
aaaactattg
ttgtatttca
gtaactgagg
ctcaactaaa
ttggttattg
tagtcaacac
ttaagtttta
atgcctcagt
ttcacagttc
tacttctaag
gaggccaagg
cectgtetet
tccagetact
gtgagccgta

daddddaaaa

63

ttacttgaat
aaaaatgaac
aaaatgtgag
cttgacaget
tgattttttg
ggtccaatat
ccattcaaaa
gataaggttt
agttatctga
ctgaacttte
tatecatctac
ctagaatttt
aaccttectgg
ttttacctac
gagtcctcaa
agttttatgg
ctgcacaaag
tggcagtatg
cacttgctgt
ctagaagtet
aatttgtgtyg
tttcacacgt
ttatttattt
gctagacatce
taactgaagt
agtagatatt
tettacagac
caggaggate
tcaaaaaaat
caggaggctg
atcatgccac

gaaaaadaaaa

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2380
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aaaggaaagqg
tttttaaate
attactgatt
tgggcattee
atttttttaa
ctcagctcac
aatagctggg
gacggggttt
caccttggee

aactttttaa

<210>7
<211> 3616
<212> DNA

aaaacttgat
tgtacaatat
tgattaatat
tttgttttte
tegagacaga
tgcaacctcc
attacaggca
caccacattg
tctcaaagtg

accagaaagt

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Nucleétido Sintético

<400> 7
gtatgttace

agtacattct
tatatatata
ttctaaaaca
aattcctace
tctatecage
acataacagg
tattttagtt
tgtgattttt
ctgatgagtt
tgcctgtgee
gattacttaa
agctacaaac
atctttteoca
tcacttagte

ctgtgecect

atgtctgtet
taacattagc
taatcttatt
tcattatcat
acatcaattc
catataattce
cctaagacct
tatgatatat
ccctctacte
ctecatattee
cttgacttac
tccctetetg
ttctttgtgyg
atatttatgt
tttggcectyg

tagctgtgat

aggaaactta
ttgatacetyg
aaggcattat
actcaataaa
gttteactet
acttcctgge
tgtgccacca
tccaggetgg
ctgggattac

gtotgotttt

acacactagc
aatagataat
atccaaacta
catgtecattt
catgectecta
tattcacatt
ttgtttctte
tgtetticta
agtaatcagg
totttecace
gcatactgct
aaatacccac
catgtgaggt
ctgtgetgta
tgtttgecte

ttectattat

ES 2637174 T3

atacaatttt
ccataagagg
ttttgectea
cttatacaac
gtcacccagy
ttcaagtgat
tgcccggega
tctegaacce
aggtatgagce

tttttctect

ttattaccta
ggtgactata
ttaaactatt
ttctecceaa
attaggctte
ataccagect
cccaatatct
atcacatagg
tcctgttgat
ttggetttea
gacagttaaa
aatggctcte
cttctgtaat
gccatatcag
agcctagaat

ttattttetg

tacataagce
gaagaattee
gattactaat
taactttttt
ctagagtgeg
tcteccettect
atttttgtat
ctaacctcag
cactgecacct

ttctttcag

aaggttcagt
tatatatata
ccattcatgt
taataatcag
caaggctgtt
tatgaccact
acctctteca
caggaaatct
tttaccatct
taatttaagg
tttagttgaa
catttactge
ttatcctcca
accagtaaaa
acaggtccce

ccaattgaaa

64

caatatagta
cctgttagga
gttaattact
ttttttttta
gtggtacgat
cagtctccca
ttttaataga
gttatccacc

gaccaaaacc

aataaatatc
tatatatata
gatgtgatct
ccacccectt
cacaatctgt
cctacattat
ctgtgtattt
cagtgocata
tgatttttet
tatcatttet
gcacaggctg
tttcagaate
attgtggttt
agtttttatg
actacctace

ttetteteat

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3469

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



ccttecaagac
tattgcattt
gttagttatc
aaaagaacca
ttettotttt
ttacaaaggt
ttggtcctca
tgaaactacc
tatgtatgaa
tttcttggte
agattgagtg
tgcttttgat
tctaacaact
ttaggtagag
attattaggt
taaatatcag
tatatatata
tgtgatcttt
acccccttaa
caatctgtte
tacattatac
gtgtatttta
gtgccatatg
attttteotet
tcatttcttg
acaggctgga
tcagaatcag
tgtggtttat
tttttatgte
tacctacect
ctteoteatee

aaatgaatta

ttaaatgaac
tatacactca
tagttagttg
aatagtaaat
cttettttte
aaaacttatt
tgccatagtt
taagagaaat
gatattatac
ctaaatttat
gatatattee
ttcacatgge
ggcttgcaaa
ctggggcaac
atgttaccat
tacattctta
tatatatata
ctaaaacatc
ttectaccac
tatccageca
ataacaggcc
ttttagttta
tgatttttcc
gatgagttct
cctgtgeect
ttacttaatc
ctacaaactt
cttttecaat
acttagtctt
gtgecoctta
ttcaagactt

ttgcatttta

tecatcataat
catgctatat
tgtacagaag
atgttagact
tgttctettt
catagctaat
tgccagactc
taccatgttt
aaaataataa
taaaaagata
agtggtttgt
ataaacactg
aatccagtag
ttagetttta
gtetgtctac
acattagcaa
atettattat
attatcatca
atcaattcca
tataattcta
taagaccttt
tgatatattg
ctctactcag
catecttocte
tgacttacgc
cctctctgaa
etttgtggea
atttatgtet
tggecectgtyg
getgtgattt
aaatgaactec

tacactcaca

ES 2637174 T3

gettacctga
aaaacttaca
tttgctacce
ttgecaggeta
ttcoccttctee
agggggtaca
tggcctacgt
attectcagt
tgccaactat
tatatgttte
tgetetetge
tctgtatgga
tagctagcte
tctatgaatt
acactagctt
tagataatgg
ccaaactatt
tgtcattttt
tgctccotaat
ttecacattat
gtttcttcee
tctttctaat
taatcaggtc
ttteocacectt
atactgctga
atacccacaa
tgtgaggtct
gtgctgtage
tttgectcag
cctattattt
atcataatge

tgctatataa

tgcteettag
tgattecttgt
agctcagcaa
catgtgatet
ttctttttaa
aaatcagget
gtttgtttee
ttaatatcea
ttagtatcca
ctaagtcatt
aaaaaaaagc
tgctttcaag
tgctatatta
aatttectttt
attacctaaa
tgactatata
aaactattece
ctcceccaata
taggctterca
accagectta
caatatctac
cacataggca
ctgttgattt
ggetttocta
cagttaaatt
tggctctceca
tctgtaattt
catatecagac
cctagaatac
attttetgee
ttacctgatg

aacttacatg

65

tcaaatgaat
ttatattata
actttttctg
ctgtagcatg
aaataacact
atagccagat
tctacacaac
tgaaattaaa
aagactgaga
ttaaagtaga
aaaaacacct
ctaccaacgg
ctctgtgtge
tectgatttat
ggttcagtaa
tatatatata
attcatgtga
ataatcagee
aggctgttea
tgaccactec
ctctteoccact
ggaaatctca
taccatcttg
atttaaggta
tagttgaagc
tttactgctt
atcctecaat
cagtaaaaag
aggtccccac
aattgaaatt
ctecettagte

attcttgttt

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2380
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atattatagt
tttttctgaa
gtagcatgtt
ataacacttt
agocagattt
tacacaactg
aaattaaata
gactgagatt
aaagtagaag
aaacaccttg
accaacggtc
ctgtgtgett
tgatttatat

<210> 8
<211> 2937
<212> DNA

tagttatcta
aagaaccaaa
cttettttet
acaaaggtaa
ggtccteatg
aaactaccta
tgtatgaaga
tecttggtect
attgagtgga
cttttgattt
taacaactgg
aggtagaget

tattag

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Nucleétido Sintético

<400> 8
gtaagtataa

atttatctct
tttacattgt
atctaggeat
aaactacttyg
gctgcataca
gtacagaaaa
tggtttctaa
ttctggettg
gctcatttat
tttttctaag
gtcaagtact

gtttcagecac

tagaattttt
tagttgatct
tacctttgge
aactatttta
caagggcacce
aatgttttgt
aagtatagaa
gcagacagge
tgggatcgac
aaatgaccag
aagatttact
gattggactt

aaataataat

gttagttgtg
tagtaaatat
tectttttetg
aacttattca
ccatagtttg
agagaaatta
tattatacaa
aaatttatta
tatattccag
cacatggcat
cttgcaaaaa

ggggcaactt

aaaataggca
aatctcccac
tatacattta
tggaaaatat
aacttttagyg
ggcttatggt
ttaatgggag
tggtttggaa
tecttgettte
gaaggcagaa
ttaatgataa
ttagagttat

agcactttet

ES 2637174 T3

tacagaagtt
gttagacttt
ttetcttttt
tagctaatag
ccagactetyg
ccatgtttat
aataataatg
aaaagatata
tggtttgttg
aaacactgtc
tccagtagta

agottttate

acaaactgtt
atgaaatatt
taaccactaa
acatgtacat
tttctttaaa
ttaaaataaa
gocagtgaca
tgagtagggce
agacatctga
aaattaggtt
taaaatgcag
cacagtgate

ttecattecece

tgctacceag
gcaggctaca
cottetectt
ggggtacaaa
gectacgtgt
tccteagttt
ccaactattt
tatgtttect
ctctectgcaa
tgtatggatg
gctagectcetyg

tatgaattaa

tacttaatca
gcctgattaa
cttetgtgaa
ttcatgttat
acagtattta
taaaagaaaa
atctttgatt
ctcocttttgca
tctgcttatt
aggtagatag
taaaaacctc
atacattett

aaactgtccg
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ctcagcaaac
tgtgatctct
ctttttaaaa
atcaggctat
ttgtttecte
aatatccatg
agtatccaaa
aagtcatttt
aaaaaagcaa
ctttcaagcet
ctatattact

tttettttte

tacctgattg
gttaataaaa
ttgttttctg
actttagata
tttetgattg
ataaccctgg
gggatagttt
gaagatccat
tcaaatccet
aaagctattt
aaagggaatg
gtttatttet

agtttgetta

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3616

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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taagatatat ggacccctat ctattgcectaa tattgagagt ccccaacaca ctgaatecatt 840
aaaagaaggg catgattctt accagaaaag aacactcaaa cacatattaa gaaagttgtg 200
gcttgttttg ttcacaagta ggggtaagtt acaagggaaa gttgatggaa aagtcacaaa 960
cataaagttg aactctcagg ataaagacag ccaacacttt actgtgttet aagtetttat 1020
tctttctgeca aagtgattgg agtcacaatc tttatgagag cactttgaag ctcgatttga 1080
gatttttttc aaagattcca cccagacaat atgtgaaact ccttcagcaa acttggaaag 1140
ctaaaaattt cagctgaccc tgccaggatt ttaacctgtg gttccagaga gtctaagtat 1200
tgecacagotg atgtttgtge cactaagcca geccetccag acttacgeat atgactgeag 1260
tatatttggc agttggcata taggcttgac tgettgtetg ctttcectact gggaaggaga 1320
attacatgaa gaatcettca getgaccttt gettgettte ttgtacatca ccattgttta 1380
aacccataac tetagtggat gaacatgaga taatttcaga caacctattg tgettecaag 1440
acatcctatg gatatctgac tttctcagga cttaaaggtc tttattctgt ttgaaattca 1500
cgaatttttg agtctagcta agctaattcg gttctttget tttagcageca gtgcatgtgg 1560
ttttactagt aagagegtgt gtgtgcatga gaaaagattg agtaattaaa ataacaaaac 1620
agtcacaatt attttaaaat ttgtattgtg ctgagggcac tcatcagtta taaacataaa 1680
attagacaat ttttaaaatg agtgttgaca gcctttgctt ctgagcagtc atatctaatg 1740
cataacatta geccttetget gggagtaggg gaaaatgtaa acctgtaaaa tacaactgcet 1800
gacctcagga gettgeocatt taatgaggga gttaagacat gectgtgtgg gaagacaaat 1860
agcaagatat gtgttaaata ataacaaaag acaaaaatag atgaaataag taagacagtg 1920
cataggataa gecactcacag agaggcgcaa ttagtettte aagttcagat atgaaagatt 1980
agtagaggtt gctgaggttt cagaaggcat cattgaggat gtgggcttac attgggcoctt 2040
taaaagtgaa gcgaggtggt gagaacattt caagttggaa aaattaattt agcaaaaggt 2100
acttgtgatc tttcactgtg tagcccttca aattgaattt catgtgaata aaactctaac 2160
ttottgaaca tagaagctac tgtgaaatta agttcaaatt ttaatgatca tecteotcaaag 2220
catgcttget getttcaact tcoctgagoccaa tagtccagta cagatgacaa tcctattgac 2280
ataattgtat tttaatatta aaaaaatttt attattataa aactaatact gcttattata 2340
taaggaagac agtacaaatt actcatgatt ctacaactag ggcagaccac tgctaacatt 2400
tggtaagcett cgttccaata cttttteotac atattegagt atgtgtatat gaacaacaat 2460
gatazacact cttgtactct gcaaaaaaza aaazaaaaaa aattgecatt atactgaaag 2520
cattttottt tetactgagg aatataacet ggatgtgact gaactcaaaa atgaatttgt 2580
ttcactaata attatgtttg ttttggttta ttttgacteg tttatgggtg attttgacaa 2640
ataagtttta atattaagat actttaattt gtttataaca acagtaagaa atacattaaa 2700
ttttaagaag tgagattaaa aatggtgtag tatgatttgt gtacttatat atggcttttt 2760
acctggattt aattagtttt ttataagata ttttaaaatc aaattatgaa aacttctata 2820
actattctac tgatagtgtt cttgcataaa aacacttcaa atgcactgtt aacatttect 2880
aaaggaaaaa agaagcaata ttttattttg tazattatgt cattttttce tttatag 2837
<210>9

<211> 2347
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400>9
Met Lys Asn
1

Leu Gly Cys

Cys Leu Lys
35

Thr Pro His
50

Asn Ser Val
65

Glu vVal Gly

Glu Asn Ala

His Asn Met
115

Tyr Ile Ile
130

Thr Lys Thr
145

Phe Thr Glu

Ile

Leu

20

Ser

Asn

Asp

Cys

Asp

100

Thr

Gln

Val

Tyr

Tyr

5

Trp

Cys

Leu

Gln

Ser

85

Leu

Leu

Trp

Ser

Ile
165

Cys

Ile

Val

Ser

Lys

70

Ser

Pro

Arg

Lys

Arg

150

Phe

Leu

Ser

Thr

Glu

55

Asn

aAla

Thr

Trp

Tyr

135

Pro

Arg

Ile

Val

Asn

40

Pro

Cys

Glu

Ala

Lys

120

Ala

Ser

Val
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Pro

Val

25

Leu

Cys

Ala

Gly

Pro

105

Ser

Gln

Tyr

val

Lys

10

Gln

Gly

Ile

Leu

Ala

90

Phe

Ala

Leu

Val

Trp
170

Leu

Cys

Gln

Gln

Lys

75

Tyr

Ala

Asn

Leu

Val

155

Ile

Val

Thr

Gln

Gly

60

Cys

Glu

Ser

Phe

Gly

140

Lys

Phe

68

Asn

Val

Leu

45

Cys

Arg

Glu

Ser

Ser

125

Ser

Pro

Thr

Phe

Leu

Asp

His

Glu

Glu

Ile

110

Gly

Trp

Leu

Ala

Ala

15

Asn

Leu

Phe

Ser

val

95

Gly

val

Thr

His

Gln
175

Thr

Ser

Gly

Trp

Cys

80

Leu

Ser

Lys

Tyr

Pro

160

Leu



Gln

Val

Asp

Ile

225

Ala

Thr

Pro

Glu

Ser

305

Ile

Val

Met

Ile

Met

385

Glu

Asp

Leu

Pro

Thr

210

Leu

Gly

Ile

Glu

Glu

290

Leu

Tyxr

Tyr

Ser

Ser

370

Asp

Glu

Ser

Tyr

Glu

195

Val

Gly

Thr

Tyr

Ala

275

Gln

Lys

His

Phe

Asp

355

Ser

Glu

Ile

Tyr

Ser

180

Thr

Glu

Tyxr

Gln

Arg

260

Glu

Trp

Hisg

Asn

Ser

340

Val

Tle

Leu

Thr

Asn
420

Pro

Ala

Val

Asn

Arg

245

Phe

Ser

Leu

Leu

Ile

325

Glu

Ser

Ser

Val

Pro

405

Gly

Pro

Ero

Ser

Leu

230

Thr

Ser

Ser

Fhe

val

310

Thr

Gly

Asp

Ile

Cys

380

Bro

Tyr

Ser

Leu

Trp

215

Arg

Ser

Ile

Ile

Leu

295

Asp

Gly

Thr

Leu

Asp

375

Vval

Ser

val

Pro

Ile

200

Asp

Leu

Phe

Ala

Thr

280

Ser

Glu

Ile

Leu

Arg

360

Trp

Cys

Ile

Phe

Ser

185

Arg

Pro

Ile

Gln

Ala

265

Thr

Arg

Ala

Ser

Ile

345

Ile

Leu

Asp

Ser

Tyr
425
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Tyr

Asn

Pro

Ser

Fhe

250

Val

Ser

Llys

Hisg

val

330

Trp

Phe

Tyr

Leu

Ala

410

Leu

Arg

Ile

Gln

Lys

235

Tyr

Asn

Ser

Thr

Cys

315

Asp

Ala

Tyr

Gln

Glu

395

Pro

Leu

Thr

Glu

Phe

220

Asn

Ser

Glu

Ser

Ser

300

Leu

val

Lys

Arg

Arg

380

Asn

Gln

Arg

69

His

Ser

205

Pro

Gln

Thr

Val

Ala

285

Leu

Arg

His

Lys

Gly

365

Met

Cys

Lys

Asp

Pro

190

Ser

Gly

Lys

Leu

Gly

270

Val

Arg

Leu

Gln

Ala

350

Ser

Tyr

Ser

Ile

Gly
430

His

Ser

Gly

Leu

Pro

255

Glu

Gln

Lys

Asp

Gln

335

Ala

Gly

Phe

Asn

Val

415

Ile

Gly

Pro

Pro

Asp

240

Asn

Gly

Gln

Arg

Ala

320

Ile

Asn

Leu

Ile

Ile

400

Ala

Tyr



Arg

Ile

Lys

465

Phe

Ala

Asp

Ile

Leu

545

Pro

Trp

Asp

Thr

Ile

625

Ser

Pro

Ser

Ala

val

450

Arg

Leu

Asp

Gly

val

530

val

Gln

Lys

Ile

Tyr

610

Phe

Ala

Gly

Glu

Asp

435

Glu

Ile

Asp

val

Lys

515

Gly

Ile

Glu

Pro

Ile

595

Glu

Leu

Met

Pro

Pro

Leu

Ser

Ile

Gly

Lys

500

Val

Cys

Fhe

Leu

Pro

580

Glu

val

Agn

Lys

Txp

660

Pro

Pro

Cys

Tyr

Ser

485

Ser

Ile

Asp

Gly

Ser

565

Ala

Leu

Lys

Ile

Tyr

645

Ser

Phe

val

Thr

Phe

470

Ala

Fhe

Fhe

Leu

Ser

550

val

Leu

Phe

vVal

Ser

€30

Lys

Glu

Ile

Pro

Leu

455

Asn

Ser

Ala

Gln

Ser

535

Ser

Leu

Ala

Glu

Ser

615

Gly

val

Pro

Met

Ser

440

Lys

Asp

His

Cys

Gln

520

His

Ser

Fhe

Ile

Leu

600

Thr

Thr

Ser

Ser

Ala
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Gly

Asp

Thr

Leu

Glu

505

Asp

Ile

Gln

Gly

Gly

585

Gly

Gln

Met

val

Val

665

val

Arg

Fhe

Ala

Ile

490

Asn

Ala

Glu

Leu

Ser

570

Ala

Pro

Asp

Leu

Arg

€650

Gly

Lys

Cys

Ala

Gln

475

Leu

Asn

Leu

Glu

His

555

His

Asn

Ser

Pro

Asn

635

Ala

Thr

Glu

Ala

Ile

460

Val

Pro

Asp

Ser

Phe

540

Pro

Gln

val

Ala

Pro

620

Val

Ser

Thr

Asp

70

Glu

445

Lys

Phe

Arg

Phe

Phe

525

Gly

Leu

Ala

Ile

Trp

605

Glu

Pro

Ser

Leu

Gly

Ala

Pro

Met

Ile

Leu

510

Asn

Phe

Pro

Leu

Leu

550

Gln

val

Glu

Pro

Val

670

Leu

Val

Gln

Ser

Pro

495

Vval

Glu

Gly

Gly

Val

575

Ile

Asn

Thr

Leu

Lys

655

Pro

Trp

Arg

Ala

Thr

480

Phe

Thr

Phe

Asn

Arg

560

Gln

Ser

Trp

Hig

Gln

640

Arg

Ala

Ser



Lys

Gly

705

Asp

Ser

Phe

Ile

Val

785

Leu

Glu

Val

val

Gln

865

Ser

Trp

Thr

Pro

690

Asn

Thr

Glu

Glu

Gln

770

Lys

Tyr

Ser

Ile

Gln

850

Ser

Glu

Ile

Ser

675

Leu

Val

Lys

Asn

Trp

755

Arg

Leu

Trp

Ser

Ala

835

Asp

Thr

Ile

Asn

Val
215

Asn

Ser

Gly

Tyr

740

Leu

Gln

Leu

Thr

Leu

820

Leu

Ser

Gly

Ser

Gly

200

Ser

Ser

Asp

Asp

725

His

Gly

Ser

Val

Thr

805

val

Thr

Gln

Asp

Gln

885

Phe

val

Phe

Met

710

val

Leu

His

Val

Asn

790

Leu

Leu

Leu

Cys

Thr

870

Asn

Arg

Leu

Gly

€85

Asp

Phe

Pro

Phe

Leu

775

Asp

Tyr

Gln

Asp

Ile

855

Thr

Ala

Ile

Glu

680

Pro

Trp

val

Ser

Leu

760

Thr

Met

Ser

Thr

Leu

840

His

Ile

Leu

Ile

Pro
920
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Gly

Tyr

Trp

Ile

745

Tyr

Gly

Val

Vval

Gln

825

Ser

Leu

Thr

Met

Thr

905

Ala

Glu

Asn

Leu

730

Ala

Trp

His

Val

Glu

810

Pro

Asp

Tyr

Glu

Tyr

890

Thr

Arg

Phe

Asn

715

Leu

Gly

Ala

Thr

Asp

795

Ser

Trp

Gly

Thr

Phe

875

Tyr

Gln

Phe

Leu

700

Ser

Asn

Ala

Gly

Asp

780

Ser

Thr

Phe

Leu

Ala

860

Ala

Ser

Glu

Asn

71

685

Ser

Leu

Gly

Gly

Lys

765

Ile

Val

Arg

Ser

Leu

845

Vval

Ala

Gly

Ile

Gln
925

Ser

Tyr

Thr

Ala

750

Thr

Val

Gly

Leu

Gly

830

Tyr

Leu

Trp

Arg

Gly

910

Phe

Asp

Tyr

Asp

735

Leu

Tyr

Thr

Gly

Asn

815

Lys

Trp

Arg

Ser

Leu

895

Gln

Thr

Ile

Ser

720

Ile

Ala

Val

His

Tyr

800

Gly

Lys

Leu

Gly

Thr

880

Phe

Lys

Ile
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Ile Gln Thr Ser Leu Lys Pro Leu Pro Gly Asn Phe Ser Phe Thr Pro
930 935 940

Lys Val Ile Pro Asp Ser Val Gln Glu Ser Ser Phe Arg Ile Glu Gly
945 950 955 260

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

Trp Gly Val val Phe Tyr Ser Val Glu Phe Ser Ala His Ser Lys Phe
980 985 930

Leu Ala Ser Glu Gln His Ser Leu Pro Val Phe Thr val Glu Gly Leu
995 1000 1005

Glu Pro Tyr Ala Leu Phe Asn Leu Ser Val Thr Pro Tyr Thr Tyr
1010 1015 1020

Trp Gly 1ys Gly Pro Lys Thr Ser Leu Ser Leu Arg Ala Pro Glu
1025 1030 1035

Thr Val Prc Ser Ala Pro Glu Asn Pro Arg Ile Phe TIle Leu Pro
1040 1045 1050

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

Trp Asn Lys Pro Lys His Glu Asn Gly Val Leu Thr Lys Phe Glu
1070 1075 1080

Ile Phe Tyr Asn Ile Ser Asn Gln Ser Ile Thr Asn Lys Thr Cys
1085 1090 1095

Glu Asp Trp Ile Ala Val Asn Val Thr Pro Ser Val Met Ser Phe
1100 1105 1110

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

Arg Ala Phe Thr Ser Lys Gly Pro Gly Pro Tyr Ala Asp Val Val
1130 1135 1140

Lys Ser Thr Thr Ser Glu Ile Asn Pro Phe Pro His Leu Ile Thr
1145 1150 1155

Leu Leu Gly Asn Lys Ile Val Phe Leu Asp Met Asp Gln Asn Gln
1160 1165 1170

72



Val

Tyr

Leu

Gln

Ile

Met

Arg

Ser

Asn

Leu

Arg

Ala

Phe

Gln

Thr

Ile

Vval
1175

Thr
1190

Phe
1205

Asp
1220

Ser
1235

Gln
1250

Glu
1265

Vval
1280

Phe
1295

His
1310

Asn
1325

Met
1340

Ala
1355

Cys
1370

Leu
1385

Thr
1400

Trp

Ala

Leu

Ser

Arg

Val

Val

Tyr

Gly

Arg

Gln

Ala

Lys

Trp

Val

Ala

Thr

Asp

Leu

Leu

His

Phe

Lys

Pre

Tyr

Ile

Cys

Ile

Ala

Arg

Ser

Lys

Phe

Asn

His

val

Leu

Asp

Tle

Leu

Gln

Leu

Ser

Asp

Gln

Val

Leu

Aszp

Ser

Glu

Leu

FPhe

Tyr

Val

His

Leu

Met

Gln

Cys

Thr

Glu

Ile

Thr

Ser

Ala
1180

Met
1195

His
1210

Asp
1225

Phe
1240

Asp
1255

Asn
1270

Ser
1285

Phe
1300

Pro
1315

Asn
1330

Ser
1345

Ile
1360

Thr
1375

Val
1390

Thr
1405

Glu

Gly

Asn

Ile

Ala

Leu

Arg

Arg

Tyr

Thr

val

Asn

Trp

Val

Asp

Gln
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Arg

Tyr

Arg

Thr

Leu

Glu

Agn

Leu

Tyr

aAla

Thr

Leu

Ala

Pro

Gly

Ile

Val

Tyr

Ser

val

Lys

His

Ser

Tyr

Ser

Thr

Glu

Glu

Met

Ala

Asp

Tyr

Ile Ser
1185

Ala Glu
1200

Ser Ser
1215

Ile Thr
1230

Glu Ser
1245

Lys Val
1260

Thr Ile
1275

Trp Thr
1290

Ile Ile
1305

asn Gln
1320

Phe Glu
1335

Lys Pro
1350

Asp Leu
1365

Met Leu
1380

Leu Ile
1395

Gln ala
1410

73

Ala

Gly

Glu

Ile

Gln

Lys

Ile

Glu

Ser

Gln

Leu

Leu

Glu

Ala

Tyr

Lys

val

Asp

Leu

Asp

Asn

Tyr

Ser

val

His

Asn

Ser

Ile

Gly

Gly

Trp

Lys

Cys

Ser

Phe

Trp

Gly

Pro

Fhe

Ser

Thr

Lys

Gly

Tyr

Cys

Lys

Ile

Gly



Asn

Ile

Phe

Ala

Asn

Val

Lys

Asp

Asn

Ile

Ile

Arg

Gln

Arg

Arg

His

Gly
1415

Leu
1430

Leu
1445

Thr
1460

Leu
1475

Tyr
1490

Tyr
1505

Leu
1520

Tyr
1535

Trp
1550

Asn
1565

Glu
1580

Leu
1595

Gln
1610

Leu
1625

Ser

Ala

Ala

Ser

Asn

Thr

Tyr

Arg

Gln

Tyr

Gly

Thr

Ser

Ala

Ser

Ser

Glu

Ile

Iyr

Leu

Thr

Trp

Ala

Ile

Ero

Ser

Lys

Thr

His

Ile

Glu

Gly

Glu

Val

Ser

Ala

Ser

Tyr

Glu

Leu

Phe

Aszp

Thr

Val

Lys

Ser

Phe

Gly

Met

Ser

Ser

Ser

Leu

Gly

Val

Glu

Ser

Pro

Lys

Arg

Pro

His

Pro

Asn

Trp

Gln
1420

Val
1435

Asp
1450

Thr
1465

Ile
1480

Asn
1495

Phe
1510

Thr
1525

Leu
1540

Asn
1555

Ser
1570

Asn
1585

Leu
1600

Asn
1615

Ile
1630

Cys

vVal

Met

Thr

Ile

Thr

Asp

Gln

Tyr

Glu

Gly

Asp

Gly

Ala

Gly

Tyr

Thr
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Lys

Gln

val

Arg

Ser

Arg

Asp

Met

His

val

Thr

Pro

Leu

Arg

Val

Glu

Ala

Pro

Glu

Leu

Pro

Lys

Ser

Ile

Leu

Pro

Ser

Lys

Ile

Leu

Leu

Ser

Leu

Phe

Proc

Pro

Thr

Asn

Ile

Gln

Pro

Glu

Leu

Glu

Pro

Thr

Lys

His

Arg
1425

Pro
1440

Thr
1455

Leu
1470

Pro
1485

Ser
1500

Ala
1515

Ile
1530

Pro
1545

Ala
1560

Ile
1578

Ser
1550

Glu
1605

Leu
1620

Val
1635

Pro

74

Ser

Asp

Ile

Ala

Thr

Ser

Leu

Ala

Gly

val

Ile

val

Thr

Leu

Leu

val

Arg

Lys

Leu

Lys

Tyr

Asp

Ile

val

Lys

Gln

Ser

Arg

Pro

val

Ala

Thr

His

Ala

Asn

Thr

Leu

Leu

Glu

Lys

Glu

Leu

Trp

Tyr

Leu

Thr

Cys

Val



Glu

Asn

Leu

Phe

Cys

Val

Glu

Pro

Ala

Arg

Lys

Ser

Asn

Ile

Leu

1640

Met
1655

Thr
1670

Ile
1685

Tyr
1700

Asn
1715

Val
1730

Ser
1745

Lys
1760

Glu
1775

Lys
1790

Met
1805

Lys
1820

Asn
1835

Leu
1850

Thr
1865

Phe

Ser

Arg

His

Ile

Val

Phe

Leu

Asp

Ser

Thr

Asn

Leu

Val

Ile

Asn

Leu

Fhe

Val

Thr

Val

Lys

Leu

Asn

Thr

Fhe

Leu

Gly

Gly

Ile

Thr

Gln

Trp

Lys

Asn

Tyr

Thr

Glu

Gly

Ser

Asn

Lys

Phe

Asp

Val

Pro

Phe

val

Thr

Leu

Lys

Lys

Gly

Cys

Asn

Gly

Gly

Gly

Asp

Gly

1645

Glu
1660

Asn
1675

Glu
1690

Ser
1705

Gln
1720

Thr
1735

Ala
1750

Ser
1765

Arg
1780

Asn
1795

Ser
1810

Ile
1825

Glu
1840

Phe
1855

Ile
1870

Lys

Trp

Leu

Cys

Pro

Gly

Gly

Lys

Ile

Leu

Cys

Phe

Tyr

Trp

Phe
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Pro

Lys

Gln

Ser

Tyr

Glu

Val

Asn

Thr

Gln

Ser

Gln

Ser

Ile

Leu

Tyr

Ala

Lys

Gln

Thr

Asn

Pro

Ser

Tyr

Asn

Ser

Phe

Gly

Pro

Val

Ser

Pro

Trp

Gly

Ser

Ser

Asn

Ile

Tyr

Gln

val

Arg

Ile

Glu

Val

1650

Leu
1665

Leu
1680

Lys
1635

Pro
1710

Tyr
1725

Thr
1740

Lys
1755

Gln
1770

Ile
1785

Asn
1800

Cys
1815

val
1830

Ser
1845

Thr
1860

Thr
1875

75

Val

Asn

Tyr

Ala

Asn

Ser

Pro

Trp

Leu

Leu

Thr

val

Glu

Ser

Ile

Pro

val

Asn

Tyr

Val

Leu

Gly

Glu

Glu

Arg

Trp

Ala

Asn

Phe

Pro

Glu

Asn

Glu

val

Arg

Pro

Ile

Lys

Ile

Trp

Lys

Ala

Ile

Ile

Leu



Thr

Glu

Leu

Ala

Ala

Gly

Gly

Lys

His

Gly

Met

Ala

Leu

His

Val

Gly

Phe
1880

Gly
1895

Arg
1910

Ile
1925

Phe
1940

Ala
1955

Val
1970

Gly
1985

Leu
2000

val
2015

Glu
2030

Thr
2045

Cys
2060

Phe
2075

Lys
2090

Leu
2105

Val

Val

Gly

His

Pro

Phe

Gly

Ser

Met

Cys

Gly

Phe

Val

Ile

Asp

Ala

Trp

Thr

Leu

Thr

Arg

Gly

Ser

Thr

Ser

Leu

Gly

Tyr

Asp

His

Tyr

Arg

His

Val

Ala

Leu

Glu

Glu

Gly

Asp

Lys

Leu

Asp

Gly

Ile

Arg

Thr

Asp

Arg

Leu

Ala

Pro

Lys

Val

Glu

Gln

Phe

Asn

Leu

Pro

Ser

Asp

Ser

Ile

Arg
1885

Ile
1300

Gly
1915

Thr
1930

Leu
1945

Tyr
1960

Ile
1975

Glu
1390

Asn
2005

Glu
2020

Leu
2035

Leu
2050

Lys
2065

Leu
2080

Pro
2095

Tyr
2110

Leu

Asn

Val

Gln

Thr

Glu

Lys

Lys

His

Pro

Thr

Leu

Gly

Ala

Arg

Lys
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Lys

Glu

Gly

Glu

Leu

Gly

Val

Ile

Dro

Gln

Tyr

Thr

Cys

Ala

Ile

Asn

Asn

Asp

Leu

Glu

Arg

Thr

Ala

Glu

Asn

Tyr

Leu

Leu

Val

Arg

Val

Asp

Gln Lys
1890

Lys Glu
1905

Ala Asn
1920

Ile Glu
1935

Leu Leu
1950

Ala Val
1965

Val Lys
1980

Phe Leu
1985

Ile Leu
2010

Ile Ile
2025

Arg Lys
2040

Val Asp
2055

Tyr Leu
2070

Asn Cys
2085

Lys Ile
2100

Tyr Tyr
2115

76

Ser

Leu

Ala

Asn

Leu

Asp

Thr

Lys

Lys

Leu

Ala

Leu

Glu

Leu

Gly

Arg

Ala

Ala

Cys

Leu

Gly

Ile

Leu

Glu

Gln

Glu

Arg

val

Arg

Vval

Asp

Lys

Lys

Glu

Tyr

Pro

Ser

Leu

Lys

Ala

Leu

Leu

Met

Asp

Met

Ser

Phe

Arg



10

Gly

Met

Ile

Ala

Arg

Met

His

Asn

Ile

Asn

Arg

Gly

Ser

Asp

Pro

Asgp

Glu
2120

Asp
2135

Leu
2150

His
2165

Leu
2180

Thr
2195

Arg
2210

Ser
2225

Asn
2240

Ser
2255

Glu
2270

Glu
2285

Cys
2300

Phe
2315

Glu
2330

Gly
2345

<210> 10

<211> 1881
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 10

Gly

Gly

Ile

Ser

Glu

Gln

Ile

Ile

Glu

Asp

Gly

Glu

Gly

Cys

Gly

Ser

Leu

Ile

Trp

Asn

Pro

Cys

Gln

Tyr

Ser

Asp

Leu

Lys

Leu

Gln

Leu

Asp

Leu

Phe

Glu

Leu

Pro

Trp

Asp

Lys

Phe

Ile

Asn

Ser

Arg

Glu

Asn

Pro

Thr

Ile

Asp

Arg

Ala

Gln

Ser

Glu

Met

Tyr

Glu

Lys

Lys

Tyr

val
2125

Thr
2140

Leu
2155

val
2170

Asn
2185

Gln
2200

Leu
2215

Arg
2230

Gly
2245

Pro
2260

Met
2275

Gly
2290

Glu
2305

Gln
2320

Ala
2335

Arg

Gln

Thr

Leu

Cys

Glu

Gln

Asp

Glu

val

val

Pro

Glu

Val

Cys
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Trp

Ser

Leu

Asn

Pro

Pro

Leu

Glu

Asp

aAla

Leu

Leu

Lys

Ala

Leu

Met

Asp

Gly

Tyr

Asp

Asp

Phe

Ala

Gly

Leu

Ala

Gly

Glu

Tyr

Thr

Ala

Val

His

val

Asp

Gln

Arg

Asn

Asp

Met

Thr

Ser

Pro

Cys

His

Pro
2130

Trp
2145

Gln
2160

Gln
2175

Leu
2190

Arg
2205

Asn
2220

Asn
2235

Val
2250

Glu
2265

Glu
2280

Gln
2295

His
2310

Pro
2325

Ser
2340

77

Glu

Ser

Pro

Thr

Trp

Pro

Phe

Ser

Ile

Thr

Cys

Glu

Ala

Ser

Gly

Ser

Phe

Tyr

Gly

Asn

Thr

Phe

Gly

Cys

Lys

Gly

Ser

Asp

Gly

Tyr

Leu

Gly

Pro

Gly

Leu

Phe

Leu

Val

Leu

Asn

Gln

Glu

Lys

Lys

Gly



Met

Leu

Cys

Thr

Asn

65

Glu

Glu

His

Tyr

Thr

145

Phe

Gln

val

Lys

Gly

Leu

Pro

50

Ser

val

Asn

Asn

Ile

130

Lys

Thr

Leu

Pro

Asn

Cys

Lys

35

His

Val

Gly

Ala

Met

115

Ile

Thr

Glu

Tyr

Glu
195

Ile

Leu

Ser

Asn

Asp

Cys

Asp

100

Thr

Gln

val

Tyr

Ser

180

Thr

Tyr

Trp

Cys

Leu

Gln

Ser

Leu

Leu

Trp

Ser

Ile

165

Pro

Ala

Cys

Ile

Val

Ser

Lys

70

Ser

Pro

Arg

Lys

Arg

150

Phe

Pro

Pro

Leu

Ser

Thr

Glu

55

Asn

Ala

Thr

Trp

Tyr

135

Pro

Ser

Leu

Ile

Val

Asn

40

Pro

Cys

Glu

Ala

Lys

120

Ala

Ser

Val

Pro

Ile
200
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Pro

Val

25

Leu

Cys

Ala

Gly

Pro

105

Ser

Gln

Tyr

Val

Ser

185

Arg

Lys

10

Gln

Gly

Ile

Leu

Ala

20

Phe

Ala

Leu

Val

Trp

170

Tyr

Asn

Leu

Cys

Gln

Gln

Lys

75

Tyr

Ala

Asn

Leu

Val

155

Ile

Arg

Ile

Val

Thr

Gln

Gly

60

Cys

Glu

Ser

Phe

Gly

140

Lys

Phe

Thr

Glu

78

Asn

Val

Leu

45

Cys

Arg

Glu

Ser

Ser

125

Ser

Pro

Thr

His

Ser
205

Phe

Leu

Asp

His

Glu

Glu

Ile

110

Gly

Trp

Leu

Ala

Pro

190

Ser

Ala

15

Asn

Leu

Phe

Ser

val

95

Gly

Val

Thr

His

Gln

175

His

Ser

Thr

Ser

Gly

Trp

Cys

g0

Leu

Ser

Lys

Tyr

Pro

160

Len

Gly

Pro



Asp

Ile

225

Ala

Thr

Pro

Glu

Ser

305

Ile

Val

Met

Ile

Met

385

Glu

Asp

Arg

Ile

Thr

210

Leu

Gly

Ile

Glu

Glu

290

Leu

Tyr

Tyr

Ser

Ser

370

Asp

Glu

Ser

Ala

val
450

Val

Gly

Thr

Tyr

Ala

275

Gln

Lys

His

Phe

Asp

355

Ser

Glu

Ile

Tyr

Asp

435

Glu

Glu

Tyr

Gln

Arg

260

Glu

Trp

His

Asn

Ser

340

val

Ile

Leu

Thr

Asn

420

Leu

Ser

Val

Asn

Arg

245

Phe

Ser

Leu

Leu

Ile

325

Glu

Ser

Ser

Val

Pro

405

Gly

Pro

Cys

Ser

Leu

230

Thr

Ser

Ser

Phe

Val

310

Thr

Gly

Asp

Ile

Cys

390

Ero

Tyr

Val

Thr

Trp

215

Arg

Ser

Ile

Ile

Leu

295

Asp

Gly

Thr

Leu

Asp

375

Val

Ser

Vval

Pro

Leu
455

Asp

Leu

Phe

Ala

Thr

280

Ser

Glu

Ile

Leu

Arg

360

Trp

Cys

Ile

Phe

Ser

440

Lys

Pro

Ile

Gln

Ala

265

Thr

Arg

Ala

Ser

Ile

345

Ile

Leu

Asp

Sar

Tyr

425

Gly

Asp
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Pro

Ser

Phe

250

val

Ser

Lys

His

Val

330

Trp

Fhe

Tyr

Leu

Ala

410

Leu

Arg

FPhe

Gln

Lys

235

Tyr

Asn

Ser

Thr

Cys

315

Asp

Ala

Tyr

Gln

Glu

395

Pro

Leu

Cys

Ala

Phe

220

Asn

Ser

Glu

Ser

Ser

300

Leu

Val

Lys

Arg

Arg

380

Asn

Gln

Arg

Ala

Ile
460

79

Pro

Gln

Thr

val

Ala

285

Leu

Arg

His

Lys

Gly

365

Met

Cys

Lys

Asp

Glu

445

Lys

Gly

Lys

Leu

Gly

270

val

Arg

Leu

Gln

Ala

350

Ser

Tyr

Ser

Ile

Gly

430

Ala

Pro

Gly

Leu

Pro

255

Glu

Gln

Lys

Asp

Gln

335

Ala

Gly

Phe

Asn

Val

415

Ile

Val

Gln

Pro

Asp

240

Asn

Gly

Gln

Arg

Ala

320

Ile

Asn

Leu

Ile

Ile

400

Ala

Tyr

Arg

Ala



Lys

465

Phe

Ala

Asp

Ile

Leu

545

Pro

Trp

Aszp

Thr

Ile

625

Ser

Pro

Ser

Lys

Gly

Arg

Leu

Asp

Gly

val

530

Val

Gln

Lys

Ile

Tyr

610

Phe

Ala

Gly

Glu

Pro

690

Asn

Ile

Asp

val

Lys

515

Gly

Ile

Glu

Pro

Ile

595

Glu

Leu

Met

Pro

Pro

675

Leu

val

Ile

Gly

Lys

500

Val

Cys

Phe

Leu

Pro

580

Glu

val

Asn

Lys

Trp

660

Pro

Asn

Ser

Tyr

Ser

485

Ser

Ile

Asp

Gly

Ser

565

Ala

Leu

Lys

Ile

Tyr

645

Ser

Phe

Ser

Asp

Fhe

470

Ala

Phe

Fhe

Leu

Ser

550

vVal

Leu

Fhe

val

Ser

630

Lys

Glu

Ile

Fhe

Met

Asn

Ser

Ala

Gln

Ser

535

Ser

Leu

Ala

Glu

Ser

615

Gly

val

Pro

Met

Gly

695

Asp

Asp

Hig

Cys

Gln

520

His

Ser

Fhe

Ile

Leu

€00

Thr

Thr

Ser

Ser

Ala

€80

Fro

Trp
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Thr

Leu

Glu

505

Asp

Ile

Gln

Gly

Gly

585

Gly

Gln

Met

val

Val

665

val

Gly

Tyr

Ala

Ile

490

Asn

Ala

Glu

Leu

Ser

570

Ala

Pro

Asp

Leu

Arg

650

Gly

Lys

Glu

Asn

Gln

475

Leu

Asn

Leu

Glu

His

555

His

Asn

Ser

Pro

Asn

635

Ala

Thr

Glu

Phe

Asn

Val

Pro

Asp

Ser

Phe

540

Pro

Gln

vVal

Ala

Pro

620

Val

Ser

Thr

Asp

Leu

700

Ser

80

Phe

Arg

Phe

Phe

525

Gly

Leu

Ala

Ile

Trp

605

Glu

Pro

Ser

Leu

Gly

685

Ser

Leu

Met

Ile

Leu

510

Asn

Phe

Pro

Leu

Leu

590

Gln

val

Glu

Pro

Val

670

Leu

Ser

Tyr

Ser

Pro

495

Val

Glu

Gly

Gly

val

575

Ile

Asn

Thr

Leu

Lys

655

Pro

Trp

Asp

Tyr

Thr

480

Phe

Thr

Phe

Asn

Arg

560

Gln

Ser

Trp

His

Gln

640

Arg

Ala

Ser

Ile

Ser



705

Asp

Ser

Phe

Tle

Val

785

Leu

Glu

val

Val

Gln

865

Ser

Trp

Thr

Ile

Lys
945

Thr

Glu

Glu

Gln

170

Lys

Tyr

Ser

Ile

Gln

850

Ser

Glu

Ile

Ser

Gln

930

Val

Lys

Asn

Trp

755

Arg

Leu

Trp

Ser

Ala

835

Asp

Thr

Ile

Asn

Val

915

Thr

Ile

Gly

Tyr

740

Leu

Gln

Leu

Thr

Leu

820

Leu

Ser

Gly

Ser

Gly

200

Ser

Ser

Pro

Asp

725

His

Gly

Ser

vVal

Thr

805

Val

Thr

Gln

Asp

Gln

885

Phe

val

Leu

Asp

710

Val

Leu

His

val

Asn

790

Leu

Leu

Leu

Cys

Thr

870

Asn

Arg

Leu

Lys

Ser
950

Fhe

Fro

Phe

Leu

7175

Asgp

Tyr

Gln

Asp

Ile

855

Thr

Ala

Ile

Glu

Pro

935

Val

Val

Ser

Leu

760

Thr

Met

Ser

Thr

Leu

840

His

Ile

Leu

Ile

Pro

320

Leu

Gln
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Trp

Ile

745

Tyr

Gly

Val

Val

Gln

825

Ser

Leu

Thr

Met

Thr

905

Ala

Pro

Glu

Leu

730

Ala

Trp

His

Val

Glu

810

Pro

Asp

Tyr

Glu

Tyr

8380

Thr

Arg

Gly

Ser

715

Leu

Gly

Ala

Thr

Asp

795

Ser

Trp

Gly

Thr

Phe

875

Tyr

Gln

Phe

Asn

Ser
955

Asn

Ala

Gly

Asp

780

Ser

Thr

Phe

Leu

Ala

860

Ala

Ser

Glu

Asn

Phe

940

Phe

81

Gly

Gly

Lys

765

Ile

val

Arg

Ser

Leu

845

Val

Ala

Gly

Ile

Gln

925

Ser

Arg

Thr

Ala

750

Thr

Vval

Gly

Leu

Gly

830

Tyr

Leu

Trp

Arg

Gly

910

Phe

Phe

Ile

Asp

735

Leu

Tyr

Thr

Gly

Asn

815

Lys

Trp

Arg

Ser

Leu

895

Gln

Thr

Thr

Glu

720

Ile

Ala

val

His

Tyr

800

Gly

Lys

Leu

Gly

Thr

880

Phe

Lys

Ile

Pro

Gly
960
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Asn Ala Ser Ser Phe Gln Ile Leu Trp Asn Gly Pro Pro Ala Val Asp
965 970 975

Trp Gly Val Val Phe Tyr Ser Val Glu Phe Ser Ala His Ser Lys Phe
980 985 930

Leu Ala Ser Glu Gln His Ser Leu Pro Val Phe Thr Val Glu Gly Leu
995 1000 1005

Glu Pro Tyr Ala Leu Phe Asn Leu Ser Val Thr Pro Tyr Thr Tyr
1010 1015 1020

Trp Gly Lys Gly Pro Lys Thr Ser Leu Ser Leu Arg Ala Pro Glu
1025 1030 1035

Thr Val Pro Ser Ala Pro Glu Asn Pro Arg Ile Phe TIle leu Pro
1040 1045 1050

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

Trp Asn Lys Pro Lys His Glu Asn Gly Val Leu Thr Lys Phe Glu
1070 1075 1080

Ile Phe Tyr Asn Ile Ser Asn Gln Ser Ile Thr Asn Lys Thr Cys
1085 1030 1085

Glu Asp Trp Ile Ala Vval asn Val Thr Pro Ser Val Met Ser Phe
1100 1105 1110

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

Arg Ala Phe Thr Ser Lys Gly Pro Gly Pro Tyr Ala Asp Val Val
1130 1135 1140

Lys Ser Thr Thr Ser Glu Ile Asn Pro Phe Pro His Leu Ile Thr
1145 1150 1155

Leu leu Gly Asn Lys Ile Val Phe Leu Asp Met Asp Gln Asn Gln
1160 1165 1170

Val Val Trp Thr Phe Ser Ala Glu Arg Val Ile Ser Ala Val Cys
1175 1180 1185

Tyr Thr Ala Asp Asn Glu Met Gly Tyr Tyr Ala Glu Gly Asp Ser
1190 1195 1200

82



Leu

Gln

Ile

Met

Arg

Ser

Asn

Leu

Arg

Ala

Phe

Gln

Thr

Ile

Asn

Ile

Phe
1205

Asp
1220

Ser
1235

Gln
1250

Glu
1265

Val
1280

Phe
1295

His
1310

Asn
1325

Met
1340

Ala
1355

Cys
1370

Leu
1385

Thr
1400

Gly
1415

Leu
1430

Leu

Ser

Arg

val

val

Tyr

Gly

Arg

Gln

Ala

Lys

Trp

Val

Ala

Ala

Ala

Leu

Leu

His

Phe

Lys

Pro

Tyr

Ile

Cys

Ile

Ala

Arg

Ser

Lys

Ile

Tyr

His

Val

Leu

Asp

Ile

Leu

Gln

Leu

Ser

Asp

Gln

Val

Leu

Asp

Val

Ser

Leu

Phe

Tyr

val

His

Leu

Met

Gln

Cys

Thr

Glu

Ile

Thr

Ser

Ser

Ser

His
1210

Asp
1225

Phe
1240

Asp
1255

Asn
1270

Ser
1285

Phe
1300

Pro
1315

Asn
1330

Ser
1345

Ile
1360

Thr
1375

val
1390

Thr
1405

Gln
1420

val
1435

Asn

Ile

Ala

Leu

Arg

Arg

Tyr

Thr

Val

Asn

Trp

Val

Asp

Gln

Val

Met

ES 2637174 T3

Arg

Thr

Leu

Glu

Asn

Leu

Tyr

Ala

Thr

Leu

Ala

Pro

Gly

Ile

Lys

Gln

Ser

Val

Lys

His

Ser

Tyr

Ser

Thr

Glu

Glu

Met

Ala

Asp

Tyr

Ala

Pro

Ser Ser
1215

Ile Thr
1230

Glu Ser
1245

Lys Val
1260

Thr Ile
1275

Trp Thr
1290

Tle Tle
1305

Asn Gln
1320

Phe Glu
1335

Lys Pro
1350

Asp Leu
1365

Met Leu
1380

Leu Ile
1395

Gln Ala
1410

Leu Arg
1425

Phe Pro
1440

83

Glu

Ile

Gln

Lys

Ile

Glu

Ser

Gln

Leu

Leu

Glu

Ala

Tyr

Lys

Ser

Asp

Leu

Asp

Asn

Tyxr

Ser

val

His

Asn

Ser

Ile

Gly

Gly

Trp

Lys

Arg

Lys

Phe

Trp

Gly

Pro

FPhe

Ser

Thr

Lys

Gly

Tyr

Cys

Lys

Ile

Gly

His

ala



Phe

Ala

Asn

Val

Lys

Asp

Asn

Ile

Ile

Arg

Gln

Arg

Arg

His

Glu

Asn

Leu
1445

Thr
1460

Leu
1475

Tyr
1490

Tyr
1505

Leu
1520

Tyr
1535

Trp
1550

Asn
1565

Glu
1580

Leu
1595

Gln
1610

Leu
1625

Ser
1640

Met
1655

Thr

Ser

Asn

Thr

Tyr

Arg

Gln

Tyr

Gly

Thr

Ser

ala

Ser

Ser

Glu

Fhe

Ser

Leu

Thr

Trp

Ala

Ile

Fro

Ser

Lys

Thr

His

Ile

Glu

Gly

Glu

Asn

Leu

Ala

Ser

Tyr

Glu

Leu

Phe

Asp

Thr

Val

Lys

Sear

Phe

Gly

Met

Thr

Gln

Ser

Leu

Gly

val

Glu

Ser

Pro

Lys

Arg

Pro

His

Pro

Asn

Tzp

Pro

Phe

Asp
1450

Thr
1465

Ile
1480

Asn
1495

Phe
1510

Thr
1525

Leu
1540

Asn
1555

Ser
1570

Asn
1585

Leu
1600

Asn
1615

Ile
1630

Cys
1645

Glu
1660

Asn

Thr

Ile

Thr

Asp

Gln

Tyr

Glu

Gly

Asp

Gly

Ala

Gly

Tyr

Thr

lys

Trp

ES 2637174 T3

Val

Arg

Ser

Arg

Asp

Met

His

val

Thr

Pro

Leu

Arg

Val

Glu

Pro

Lys

Glu

Leu

Pro

Lys

Ser

Ile

Leu

Pro

Ser

Lys

Ile

Leu

Leu

Ser

Tyr

Ala

Prc

Proc

Thr

Asn

Ile

Gln

Fro

Glu

Leu

Glu

Pro

Thr

Lys

His

Ser

Pro

Thr
1455

Leu
1470

Pro
1485

Ser
1500

Ala
1515

Ile
1530

Pro
1545

Ala
1560

Ile
1575

Ser
1590

Glu
1605

Leu
1620

Val
1635

Pro
1650

Leu
1665

Leu

84

Ile

aAla

Thr

Ser

Leu

Ala

Gly

Val

Ile

val

Thr

Leu

Leu

val

Val

Asn

Leu

Lys

Tyr

Asp

Ile

Val

Lys

Gln

Ser

Arg

Pro

val

Ala

Thr

Fro

Val

Asn

Thr

Leu

Leu

Glu

Lys

Glu

Leu

Trp

Tyr

Leu

Thr

Cys

val

Glu

Asn
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1670

Leu Ile
1685

Phe Tyr
1700

Cys Asn
1715

val val
1730

Glu Ser
1745

Proc Lys
1760

Ala Glu
1775

arg Lys
1790

Lys Met
1805

Ser Lys
1820

Asn Asn
1835

Ile Leu
1850

Leu Thr
1865

Thr Phe
1880

<210> 11
<211> 28
<212> PRT

Arg

His

Ile

val

Phe

Leu

Asp

Ser

Thr

Asn

Leu

Val

Ile

Val

Phe

Val

Thr

val

Lys

Leu

Asn

Thr

Phe

Leu

Gly

Gly

Ile

Trp

Lys

Asn

Tyr

Thr

Glu

Gly

Ser

Asn

Lys

Phe

Asp

val

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 11

val

Thr

Leu

Lys

Lys

Gly

Cys

Asn

Gly

Gly

Gly

Asp

Gly

1675

Glu
1690

Ser
1705

Gln
1720

Thr
1735

Ala
1750

Ser
1765

Arg
1780

Asn
1795

Ser
1810

Ile
1825

Glu
1840

Phe
1855

Ile
1870

Leu

Cys

Pro

Gly

Gly

Lys

Ile

Leu

Cys

Phe

Tyr

Trp

Phe

ES 2637174 T3

Gln

Ser

Tyr

Glu

val

Asn

Thr

Gln

Ser

Gln

Ser

Ile

Leu

Lys

Gln

Thr

Asn

Pro

Ser

Tyr

Asn

Ser

Phe

Gly

Pro

vVal

Trp

Gly

Ser

Ser

Asn

Ile

Tyr

Gln

Val

Arg

Ile

Glu

val

85

1680

Lys
1695

Pro
1710

Tyr
1725

Thr
1740

Lys
1755

Gln
1770

Ile
1785

Asn
1800

Cys
1815

Val
1830

Ser
1845

Thr
1860

Thr
1875

Tyr

Ala

Asn

Ser

Pro

Trp

Leu

Leu

Thr

Val

Glu

Ser

Ile

Asn

Tyr

val

Leu

Gly

Glu

Glu

Arg

Trp

Ala

Asn

Phe

Pro

Glu

Val

Arg

Pro

Ile

Lys

Ile

Trp

Lys

Ala

Ile

Ile

Leu
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Asp Phe Trp Ile Pro Glu Thr Ser Phe Ile Leu Thr Ile Ile Val Gly

1

5

10

Ile Phe Leu val Val Thr Ile Pro Leu Thr Phe Val

<210> 12

<211> 466

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 12

Trp

1

Val

Ala

Thr

Thr

65

Gly

Ala

Phe

Leu

Leu
145

His

Leu

Gly

Gln

50

Leu

Thr

val

Leu

Lys

130

Glu

20

Arg Arg Leu

Ile

Val

35

Glu

Arg

Ala

Lys

Lys

115

Gln

Leu

Asn

20

Gly

Glu

Leu

Val

Thr

100

Glu

Leu

Met

5

Glu

Leu

Ile

Leu

Asp

85

Leu

Ala

Gly

Glu

Lys

Asp

Ala

Glu

Leu

70

Ile

Lys

Hig

Vval

Gly
150

Asn

Lys

Asn

Asn

55

Gly

Leu

Lys

Leu

Cys
135

Gln

Glu

Ala

40

Leu

Ser

Gly

Gly

Met

120

Leu

Asp

25

Lys

Leu

25

Cys

Pro

Gly

val

Ser

105

Ser

Leu

Leu

Ser

10

Ala

Tyr

Ala

Ala

Gly

90

Thr

Lys

Asn

Leu

Ala

Glu

Ala

Phe

Phe

75

Ser

AsSp

Phe

Glu

Thr
155

Lys

Leu

Ile

Pro

60

Gly

Gly

Gln

Agn

Pro

140

Tyr

86

Glu

Arg

His

45

Arg

Glu

Glu

Glu

Hig

125

Gln

Leu

Gly

Gly

30

Thr

Glu

Val

Ile

Lys

110

Pro

Tyr

Arg

15

Vval

15

Leu

Leu

Lys

Tyr

Lys

95

Ile

Asn

Ile

Lys

Thr

Ala

Pro

Leu

Glu

80

Val

Glu

Ile

Ile

Ala
160



Arg

Asp

His

Lys

Ala

225

Leu

Fhe

Ile

Val

Cys

305

Pro

Phe

Asn

Val

Thr

385

Gly

Met

Leu

Phe

Asp

210

Arg

Leu

Thr

Leu

Leu

290

Pro

Asp

Arg

Asn

Ile

370

Lys

Gln

Ala

Cys

Ile

195

yr

Asp

Pro

Thr

Thr

275

Asn

Asp

Gln

Asn

Ser

355

Cys

Asn

Gly

Thr

Val

180

His

Thr

Ile

Val

Gln

260

Leu

Tyr

Asp

Arg

Phe

340

Gly

Leu

Arg

Glu

Phe

165

Asp

Arg

Ser

Tyr

Arg

245

Ser

Gly

val

Leu

Pro

325

Phe

val

Asn

Glu

Glu
405

Tyr

Ile

Asp

Pro

Lys

230

Trp

Asp

His

Gln

Trp

310

Thr

Leu

Ile

Ser

Gly

390

Lys

Gly

Ser

Leu

Arg

215

Asn

Met

Val

Gln

Thr

295

Asn

Phe

Asn

Asn

Asp

375

Leu

Ser

Pro

Lys

Ala

200

Ile

Asp

Ala

Trp

Pro

280

Gly

Leu

His

Ser

Glu

360

Asp

Asn

Glu

Leu

Gly

185

Ala

val

Tyr

Pro

Ser

265

Tyr

Gly

Met

Arg

Ile

345

Ser

Ile

Tyr

Gly

ES 2637174 T3

Leu

170

Cys

Arg

Lys

Tyr

Glu

250

Phe

Pro

Arg

Thr

Ile

330

Tyr

Phe

Met

Met

Pro
410

Thr

Val

Asn

Ile

Arg

235

Ser

Gly

Ala

Leu

Gln

315

Gln

Gln

Glu

Pro

Val

395

Leu

Len

Tyr

Cys

Gly

220

Lys

Leu

Ile

His

Glu

300

Cys

Asn

Cys

Gly

Val

380

Leu

Gly

87

Val

Leu

Leu

205

Asp

Arg

Met

Leu

Ser

285

Pro

Trp

Gln

Arg

Glu

365

Val

Ala

Ser

Asp

Glu

190

Val

Phe

Gly

Asp

Ile

270

Asn

Pro

ala

Leu

Asp

350

Asp

Leu

Thr

Gln

Leu

175

Arg

Ser

Gly

Glu

Gly

255

Trp

Leu

Arg

Gln

Gln

335

Glu

Gly

Met

Glu

Glu
415

Val

Met

Val

Leu

Gly

240

Ile

Glu

Asp

Asn

Glu

320

Leu

Ala

Asp

Glu

Cys

400

Ser
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Glu Ser Cys Gly Leu Arg Lys Glu Glu Lys Glu
420 425

Asp Phe Cys Gln Glu Lys Gln Val Ala Tyr Cys
435 440

Glu Gly Leu Asn Tyr Ala Cys Leu Thr His Ser
450 455

Ser Asp
465

<210> 13

<211> 421

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 13
Thr Leu Pro Thr Gln Glu Glu Ile Glu Asn Leu
1 5 10

Glu Lys Leu Thr Leu Arg Leu Leu Leu Gly Ser
20 25

Val Tyr Glu Gly Thr Ala Val Asp Ile Leu Gly
35 40

Ile Lys Val Ala Val Lys Thr Leu Lys Lys Gly
50 55

Lys Ile Glu Phe Leu Lys Glu Ala His Leu Met
65 70 75

Prc Asn Ile Leu Lys Gln Leu Gly Val Cys Leu
85 30

Tyr Ile Ile Leu Glu Leu Met Glu Gly Gly Asp
100 105

Arg Lys Ala Arg Met Ala Thr Phe Tyr Gly Pro
115 120

Asp Leu Val Asp Leu Cys Val Asp Ile Ser Lys
130 135

Pro His Ala Asp Lys
430

Pro Ser Gly Lys Pro
445

Gly Tyr Gly Asp Gly
460

Pro Ala Phe Pro Arg
15

Gly aAla Phe Gly Glu
30

Val Gly Ser Gly Glu
45

Ser Thr Asp Gln Glu
60

Ser Lys Phe Asn His
80

Leu Asn Glu Pro Gln
35

Leu Leu Thr Tyr Leu
110

Leu Leu Thr Leu Val
125

Gly Cys Val Tyr Leu
140

88
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Glu Arg Met His Phe Ile His Arg Asp leu Ala Ala Arg Asn Cys Leu
145 150 155 160

Val Ser Val Lys Asp Tyr Thr Ser Pro Arg Ile Val Lys Ile Gly Asp
165 170 175

Phe Gly Leu Ala Arg Asp Ile Tyr Lys Asn Asp Tyr Tyr Arg Lys Arg
180 185 130

Gly Glu Gly Leu Leu Pro Val Arg Trp Met Ala Pro Glu Ser Leu Met
195 200 205

Asp Gly Ile Phe Thr Thr Gln Ser Asp Val Trp Ser Phe Gly Ile Leu
210 215 220

Ile Trp Glu Ile Leu Thr Leu Gly His Gln Pro Tyr Pro Ala His Ser
225 230 235 240

Asn Leu Asp Val Leu Asn Tyr Val Gln Thr Gly Gly Arg Leu Glu Pro
245 250 255

Pro Arg Asn Cys Pro Asp Asp Leu Trp Asn Leu Met Thr Gln Cys Trp
260 265 270

Ala Gln Glu Pro Asp Gln Arg Pro Thr Phe His Arg Ile Gln Asp Gln
275 280 285

Leu Gln Leu Phe Arg Asn Phe Phe Leu Asn Ser Ile Tyr Lys Ser Arg
290 295 300

Asp Glu Ala Asn Asn Ser Gly Val Ile Asn Glu Ser Phe Glu Gly Glu
305 310 315 320

Asp Gly Asp Val Ile Cys Leu Asn Ser Asp Asp Ile Met Pro Val Ala
325 330 335

Leu Met Glu Thr Lys Asn Arg Glu Gly Leu Asn Tyr Met Val Leu Ala
340 345 350

Thr Glu Cys Gly Gln Gly Glu Glu Lys Ser Glu Gly Pro Leu Gly Ser
355 360 365

Gln Glu Ser Glu Ser Cys Gly Leu Arg Lys Glu Glu Lys Glu Pro His
370 375 380

Ala Asp Lys Asp Phe Cys Gln Glu Lys Gln Val Ala Tyr Cys Pro Ser
385 3%0 395 400

Gly Lys Pro Glu Gly Leu Asn Tyr Ala Cys Leu Thr His Ser Gly Tyr
405 410 415

Gly Asp Gly Ser Asp
420
<210> 14

<211> 7725
<212> DNA

89



<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Nucleétido Sintético

<400> 14
gtgagtacta

tatttcacta
tagaacttga
tactggetgg
tatttcatgt
atgttcaaaa
gttcattaaa
aagaatggaa
ctagttacat
ttcactgtag
attagactgg
aaggaatgaqg
gcaaactaat
gaacaatgag
gaggggtggg
taggtgatgg
ccttcacgte
gagggaaaat
tttcaagttg
aacttcaaat
ttttaaaatt

ggtatacatg

acatactcaa
atcctagaga
atgaagaaat
gtetggetgg
ctagcetatga
aatatttatt
aattaactag
ggaacaaaga
acccaaagga
cactattcac
ttgaagcaaa
ataatgtttt
tcaggaacag
aacgcatgga
gggatagaga
tttgectaggt
ctgcacatgt
gctccaaaac
agatatattg
gctcatttaa
tettettaaa

tgcecatggtg

tactcagaaa
tatatgaaat
tcagaaaata
atcctgaact
caattttatg
ggctactata
tgttctgaaa
tctagaaceca
atataaatca
aataatgaat
tgtggtacat
tttgcaggga
aaaaccaaac
cacaaggagg
gtattaggaa
gtagtaaace
accccagaac
ttatgatagt
ttaatettat
aaatatgtaa
aaataagata

gtttgetgea

ES 2637174 T3

actctgtgtt
tgttctttaa
taggagacct
gggcaaaatt
gtgataacta
tttgagatac
gatatacctt
aaaataccat
ttctattaca
catttggaat
atacaccatg
tatggatgaa
actgcgtgtt
ggaacaacac
aaatagctaa
accatgggac
taaaaataaa
tttctttatt
caccaattca
tcatataaga
catgtgcaga

cctattgace

tcagtttttt
aagcagtaca
tgcaggcagt
acttecttett
tatgaaaata
taggatgaaa
aactctgaga
ttgacctaga
aagatacatg
caacccaaat
gcatactatg
getggaaget
ctcacttaca
acactggggc
tgcatgctgg
atgtttacce
aaaatttgaa
ttcatttatce
tcaaatccat
atatttctga
acgtgcaggg

tgtcctetaa

90

tcttatcact
ttattatttc
aatgaaataa
tecagtatcet
gtgttactga
aatataagaa
tgagctctat
aattacatta
cacacgtatyg
gcccgtcoaac
cagccataaa
attaacctea
agtgggagcet
ctgtcagggg
gcttaatacc
atgtaacaaa
aaaaagaatg
acttattttg
cactaataaa
atatttettt
ttgttacata

gttccectece

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



ctcagctect
ttectcaatgt
gtgttaggtt
tetcattect
tctggtttgt
cagtaaacat
tactcaataa
geccatactgt
ttectatttce
ttectgacteg
gtgatgttga
tgttcatatc
taagttcctt
tcteccatte
tctttagttt
ttttagtcat
ctagggtttt
ttgtataagg
ccagcaccat
aaagatcaaa
gtctatatat
ttgaagtcag
acatggggtc
aatgtcaacg
gccattttca
gtgtccttte
tececcttgtta
tcattcatga
tgcacattga
tgggctgaga
ttgacttect

accagaactt

ateccctcaac
tcaactcececa
gctgaggatg
tettatgget
cattgatgga
acatgtgecat
tgagattact
cttecacaat
tecacacect
cgtgagatgg
gettttttea
ttttgeccecac
gtacattctg
tgtaggttgt
agttagatcc
gaagtctttg
tatggttttg
ttaaggaatg
ttactaaata
tggttgtaga
ttgttttggt
gtagcatgat
ttctttgatt
gtagttagat
tgatactcat
ttatttcctt
gotgtatteg
tttggetete
ttttttatct
tgatggggtt
ctettectat

ccaatactat

aggccctggt
cttatgagtg
atgacttceca
gecatagtatt
ttggcttggt
gtgtctttat
gggtcaaatg
ggttgaaata
catcagcatc
tatctcattg
tacgtttatt
tttttgatgg
gatattagcc
ctgttcactc
catttgtcta
cccatgeccta
gtttttacat
ggceccagttt
ggagatcctt
tgtgtggtgt
accagtacca
gecteccaagt
ctatgtgaaa
gagaatageca
tattcctgtc
gagcaatggt
taggtatttt
tgeottgeocta
tgagactttg
ttctaaatac
ttgaatacec

gttgaatagg
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gtgtgetgtt
agaacacgtyg
gcttcatceca
ccatggtgta
tccatgtett
agtagagtga
ttatttctgg
atttacttta
tattgtttce
tagttttgat
ggctgeataa
ggttgtctgt
ctttgtcaga
tgatgatagt
ttttggcttt
tgtcctgaat
ttaagtgttt
cagttttectg
tcctcattge
aatttetgag
tgctgtgtta
ttgttetttt
tttaaaataa
ttgaatctat
catggggatg
ttgtagtttt
attcotetttg
ttgttggtgt
ctgaagttge
aaaatcatgt

tttatttett

agtggtgaga

ccectetetg
ctgttttgtt
tgtcecctgea
tatgtaccac
tgttattgta
tttatactece
ttctagatce
ccaccaacag
tgacttttta
ttgtactecet
atceettttt
ctttttcttg
tggatagatt
ttettttget
tgttgccatt
ggtattgcct
aatcecatctt
catatggcta
ttgtttttgt
gtetetgtto
ctgtagecttt
tgcttaggat
ctttttctaa
aaattactct
gaatgttttt
ccttgaagag
tagetattgt
aaaggaatgc
ttatcagttc
catctgcaaa
cctettgect

gtggacaccc

91

tatccatgtg
ctectgtteet
aaggacatga
attttettta
aacagtgctg
tttgggtatg
ttgaggaatt
tgtaaaagta
atagttgcca
ctgatgatca
gagaagtgte
taaatatgtt
gcaaaatttt
gtacagaagc
gcttttggtg
aggttttctt
gagttaaatt
gccagtttte
taggtttgto
tgctecattg
gtaatatagt
tgtettgget
ttctatgaag
gggcagaatg
ccatttattt
gtccttcaca
gaatgggagt
ttgtgatttt
aagaagtttt
cagagacaac
gattgecctg

ttgtcttgta

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180

3240



ctggtttteca
ttgtcataaa
gtttttaaca
cagataatcg
ttgecatatgt
tgttttitga
atgttcatca
aggatgatgc
aacagtttca
aatccatctg
gagcttgcta
atccaggaat
gtattatctg
ttttttgtgt
ttttgttatt
agggettttt
ctgocagett
gtgacgattt
cttaacactg
tteaaagaac
caagttgtte
taatttgatt
gctgaggagt
tcagaagaat
cacttgatcece
tctgtctaat
gtctetttgt
atatatattc
cccttetttg
tgcaacecte

tttattttga

aagggaattc
tagttcttat
taaagggatg
tgtgattttt
tgaatcagece
tgtgetgetyg
ggtatattgg
tggotteata
gaaggaatgg
gkcctggget
ctggtctagt
gtatccattt
gkbggtatttt
ctatttgatt
tattttattt
gtgteotttgt
ttggattagt
gagatctttc
ctttagttgt
ttatttattt
aatttecagg
gctctgtggt
gttttactte
gtatattctg
agagctaagt
actggcagtg
aggtctctaa
agaatagtta
tctattttga
ttttttttte

gectgtgtgt

ttccaggttt
tatttagaga
ttgatgttga
gtectttggtt
ttgecateceoca
gattcagttt
cccaaagttt
aaatgagtta
taccagetce
ttttttggtt
cagggattca
cttectagatt
gtatttctgt
cttectetgte
tttaaaaaaa
ctectteagt
ttgotettge
tggctttcta
gtcccagaga
ctgecttaat
aaattgtgtg
ctgagagact
caattatgtg
ttgatttggg
tcaagtcetyg
gggtgttgaa
gaacttactt
actcttettg
tctttgttgg
tttttgettt

gtctttgeat
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tgctecatteca
tatgttccat
attttatcaa
ctgtttatgt
gggatgaage
goecagtattt
gttgttgtgt
ggaaggaatt
tetttgtatt
ggtagtctat
acttcttect
ttctagttta
ggggtecagtyg
tccttettta
acggctcctg
tcttctcotga
cteotetageot
atgtgggcat
ttctggtaca
ttoattattt
gttttgagtg
gtttgttatg
gtagatttta
ctagaaagtt
aatatccttg
gtttcccact
tgtgagtety
ttgaattgtt
tttaaagtct
ccatatgett

gtaagataga

atatgatatt
aaaaacctag
aggoetttte
gatggattac
cgacttgtte
tattgaggat
ctcttccocag
cctectttte
tctggtagaa
taattactgc
ggtttagtct
tttgcataga
gtgatatccc
tttctcetage
gatgtgttga
tcttagttat
cttttaattg
ttagtgctat
ttgtctetgt
acccaggage
agtttecttaa
atttcagcectc
gaataagtac
ctgtagacat
ttaattttcet
actattgcgt
ggtgectettyg
cecctttacca
gttttgtcag
ggtaaatttt

tctoctgaat
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ggctgtaggt
tttattgaga
tgcatctatt
atttattgat
gtggtggata
ttttacatca
ttttggtatc
cattgtttgg
ttecagetgtg
ctcecattecca
tggtgtatgc
agagtttata
ctttatcatt
tagtggtata
ttttttttgg
ttecttgtett
tgatgttagg
gaattttcct
tctecatttgt
cattcaggag
tecctgggtte
ttttgcattt
catgtggeac
ctactaggte
gtettgttga
ggcagtctaa
tattgggtge
ttatataatg
agactaggat
cotecaateec

acaacacacc

3300

3360

3420

3480

3540

3600

36690

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

44490

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100



aatgggtctt
cecctttacat
tggttatttt
ggtgtgtttt
gagctgttgce
ggattttatt
aaaattcttt
tatgttgaga
tctctggetg
tgtcttgggg
tgcatgttgg
tttteccecacg
agtcttttta
tctectcottet
tcttecactt
gtgtttttca
aattcctceca
tttagctcat
tctgateocte
gaggcactct
gagtttgtct
ccttgttgtt
ttcaatagtc
cttatteoate
aaaaatgggt
ccagtaggat
ttgggtggea
tgtgttttge
gaggagagge
aggcccaggyg
cagggaagece

gccgetgact

gactccttat
ttaaggtagg
gcatgctagt
tgeaatgget
agggcaggcc
tetectteac
tctttaagaa
ggtccactgt
cccttaacag
ttgatcttet
cotgtettge
tgttteccatt
tgaagtctca
tgtcagcatg
ggtcgattca
gccccatecag
actttttate
catagttttt
cgeccagtte
ggccttttgg
agttgtggtc
gttgttgatg
acttccctcet
tgatttgecte
gtctgctecct
cgctcctgta
ccaggaggag
tgtgggaaag
taagtetgtt
agatctgaat
ccacccactg

accacagctg

ccaatttgec
tattgttatg
tgatgcagtt
ggtaccagtt
tggtggtaac
ttatgaaget
tgttgatgtt
tagtectgatg
tttttacttg
cgtggagtat
taggttgggg
ttcceccatet
tatttcttgg
tcttatttea
gctgttgaca
gccatttgtg
aaggttctta
tctacccatc
tgcaccctta
gttttcagea
tttgaggctyg
atgatgetgt
tctgtagggc
ccacgoctgg
tcttcectggga
tagggtgtce
gacccattta
cccacttgte
ggtcegcaga
tetgteocetg
aggaaggatg

gtgtgttoggg
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agtctgtate
tgagtttgat
tcttcatagt
tttectttee
aaaatcccte
tagtttggct
ggcccccaat
ggegtecott
atttcaacct
cttaatggtg
aagttetect
ccteetggta
aggctttatt
ataaggtagt
cttgtgtatg
ttectectecta
gcettettege
ttgtgaagce
atggagacat
ttttttteat
ctgacccttyg
tgttgtcact
tgctgcagtt
atatgtaact
cctctgactt
tgacaatccc
acgaagcact
tgggettoce
gactgecages
agectetgge
ggtgagggtt

ttgtggcgac

ttttaattgg
cctgtcaceca
gtcattgatc
atatttagtg
agcatttget
ggatatgaaa
ctcttetggt
tgtaggtaac
tggagaatct
ttctetgtgt
ggataatate
ctccaagcta
cattcectttt
cttcaaactc
cttcacgaag
aactgattat
attgggttag
tacttctgtc
tgtgatcatt
tggttettte
tatgggtttt
ttctgettat
tgctggggtt
caaggagget
caaggggcac
tgttggaggg
ttgteecccetg
agattecteca
aceccteoece
tgcagttact
agacctgaag

aagtecttggg
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ggcatttage
tgatgctatt
tttatagttt
cttatttcag
tgtctggaaa
ttotgggttg
ttgtagggtt
ctggeecttte
gatgattatg
ttgecegaatt
ccgaagggtg
tcataggttc
cattcttttt
tgatatcttce
ttcttgtget
tctagttage
aacatactece
agttcatcca
tagaggagaa
tcaccttegt
ttgtgggggc
ttgtttttct
cactttaggc
ggagagcage
caacctgatg
tctcacccag
gtggagaggg
gaactaccag
ctaggggctc
gaagattctg
aggcactctg

accaagectgt

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5%40
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
€480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960

7020
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ccagecctege
catttetece
ctgctgcece
tggtcaccce
agaatctgta
atcttccaat
tgctcgctceg
caggtgggct
gatgagcgaa
aataggaacc
ttctttaatg

aatacttcaa

<210> 15
<211> 2914
<212> DNA

tggctecege
cgecgeccayg
tccctcaagg
tcceoeocaggg
cattectaggg
ccatgagttg
ccgctcocct
cactgctctt
tetagatace
tctgaacgga
ttgtctttcc

acatatcaac

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Nucleétido Sintético

<400> 15
gtatgtgtgt

atcaaaagta
aaggactcac
taattataaa
aaattgtttg
agcttagetg
tttagcaagg
taaaattagg
cattgggaag
aaccagccac
tggcttagaa
teoctetcaca
taattatagt

tcccataace

ttgcaaagta
acactattta
atgcatcatt
cagatcacgt
atcatagget
atgtttaatg
tgaatactct
tcaggttctg
attacagttt
tgatgaacag
ggactgattt
ggactatgaa
cctggeaact

ttaaaaaatg

aggggaaaag
ggagattage
agctcaaagg
agttcagtaa
ttgggatgct
cacagttctt
tggctggagg
ccttctetet
ttgecggtga
gttgcttcta
tcttaatata

caatattttc

cttgtaaatg
tgcaaatgta
acgttectttg
cattctcaga
catgcaacca
ttaaataatg
ctagtgagaa
aaatggtetg
gcaatgtgtt
cctecagacet
catgccaact
accatctttt
tgatctttag

ttcotgttea
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cacagecctgg
gtgttaggea
gcttagacag
gcttaggcag
aggccteggt
tggaaaagca
ggagggggtt
gtgggtcacg
aggactcaca
gtcggecate
ttctgtagaa

tttttttece

acaaagaact
tttatataca
ctcaattect
aatctctaac
gtattaactt
atggcatgta
atggtgatga
aagtgtagag
cocagggact
ggecagtacg
tgaggggaga
aagaagttce
atctattttt

tactagagaa

agctatagaa
gttgggagte
caggcagcag
attccagctg
ggcatgggat
atttcccegg
ccccktecee
ccagccttet
cacttattat
ttggcecceoge
agatttcagt

taaag

aagaagataa
aacacaaaga
agacgttggt
tgctcattga
aatatcagtt
aattcctgat
agtagatatt
gtcacacagg
gaaaacacac
gggagcacgt
attccaaatt
aaggacaaaa
gcttcatcotg

ttccettgge

94

atggatgetg
ccagtgetgg
aagcctgtge
agaggccata
cgagagtggg
ctgggtagcc
gtgtggttct
agtcaatttt
ggttttttte
ctctgaatat

gcagaagatt

ttataaagta
tectttagtta
cttggcatge
cactttatgg
ttgtttaaaa
gataatttge
tctecatactg
attctgtatt
cgbcgatgaa
gaaccataac
ccaaagacac
gtcacttceca
getctggeat

ccttatttet

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7725

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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aattgaaacc tcettgaagt ttectgttget gettttcatg cagagtgaaa tacattctaa 300
cctgcagaac tgtettggtg gtttgtgact gtaatgatgt tcatcaatca ggtcacacat 960
caggtttttg ctaggacctc ttttgtgtgt taccctgagt aacaccttaa gtgctactaa 1020
aatgactcca tetaaatact ttgeatacte cttgetccag gtetccactg tcaggacata 1080
gactatagga tgactgaatg attgttgtaa cttcagtgtc tcaaaataag tccttcagtc 1140
aggacactct agttagactc tgtgtactea ctgatggggt agtggaagtg caaagtgcat 1200
gaacttggga gttgaacaag ccttattagt ttccaagggt tgceccacaata aaggaccacc 1260
aactgggtgg cttgaaacag tagacattta ttcettacage tctagaggtt agaagtctga 1320
aaccaacgta tcagcgggac tgcttgttet gatggttcta gggcagaatc catctttgec 1380
tcttagette tggegtttac tggecagtcet tggtattect tggetegtag gtgeatcact 1440
gtcatcatca cectectgeat cacaaggtgt teteotgtgte caaatttece tettettatg 1500
caagtgccag tcattggatt agggtccacc ctaaactact atgacctcat cttaacttga 1560
ttacatttgt caagatctta tttctaaaca aggtcacatt aaaatattct gagtgggtat 1620
gaattttggg aggacatgac tcaatccagt acacaaacca tgtttaaatg cttgttcttt 1680
tcecttttttg aacttaagtt tcctcatctg taaaatggag atgataatat ctatcttatce 1740
tctttaaget gttgtggact cagtgaatta aaacaacgtt atgtaaagcc ccagtacagt 1800
atgttgtaaa tagaaggtgc tcaaccaaca tcagaattct tctttetttt ctcaatggee 1860
attgtgtaga gccacttcac aaattctcaa gggectcettt cttttggatc agagttgttt 1220
ggttaaacag tgaaatggcc aatgctaaag gtgagacgtc acaaaatgtg taaaaacact 1980
ctgtcctaat getttgetea ggatggtecet taaagggace ctecageteecg gggaacaget 2040
gtgaccaact ctgctgccct goctgctccecg atgttcttac cctttccctg cctettatga 2100
gggccagect tcactetetg ttggtecttca gaaggatgag tcaattageca ggaatagaac 2160
cagattctcc cacatatcecc taagecttacc gtggattgge accaagtcct aaaactattg 2220
cggtctgaaa agtttoagac ctgaaatatt cttecattgtt agagzagaca tazatggaaga 2280
ccttgagett gectttgatg attcetgtaaa aagtcattce agttatgteot tttgaaccea 2340
gccecttgtge tccttccatg tttcaaatga aaaacaattg gattgacttt gaggtggaat 2400
gtaggtcaat acaaaaggaa gcaacgagec tcagaatcte agatataatg ataactttgg 2460
tagctgaact gtcacacttt cettatcaat tttgtattet gtattttatt gaaatatgge 2520
ataagtaaac tacaaataat gtaaaagact gaaazattgag aaaatggaaa cttcccagtt 2580
aaaaatcatg gaataattgt cttataggtt tggaattctg gagaaagttt acceatgetg 2640
ttagtatagg aaaaaggtac tcagetctet cttecaccact gattactcac agttttettg 2700
gtgggctgag ttaattgget ccatgocctca ctaggatcac tataaaacca tgctgttage 2760
atctgtgttg ccagattatg ggagaggaat gaggtcaagg gtaaattgtg ccaaaggaca 2820
ctctctggeg ttcagtcact aagaagatct atgaacaact agaaataaca ggtatattgt 2880
catgtatatt ttctgtattt attatttttt gcag 2914
<210> 16

<211> 3030

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

95



<220>

<223> Nucleétido Sintético

<400> 16
atgtcggegy

tcegtggggg
ttegacaaag
gacatcactt
tgccacaaaqg
ctgaaatctg
gatcagettt
gotgactetg
aaaatgaaag
cttegtagac
tacttggata
aagggacctg
cacaaaactg
ccaccaggee
gttetectee
catggtgtte
gggctgcacg
cataaagaag
tatgtggete
catcgttace
aaagacacaa
cccaaattac

tgtagaatta

gcggtecatyg
cecctggegg
cttttgtgga
atgaggggey
cccagtotgt
aactgacaga
tacagectgea
gtaccattaa
aagcacaact
atatagcotgt
aggaactggce
ctcatgataa
tgatceocgage
atgatcaaga
ttaaggaaga
caatacteat
ttggggatge
ctgtaactat
ctgaagtgga
gtttgtacct
gtggggaaat
tagaagggag

catactatat

cccageagea
ggtatccatg
tgtggatectg
acagaagatg
gtctcaaate
aacccaagca
ctetattecag
ggcaaaattg
tgaagctgaa
toteocagget
aggaagggte
getttggaac
ctgcagagga
tteecctaaag
teatgaagge
ctetgagate
tattttggca
tetttetecag
ttetgatgat
tgatgagtta
caaagtatta
taaaaattca

ccttgagata
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gecggagggyg
ttceggtgge
cteoctgggag
accagecetga
aaccacaaga
gagaaagttg
ctgcagette
gaaagagagc
gtgaaattgt
gaagtatatg
caacagatac
caattagaag
cgtaatgact
aaaagccaag
cttggeattt
catcogggge
gtcaacggag
cagagaggag
gaaaacgtag
gaaggaggtg
caagctggag
atacagtggg

agaaagagca

gcccaggyggyg
tggaggtgct
agatcgatce
gotectgett
tggaggcaca
ttttggagaa
atgctaaaac
ttgaggcaaa
tgagaaaaga
gggcgagact
aattgctagg
ctgaaataca
tgaaacgace
gtgttggtce
caattacagg
aacctgatga
ttaacctaag
agattgaatt
agtatgaaga
gtaaccctgyg
tcccaaataa
agaaagctga

cttcaaataa
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cgectceotge
ggagaaggag
agaccaagcg
tgeacagett
gttggtggat
agaagtacat
tggtcaaagt
caaaaaagaa
gaatgaagcco
agctgocaag
acgagatatg
tttgcategt
aatgcaagca
aattagaaaa
tgggaaagaa
tagatgegga
ggacacaaag
tgaagtagtt
tgagagtgga
tgctagttge
accaggcatt
agataatgga

tttacagaac

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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cagaatttaa
tccaaaaacc
ggtgaatata
gaaacaagtt
acctttgtct
cttataaacyg
getaatgect
goctteccte
gtgtatgaag
gtgaagactt
catctgatga
aatgaaccce
cgtaaagcce
ctgtgtgtag
gatctggcag
aagattggag
ggggaaggee
actactcaat
catcagcctt
agactggagc
gctcaagaac
agaaattttt
ataaatgaaa
atgccagttyg
acagaatgtg
tcttgtggte
aaacaagtgg

cacagtggat

<210> 17
<211>1009
<212> PRT

ggtggaagat
tgaaaggaat
gtggaatcag
tcatacttac
ggcatagaag
aagacaaaga
gctatgeaat
gggaaaaact
gaacagcagt
tgaagaaggyg
gcaaatttaa
aatacattat
ggatggcaac
atatttcaaa
ctagaaattg
actttggact
tgctoocagt
ctgatgtatyg
atccagcteca
caccaagaaa
ccgaccaaag
tettaaatag
getttgaagy
ctttaatgga
gccaaggtga
tgaggaaaga
cttactgeece

atggagatgg

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 17

gacatttaat
atttcagtte
tgagaatatt
tattatagtt
attaaagaat
gttggetgag
acatactctt
gactctgegt
ggacatctta
ttecacagac
tcatcccaac
cctggaactg
gttttatggt
aggctgtgte
ccttgtttee
cgecagagae
tceggtggatg
gtetttigga
ttccaacett
ttgtoctgat
acctactttt
catttataag
tgaagatggce
aacgaagaac
agaaaagtct
agagaaggaa
ttetggeaag

gtctgattaa

ES 2637174 T3

ggatcctgea
agagtagtag
atattagttg
ggaatatttc
caaaaaagtg
ctgcgaggte
ccaacccaag
ctecttgetgg
ggagttggaa
caggagaaga
attctgaage
atggagggag
cctttactea
tacttggaac
gtgaaagact
at¢ctataaaa
gctccagaaa
attctgattt
gatgtgttaa
gatctgtgga
catagaattec
tccagagatg
gatgtgattt
cgagaagyggt
gagggtecte
ccacatgcag

cctgaaggee

gtagtgtttg
ctgcaaataa
gagatgattt
tggttgttac
ccaaggaagqg
tggcageegyg
aggagattga
gaagtggage
gtggagaaat
ttgaattect
agcttggagt
gagaccttct
ccttggttga
ggatgcattt
ataccagtcec
atgattacta
gtttgatgga
gggagatttt
actatgtgeca
atttaatgac
aggaccaact
aagcaaacaa
gtttgaattc
taaactatat
taggctccca
acaaagattt

tgaactatgce
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cacatggaag
tctagggttt
ttggatacca
aatcccactg
ggtgacagtg
agtaggectg
aaatcttcct
ctttggagaa
caaagtagca
gaaggaggcea
ttgtctgectg
tacttatttg
ccttgtagac
cattcacagg
acggatagtg
tagaaagaga
tggaatcttc
aactottggt
aacaggaggg
ccagtgcectgg
tcagttattc
cagtggagte
agatgacatt
ggtacttget
ggaatctgaa
ctgccaagaa

ctgtctcact

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3030



Met

Gly

Trp

Asp

Glu

65

Cys

Gln

Val

Ile

Thr

145

Lys

Glu

Tyr

Arg

His
225

Ser

Ala

Leu

Leu

50

Gly

His

Leu

Val

Gln

130

Ile

Met

Asn

Gly

Vval

2190

Asp

Ala

Ser

Glu

35

Leu

Arg

Llys

Val

Leu

115

Leu

Lys

Llys

Glu

Ala

195

Gln

Lys

Gly

Cys

20

vVal

Leu

Gln

Ala

Asp

100

Glu

Gln

Ala

Glu

Ala

180

Arg

Gln

Leu

Gly

Ser

Leu

Gly

Lys

Gln

Leu

Lys

Leu

Lys

Ala

165

Leu

Leu

Ile

Trp

Fro

Val

Glu

Glu

Met

70

Ser

Lys

Glu

His

Leu

150

Gln

Arg

Ala

Gln

Asn
230

Cys

Gly

Lys

Ile

55

Thr

Val

Ser

Val

Ala

135

Glu

Leu

Arg

Ala

Leu

215

Gln

Pro

Ala

Glu

40

Asp

Ser

Ser

Glu

His

120

Lys

Arg

Glu

His

Lys

200

Leu

Leu
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Ala

Pro

25

Phe

Pro

Leu

Gln

Leu

105

Asp

Thr

Glu

Ala

Ile

185

Tyr

Gly

Glu

Ala

10

Gly

Asp

Asp

Ser

Ile

Thr

Gln

Gly

Leu

Glu

170

Ala

Leu

Arg

Ala

Ala

Gly

Lys

Gln

Ser

75

Asn

Glu

Ieu

Gln

Glu

155

val

val

Asp

Asp

Glu
235

Gly

val

Ala

Ala

60

Cys

His

Thr

Leu

Ser

140

Ala

Lys

Leu

Lys

Met

220

Ile

98

Gly

Ser

Phe

45

Asp

Phe

Lys

Gln

Gln

125

Ala

Asn

Leu

Gln

Glu

205

Lys

His

Gly

Met

30

val

Ile

Ala

Leu

ala

110

Leu

Asp

Lys

Leu

Ala

120

Leu

Gly

Leu

Pro

15

Phe

Asp

Thr

Gln

Glu

Glu

His

Ser

Lys

Arg

175

Glu

Ala

Pro

His

Gly

Arg

Val

Tyr

Leu

80

Ala

Lys

Ser

Gly

Glu

160

Lys

val

Gly

Ala

Arg
240



His

Pro

Gln

Glu

Ile

305

Gly

Arg

Gly

Asp

Leu

385

Lys

Lys

Trp

Glu

Trp

465

Ser

1lys

Met

Gly

Gly

290

Leu

Leu

Asp

Glu

Asp

370

Tyxr

Asp

Pro

Glu

Ile

450

Lys

Lys

Thr

Gln

Val

275

Leu

Ile

His

Thr

Ile

355

Glu

Leu

Thr

Gly

Lys

435

Arg

Met

Asn

Val

Ala

260

Gly

Gly

Ser

Val

Lys

340

Glu

Asn

Asp

Ser

Ile

420

Ala

Lys

Thr

Leu

Ile

245

Pro

Pro

Ile

Glu

Gly

325

His

Phe

val

Glu

Gly

405

Pro

Glu

Ser

Phe

Lys
485

Arg

Ero

Ile

Ser

Ile

310

Asp

Lys

Glu

Glu

Leu

350

Glu

Lys

Asp

Thr

Asn

470

Gly

Ala

Gly

Arg

Ile

295

His

Ala

Glu

Val

Tyr

375

Glu

Ile

Leu

Asn

Ser

455

Gly

Ile

Cys

His

Lys

280

Thr

Pro

Ile

Ala

Val

360

Glu

Gly

Lys

Leu

Gly

440

Asn

Ser

Phe

Arg

Asp

265

Val

Gly

Gly

Leu

Val

345

Tyr

Asp

Gly

val

Glu

425

Cys

Asn

Cys

Gln

ES 2637174 T3

Gly

250

Gln

Leu

Gly

Gln

Ala

330

Thr

Val

Glu

Gly

Leu

410

Gly

Arg

Leu

Ser

FPhe
490

Arg

Asp

Leu

Lys

Pro

315

val

Ile

Ala

Ser

Asn

395

Gln

Ser

Ile

Gln

Ser

475

Arg

Asn

Ser

Leu

Glu

300

Ala

Asn

Leu

Bro

Gly

380

Pro

Ala

Lys

Thr

Asn

460

Val

Val

99

Asp

Leu

Lys

285

Hisg

Asp

Gly

Ser

Glu

365

His

Gly

Gly

Asn

Tyr

445

Gln

Cys

val

Leu

Lys

270

Glu

Gly

Arg

Val

Gln

350

Val

Arg

Ala

val

Ser

430

Tyr

Asn

Thr

Ala

Lys

255

Lys

Asp

val

Cys

Asn

335

Gln

Asp

Tyr

Ser

Pro

415

Ile

Ile

Leu

Trp

Ala
495

Arg

Ser

His

Pro

Gly

320

Leu

Arg

Ser

Arg

Cys

400

Asn

Gln

Len

Arg

Lys

480

Asn



Asn

Val

Ile

His

545

Leu

Gly

Gln

Leu

Thr

625

val

Leu

Lys

Glu

Met

705

Leu

Phe

Leu

Gly

val

530

Arg

Ile

Val

Glu

Arg

610

Ala

Lys

Lys

Gln

Leu

690

Ala

Cys

Ile

Gly

Asp

515

Gly

Arg

Asn

Gly

Glu

595

Leu

Val

Thr

Glu

Leu

675

Met

Thr

Val

His

Fhe

500

Asp

Ile

Leu

Glu

Leu

580

Ile

Leu

Asp

Leu

Ala

660

Gly

Glu

Fhe

Asp

Arg

Gly

Phe

Phe

Lys

Asp

565

Ala

Glu

Leu

Ile

Lys

645

His

val

Gly

Tyr

Ile

725

Asp

Glu

Trp

Leu

Asn

550

Lys

Asn

Asn

Gly

Leu

630

Lys

Leu

Cys

Gly

Gly

710

Ser

Leu

Tyr

Ile

val

535

Gln

Glu

Ala

Leu

Ser

615

Gly

Gly

Met

Leu

Asp

695

Pro

Lys

Ala

Ser

Pro

520

val

Lys

Leu

Cys

Fro

€00

Gly

Val

Ser

Ser

Leu

680

Leu

Len

Gly

Ala

ES 2637174 T3

Gly

505

Glu

Thr

Ser

Ala

Tyr

585

Ala

Ala

Gly

Thr

Lys

665

Asn

Leu

Leu

Cys

Arg

Ile

Thr

Ile

Ala

Glu

570

Ala

FPhe

Phe

Ser

Asp

650

Phe

Glu

Thr

Thr

Val

730

Asn

Ser

Ser

Pro

Lys

555

Leu

Ile

Pro

Gly

Gly

635

Gln

Asn

Pro

Tyr

Leu

715

Tyr

Cys

Glu

Phe

Leu

540

Glu

Arg

His

Arg

Glu

620

Glu

Glu

His

Gln

Leu

700

val

Leu

Leu

100

Asn

Ile

525

Thr

Gly

Gly

Thr

Glu

605

Val

Ile

Lys

Pro

Tyr

685

Arg

Asp

Glu

val

Ile

510

Leu

Phe

Val

Leu

Leu

590

Lys

Tyr

Lys

Ile

Asn

670

Ile

Lys

Leu

Arg

Ser

Ile

Thr

Val

Thr

Ala

575

Pro

Leu

Glu

Val

Glu

€55

Ile

Ile

Ala

val

Met

735

Vval

Leu

Ile

Trp

Val

560

Ala

Thr

Thr

Gly

Ala

640

Phe

Leu

Leu

Arg

Asp

720

His

Lys



ES 2637174 T3

740 745 750

Asp Tyr Thr Ser Pro Arg Ile Val Lys Ile Gly Asp Phe Gly Leu Ala
755 760 765

Arg Asp Ile Tyr Lys Asn Asp Tyr Tyr Arg Lys Arg Gly Glu Gly Leu
770 775 780

Leu Pro Val Arg Trp Met Ala Pro Glu Ser Leu Met Asp Gly Ile Phe
785 790 795 800

Thr Thr Gln Ser Asp Val Trp Ser Phe Gly Ile Leu Ile Trp Glu Ile
805 810 815

Leu Thr Leu Gly His Gln Pro Tyr Pro Ala His Ser Asn Leu Asp Val
820 825 830

Leu Asn Tyr Val Gln Thr Gly Gly Arg Leu Glu Pro Pro Arg Asn Cys
835 840 845

Pro Asp Asp Leu Trp Asn Leu Met Thr Gln Cys Trp Ala Gln Glu Pro
850 855 860

Asp Gln Arg Pro Thr Phe His Arg Ile Gln Asp Gln Leu Gln Leu Phe
865 870 875 880

Arg Asn Phe Phe Leu Asn Ser Ile Tyr Lys Ser Arg Asp Glu Ala Asn
885 890 895

Asn Ser Gly Val Ile Asn Glu Ser Phe Glu Gly Glu Asp Gly Asp Val
200 905 910

Ile Cys Leu Asn Ser Asp Asp Ile Met Pro val Ala Leu Met Glu Thr
915 920 925

Lys Asn Arg Glu Gly Leu Asn Tyr Met Val Leu Ala Thr Glu Cys Gly
930 935 940

Gln Gly Glu Glu Lys Ser Glu Gly Pro Leu Gly Ser Gln Glu Ser Glu
945 950 955 960

Ser Cys Gly Leu Arg Lys Glu Glu Lys Glu Pro His Ala Asp Lys Asp
965 970 975

Phe Cys Gln Glu Lys Gln Val Ala Tyr Cys Pro Ser Gly Lys Pro Glu

980 985 92390
Gly Leu Asn Tyr Ala Cys Leu Thr His Ser Gly Tyr Gly Asp Gly Ser
995 1000 1005
Asp
<210> 18
<211> 2175
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

101



<220>

<223> Nucleétido Sintético

<400> 18
atggctcect

goecgcaggte
actgaggcac
gatgagececa
aagtggtcag
ttgattttac
gecttecage
gggagtaaaa
tatatccttyg
aagatgacat
ggaatattte
atcagtgaga
cttactatta
agaagattaa
aaagagttgg
gcaatacata
aaactgactc
gcagtggaca
aagggttoca
tttaatcatce
attatcctgg
gcaacgtttt

tcaaaaggct

ggcctgaatt
agcagcccac
ctgtaaccaa
ctgaggtgga
agagagacac
ttctecggatt
tggttggage
attcaataca
agataagaaa
ttaatggatc
agttcagagt
atattatatt
tagttggaat
agaatcaaaa
ctgagetgeg
ctettecaac
tgcgtcetett
tecttaggagt
cagaccagga
ccaacattet
aactgatgga
atggtcettt

gtgtctactt

gggagatgece
tgcoccctgat
gattgaactt
tgacecctygg
caaagggaag
tectectacttt
tggagtcocca
gtgggagaaa
gagcacttca
ctgcagtagt
agtagetgcoa
agttggagat
atttectggtt
aagtgocaag
aggtatggea
ccaagaggag
gctgggaagt
tggaagtgga
gaagattgaa
gaagcagett
gggaggagac
actcaccttg

ggaacggatg

ES 2637174 T3

cagcccaacc
aaaagcaaag
ctgeocogtect
aacctacecca
attatetgtt
ttcgtgtget
aataaaccag
gctgaagata
aataatttac
gtttgecacat
aataatctag
gatttttgga
gttacaatecec
gaaggggtga
gecggagtag
attgaaaatc
ggagcctttg
gaaatcaaag
ttectgaagg
ggagtttgte
cttettactt
gttgaccttg

catttecatte

ccgataagta
agaccaacaa
actccacgge
ctettecagga
tettocaagg
ccctggatat
gcattcccaa
atggatgtag
agaaccagaa
ggaagtccaa
ggtttggtga
taccagaaac
cactgacctt
cagtgcttat
gcoctggcetaa
ttactgeectt
gagaagtgta
tagcagtgaa
aggcacatct
tgctgaatga
atttgcgtaa
tagacectgtg

acagggatct

102

cctcgaaggg
aacagataac
tacactgata
cteggggate
gattgggaga
tecttagtage
attactagaa
aattacatac
tttaaggtgyg
aaacctgaaa
atatagtgga
aagtttcata
tgtctggeat
aaacgaagac
tgoctgetat
cactagggaa
tgaaggaaca
gactttgaag
gatgagcaaa
accccaatac
agccceggatg
tgtagatatt

ggcagctaga

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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aattgeccttyg
ggactegecca
ccagttoggt
gtatggtett
gctcatteca
agaaattgtc
caaagaccta
aatagcattt
gaaggtgaag
atggaaacga
ggtgaagaaa
aaagaagaga
tgcccttotg
gatgggtctg
<210>19

<211>724
<212> PRT

tttcegtgaa
gagacatcta
ggatggcteeo
ttggaattet
accttgatgt
ctgatgatct
cttttecatag
ataagtccag
atggegatgt
agaaccgaga
agtctgaggg
aggaaccaca
gcaagcctga

attaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 19

Met Ala Pro Trp

1

Tyr Leu

Lys Glu

35

Glu Leu

50

Glu
€5

val

Lys Trp

Glu

Thr

Leu

Asp

Ser

Pro Gl

Gly ala Al

20

Asn Lys

Pro Ser

Asp Pro

70

Glu Arg As

Thr

Tyr

Trp

agactatacec
taaaaatgat
agaaagtttg
gatttgggag
gttaaactat
gtggaattta
aattcaggac
agatgaagca
gatttgtttyg
agggttaaac
teetctagge
tgcagacaaa

aggectgaac

u Leu Gly

Gln

a Gly

Asn
40

Asp

Ser Thr

55

Asn Leu

p Thr Lys

ES 2637174 T3

agtccacgga
tactatagaa
atggatggaa
attttaacte
gtgcaaacag
atgacccagt
caacttcagt
aacaacagtg
aattcagatg
tatatggtac
toccaggaat
gatttectgece

tatgcctgte

Ala
10

Asp Gln

Gln Thr

25

Pro

Thr Glu Ala

Ala Thr Leu

Thr Leu

75

Pro

Gly Lys Ile

90

tagtgaagat
agagagggga
tcttecactac
ttggteatca
gagggagact
gctgggectca
tattcagaaa
gagtcataaa
acattatgce
ttgctacaga
ctgaatcttg
aagaaaaaca

tcactecacag

Pro Asn

Ala Pro

30

val
45

Pro

Ile
&0

Asp
Gln

Asp

Leu Cys

103

Pro

Asp

Thr

Glu

Ser

Phe

tggagacttt
aggecctgete
tcaatctgat
geccttatcea
ggagccacca
agaacccgac
ttttttetta
tgaaagettt
agttgcttta
atgtggccaa
tggtctgagg
agtggcttac

tggatatgga

Asp
15

Lys
Lys Ser
Lys Ile
Thr

Pro

Ile
80

Gly

Phe
95

Gln

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2175



Gly

Cys

Val

Ser

145

Tyr

Aszn

Thr

Ala

Ile

225

Leu

Phe

Val

Leu

Leu

305

Lys

Tyr

Ile

Ser

Prg

130

Ile

Ile

Leu

Trp

Ala

210

Ile

Thr

val

Thr

Ala

290

Pro

Leu

Glu

Gly

Leu

115

Asn

Gln

Leu

Arg

Lys

195

Asn

Leu

Ile

Trp

Val

275

Ala

Thr

Thr

Gly

Arg

100

Asp

Lys

Trp

Glu

Trp

180

Ser

Asn

val

Ile

His

260

Leu

Gly

Gln

Leu

Thr
340

Leu

Ile

Pro

Glu

Ile

165

Lys

Lys

Leu

Gly

val

245

Arg

Ile

val

Glu

Arg

325

Ala

Ile

Leu

Gly

Lys

150

Arg

Met

Asn

Gly

Asp

230

Gly

Arg

Asn

Gly

Glu

310

Leu

val

Leu

Ser

Ile

135

Ala

Lys

Thr

Leu

Phe

215

Asp

Ile

Leu

Glu

Leu

295

Ile

Leu

Asp

Leu

Ser

120

Pro

Glu

Ser

Phe

Lys

200

Gly

Phe

Fhe

Lys

Asp

280

Ala

Glu

Leu

Ile

Leu

105

Ala

Lys

Asp

Thr

Asn

185

Gly

Glu

Trp

Leu

Asn

265

Lys

Asn

Asn

Gly

Leu
345

ES 2637174 T3

Gly

Phe

Leu

Asn

Ser

170

Gly

Tle

Tyr

Ile

val

250

Gln

Glu

Ala

Leu

Ser

330

Gly

Fhe

Gln

Leu

Gly

153

Asn

Ser

Fhe

Ser

Pro

235

val

Lys

Leu

Cys

Pro

315

Gly

val

Len

Leu

Glu

140

Cys

Asn

Cys

Gln

Gly

220

Glu

Thr

Ser

Ala

Tyr

300

Ala

Ala

Gly

104

Tyr

Val

125

Gly

Arg

Leu

Ser

Fhe

205

Ile

Thr

Ile

Ala

Glu

285

Ala

Fhe

Phe

Ser

Phe

110

Gly

Ser

Ile

Gln

Ser

190

Arg

Ser

Ser

Pro

Lys

270

Leu

Ile

Pro

Gly

Gly
350

Phe

Ala

Lys

Thr

Asn

175

Val

Val

Glu

Phe

Leu

255

Glu

Arg

His

Arg

Glu

335

Glu

Val

Gly

Asn

Tyr

160

Gln

Cys

Val

Asn

Ile

24Q

Thr

Gly

Gly

Thr

Glu

320

Val

Ile



Lys

Ile

Agn

385

Ile

Lys

Leu

Arg

Ser

465

Gly

Glu

Gly

Trp

Leu

545

Arg

Gln

Gln

vVal

Glu

370

Ile

Ile

Ala

vVal

Met

450

val

Leu

Gly

Ile

Glu

530

Asp

Asn

Glu

Leu

Ala

355

Phe

Leu

Leu

Arg

Asp

435

His

Lys

Ala

Leu

Phe

515

Ile

Val

Cys

Pro

Phe
595

Val

Leu

Lys

Glu

Met

420

Leu

Fhe

Asp

Arg

Leu

500

Thr

Leu

Leu

Pro

Asp

580

Arg

Lys

Lys

Gln

Leu

405

Ala

Cys

Tle

Tyr

Asp

485

Pro

Thr

Thr

Asn

Asp

565

Gln

Asn

Thr

Glu

Leu

330

Met

Thr

Val

His

Thr

470

Ile

val

Gln

Leu

Tyr

550

Asp

Arg

Phe

Leu

Ala

375

Gly

Glu

Phe

Asp

Arg

455

Ser

Tyr

Arg

Ser

Gly

535

Val

Leu

Pro

Phe

Lys

360

His

Val

Gly

Tyr

Ile

440

Asp

Pro

Lys

Trp

Asp

520

His

Gln

Trp

Thr

Leu
600

Lys

Leu

Cys

Gly

Gly

425

Ser

Lau

Arg

Asn

Met

505

val

Gln

Thr

Asn

Phe

585

Asn

ES 2637174 T3

Gly

Met

Leu

Asp

410

Pro

Lys

Ala

Ile

Asp

490

aAla

Trp

Pro

Gly

Leu

570

His

Ser

Ser

Ser

Leu

395

Leu

Leu

Gly

Ala

Val

475

Tyr

Pro

Ser

Tyr

Gly

555

Met

Arg

Ile

Thr

Lys

380

Asn

Leu

Leu

Cys

Arg

460

Lys

Tyr

Glu

Phe

Pro

540

Arg

Thr

Ile

Tyr

105

Asp

365

Phe

Glu

Thr

Thr

Val

445

Asn

Ile

Arg

Ser

Gly

525

Ala

Leu

Gln

Gln

Lys
605

Gln

Asn

Pro

Tyr

Leu

430

Tyr

Cys

Gly

Lys

Leu

510

Ile

His

Glu

Cys

Asp

590

Ser

Glu

Hig

Gln

Leu

415

val

Leu

Leu

Asp

Arg

495

Met

Leu

Ser

Pro

Trp

575

Gln

Arg

Lys

Pro

Tyr

400

Arg

Asp

Glu

Val

Phe

480

Gly

Asp

Ile

Asn

Pro

560

Ala

Leu

Asp
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Glu Ala Asn Asn Ser Gly Val Ile Asn Glu Ser
610 615
Gly Asp Val Ile Cys Leu Asn Ser Asp Asp Ile
625 630 635
Met Glu Thr Lys Asn Arg Glu Gly Leu Asn Tyr
645 650
Glu Cys Gly Gln Gly Glu Glu Lys Ser Glu Gly
660 665
Glu Ser Glu Ser Cys Gly Leu Arg Lys Glu Glu
675 680
Asp Lys Asp Phe Cys Gln Glu Lys Gln Val Ala
690 695
Lys Pro Glu Gly Leu Asn Tyr Ala Cys Leu Thr
705 710 715
Asp Gly Ser Asp
<210> 20
<211> 1866
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Nucleétido Sintético
<400> 20
atggctcecet ggcoctgaatt gggagatgec cagcccaace
goecgcaggte agcagcccac tgeccctgat aaaagcaaag
actgaggcac ctgtaaccaa gattgaactt ctgcegtcecot
gatgageccca ctgaggtgga tgaccecctgg aacctaccca
aagtggtcag agagagacac caaagggaag attctetgtt
ttgattttac ttctcggatt tctctacttt ttegtgtget
gccttccage tggttggaga tgatttttgg ataccagaaa
atagttggaa tatttctggt tgttacaatc ccactgacct
aagaatcaaa aaagtgccaa ggaaggggtg acagtgctta
gctgagetge gaggtcetgge ageeggagta ggectggceta

Phe Glu

620

Met Pro

Met

Val

Leu

Pro

Glu
685

Lys

Tyr
700

Cys

His Ser

ccgataagta
agaccaacaa
actccacgge
ctcottcagga
tetteccaagg
ccctggatat
caagtttcat
ttgtctggea
taaacgaaga

atgecctgeta

106

Gly

Val

Leu Ala

Gly

670

Pro

Pro

Gly

Glu Asp

Ala Leu

640

Thr
655

Ser Gln

His Ala

Ser Gly

Tyr Gly

720

cctcgaaggyg
aacagataac
tacactgata
cteggggate
gattgggaga
tcttagtage
acttactatt
tagaagatta
caaagagttg

tgcaatacat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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actcttccaa
ctgcgtctct
atcttaggag
acagaccagg
cccaacatte
gaactgatgg
tatggtcctt
tgtgtectact
gtttcegtga
agagacatct
tggatggcte
tttggaatte
aaccttgatg
cctgatgatc
acttttcata
tataagtcca
gatggcgatyg
aagaaccgaqg
aagtctgagg
aaggaaccac
ggcaagcctg

gattaa

<210> 21
<211> 621
<212> PRT

cccaagagga
tgctgggaag
ttggaagtgyg
agaagattga
tgaageaget
agggaggaga
tactcacctt
tggaacggat
aagactatac
ataaaaatga
cagaaagttt
tgatttggga
tgttaaacta
tgtggaattt
gaattcagga
gagatgaagec
tgatttgttt
aagggttaaa
gtectetagg
atgcagacaa

aaggcctgaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 21

gattgaaaat
tggagcettt
agaaatcaaa
attcoctgaag
tggagtttgt
ccottettact
ggttgacctt
gcatttecatt
cagtccacgyg
ttactataga
gatggatgga
gattttaact
tgtgcaaaca
aatgacccag
ccaacttcag
aaacaacagt
gaattcagat
ctatatggta
ctcocaggaa
agatttctge

ctatgecetgt

ES 2637174 T3

cttectgeet
ggagaagtgt
gtagcagtga
gaggcacate
ctgatgaatyg
tatttgegta
gtagacctgt
cacagggate
atagtgaaga
aagagagggg
atcttcacta
cttggtcate
ggagggagac
tgctgggctc
ttattcagaa
ggagtcataa
gacattatge
cttgctacag
totgaatett
caagaaaaac

ctcactcaca

tcccteggga
atgaaggaac
agactttgaa
tgatgagcaa
aacccecaata
aagcceggat
gtgtagatat
tggcagetag
ttggagactt
aaggcctget
ctcaatctga
agcecttatece
tggagccacc
aagaacccga
attttttett
atgaaagctt
cagttgcttt
aatgtggcca
gtggtetgag
aagtggctta

gtggatatgg

aaaactgact
agcagtggac
gaagggttcce
atttaatcat
cattatcctg
ggcaacgttt
ttcaaaaggc
aaattgecett
tggactegee
cccagttegg
tgtatggtect
agctcattce
aagaaattgt
ccaaagacct
aaatagcatt
tgaaggtgaa
aatggaaacg
aggtgaagaa
gaaagaagag
ctgecccttet

agatgggtct

Met Ala Pro Trp Pro Glu Leu Gly Asp Ala Gln Pro Asn Pro Asp Lys

1

5

10

15

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

20

25

30

107

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1866



Lys

Glu

Glu

65

Lys

Gly

Cys

Fhe

Phe

145

Lys

AsSp

Ala

Glu

Leu

225

Ile

Lys

His

Glu

Leu

50

val

Trp

Ile

Ser

Trp

130

Leu

Asn

Lys

Asn

Asn

210

Gly

Leu

Lys

Leu

Thr

Leu

Asp

Ser

Gly

Leu

115

Ile

Vval

Gln

Glu

Ala

195

Leu

Ser

Gly

Gly

Met
275

Asn

Pro

Asp

Glu

Arg

100

Asgp

Pro

Val

Lys

Leu

180

Cys

Pro

Gly

Val

Ser

260

Ser

Lys

Ser

Pro

Arg

85

Leu

Ile

Glu

Thr

Ser

165

Ala

Tyr

Ala

Ala

Gly

245

Thr

Lys

Thr

Tyr

Trp

70

Asp

Ile

Leu

Thr

Ile

150

Ala

Glu

Ala

Phe

Phe

230

Ser

Asp

Phe

Asp

Ser

55

Asn

Thr

Leu

Ser

Ser

135

Pro

Lys

Leu

Ile

Pro

215

Gly

Gly

Gln

Asn

Asn

40

Thr

Leu

Lys

Leu

Ser

120

Phe

Leu

Glu

Arg

His

200

Arg

Glu

Glu

Glu

His
280

Thr

Ala

Pro

Gly

Leu

105

Ala

Ile

Thr

Gly

Gly

185

Thr

Glu

Val

Ile

Lys

265

Pro

ES 2637174 T3

Glu

Thr

Thr

Lys

20

Gly

Phe

Leu

Phe

val

170

Leu

Leu

Lys

Tyr

Lys

250

Ile

Asn

Ala

Leu

Leu

75

Ile

Fhe

Gln

Thr

Val

155

Thr

Ala

Pro

Leu

Glu

235

val

Glu

Ile

Pro

Ile

60

Gln

Leu

Leu

Leu

Ile

140

Trp

vVal

Ala

Thr

Thr

220

Gly

Ala

Phe

Leu

108

Val

45

RAszp

Asp

Cys

Iyr

Val

125

Ile

His

Leu

Gly

Gln

2085

Leu

Thr

Val

Leu

Lys
285

Thr

Glu

Ser

Phe

Phe

110

Gly

Val

Arg

Ile

val

190

Glu

Arg

Ala

Lys

Lys

270

Gln

lys

Pro

Gly

Phe

95

Phe

Asp

Gly

Arg

Asn

175

Gly

Glu

Leu

Val

Thr

255

Glu

Leu

Ile

Thr

Ile

80

Gln

val

Asp

Tle

Leu

160

Glu

Leu

Ile

Leu

Asp

240

Leu

Ala

Gly



Val

Gly

305

Tyr

Ile

Asp

Pro

Lys

385

Trp

Asp

His

Gln

Trp

465

Thr

Leu

Ile

Ser

Cys

290

Gly

Gly

Ser

Leu

Arg

370

Asn

Met

val

Gln

Thr

450

Asn

Phe

Asn

Asn

Asp
530

Leu

Asp

Pro

Lys

Ala

355

Ile

Asp

Ala

Trp

Pro

435

Gly

Leu

His

Ser

Glu

515

Asp

Leu

Leu

Leu

Gly

340

Ala

Val

Tyr

Pro

Ser

420

Tyxr

Gly

Met

Arg

Ile

500

Ser

Ile

Asn

Leu

Len

325

Cys

Arg

Lys

Tyr

Glu

405

Phe

Pro

Arg

Thr

Ile

485

Tyr

Phe

Met

Glu

Thr

310

Thr

val

Asn

Ile

Arg

390

Ser

Gly

Ala

Leu

Gln

470

Gln

Lys

Glu

Pro

Pro

295

Tyr

Leu

Tyr

Cys

Gly

375

Lys

Leu

Ile

His

Glu

455

Cys

Asp

Ser

Gly

val
535

Gln

Leu

Val

Leu

Leu

360

Asp

Arg

Met

Leu

Ser

440

Pro

Trp

Gln

Arg

Glu

520

Ala

Tyr

Arg

Asp

Glu

345

val

Phe

Gly

Asp

Ile

425

Asn

Pro

Ala

Leu

Asp

505

Asp

Leu

ES 2637174 T3

Ile

Lys

Leu

330

Arg

Ser

Gly

Glu

Gly

410

Trp

Leu

Arg

Gln

Gln

490

Glu

Gly

Met

Ile

Ala

315

Val

Met

val

Leu

Gly

395

Ile

Glu

Asp

Asn

Glu

475

Leu

Ala

Asp

Glu

Leu

300

Arg

Asp

His

Lys

Ala

380

Leu

Phe

Ile

val

Cys

460

Pro

Phe

Asn

Val

Thr
540

109

Glu

Met

Leu

Phe

Asp

365

Arg

Leu

Thr

Leu

Leu

445

Pro

Asp

Arg

Asn

Ile

525

Lys

Leu

Ala

Cys

Ile

350

Tyr

Asp

Pro

Thr

Thr

430

Asn

Asp

Gln

Asn

Ser

510

Cys

Asn

Met

Thr

Val

335

Hig

Thr

Ile

Val

Gln

415

Leu

Tyr

Asp

Arg

Phe

495

Gly

Leu

Arg

Glu

Phe

320

Asp

Arg

Ser

Tyr

Arg

400

Ser

Gly

val

Leu

Pro

480

Phe

Val

Asn

Glu
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Gly
545

Leu
Lys Ser
Arg

Lys

Lys Gln

Asn

Glu

Glu

Val

Tyr Met

Val

Leu Ala

550

Pro
565

Gly

Glu
580

Lys

Ala Tyr

595

Ala Cys

610

<210> 22
<211> 1782
<212> DNA

Leu

Thr His

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Nucleétido Sintético

<400> 22
atggcteccct

gceegeaggte
actgaggcac
gatgagceocca
aagtggtcag
ttgattttac
gcocttecage
ggggtgacag
ggagtaggcce
gaaaatcatte
gcctttggag
atcaaagtag
ctgaaggagy
gtttgtctge
cttacttatt

gaccttgtag

ggcctgaatt
agcagceccac
ctgtaaccaa
ctgaggtgga
agagagacac
ttcteggatt
tggttggagt
tgcttataaa
tggctaatge
ctgectteoca
aagtgtatga
cagtgaagac
cacatctgat
tgaatgaacc
tgcgtaaage

acctgtgtgt

Leu

Glu

Cys

Ser

Gly Ser

His

Pro

Ser
600

Pro

Gly
615

Tyr

gggagatgec
tgccecctgat
gattgaactt
tgaccectgg
caaagggaag
tectctacttt
ctggcataga
cgaagacaaa
ctgetatgea
tegggaaaaa
aggaacagca
tttgaagaag
gagcaaattt
ccaatacatt
ceggatggea

agatatttca

Thr

Gln

Ala

585

Gly

Gly

ES 2637174 T3

Glu Cys

555

Glu
570

Ser

Asp Lys

Lys Pro

Asp Gly

cagcccaace
aaaagcaaag
ctgcegtect
aacctaccca
attctctgtt
ttcgtgtgct
agattaaaga
gagttggetg
atacatactc
ctgactatge
gtggacatct
ggttccacag
aatcatccca
atcctggaac
acgttttatg

aaaggcetgtg

Gly

Glu

Asp

Glu

605

Ser
620

Asp

ccgataagta
agaccaacaa
actccacgge
ctcttcagga
tettccaagg
ccctggatat
atcaaaaaagqg
agcebgoegagyg
ttccaaccca
gtctcettget
taggagttgg
accaggagaa
acattctgaa
tgatggaggyg
gtectttact

tetacttgga

110

Gln Gly Glu Glu

560

Ser Cys Gly Leu

573

Phe Cys Gln Glu
590

Gly Leu Asn Tyr

cctcgaaggg
aacagataac
tacactgata
cteggggatoe
gattgggaga
tecttagtage
tgccaaggaa
tetggeagee
agaggagatt
gggaagtgga
aagtggagaa
gattgaattc
gcagcttgga
aggagacctt
caccttggtt

acggatgcat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

T20

780

840

900

960
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ttecattcaca
ccacggatag
tatagaaaga
gatggaatct
ttaactcttg
caaacaggag
acccagtget
cttcagttat
aacagtggag
tcagatgaca
atggtacttyg
caggaatctg
ttctgecaag

gectgtetea

<210> 23
<211> 593
<212> PRT

gggatctgge
tgaagattgg
gaggggaagg
tcactactea
gtcatcagece
ggagactgga
gggctcaaga
tcagaaattt
tcataaatga
ttatgccagt
ctacagaatg
aatcttgtgy
aaaaacaagt

ctcacagtgg

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 23

Met Ala Pro Trp

1

Tyr Leu

Lys Glu

35

Glu Leu

50

Glu
€5

val

Lys Trp

Glu

Thr

Leu

Asp

Ser

Pro Gl

Gly ala Al

20

Asn Lys

Pro Ser

Asp Pro

70

Glu Arg As

Thr

Tyr

Trp

agctagaaat
agactttgga
cctgotecea
atctgatgta
ttatccaget
gccaccaaga
acccgaccaa
tttettaaat
aagetttgaa
tgctttaatg
tggccaaggt
tectgaggaaa
ggcttactge

atatggagat

u Leu Gly

Gln

a Gly

Asn
40

Asp

Ser Thr

55

Asn Leu

p Thr Lys

ES 2637174 T3

tgecttgttt
ctegecagag
gttcggtgga
tggtecttttg
cattccaace
aattgtcctg
agacctactt
agcatttata
ggtgaagatg
gaaacgaaga
gaagaaaagt
gaagagaagg
ccttetggea

gggtctgatt

Ala
10

Asp Gln

Gln Thr

25

Pro

Thr Glu Ala

Ala Thr Leu

Thr Leu

75

Pro

Gly Lys Ile

90

ccgtgaaaga
acatctataa
tggctocaga
gaattctgat
ttgatgtgtt
atgatctgtg
ttcatagaat
agtccagaga
gegatgtgat
accgagaagg
ctgagggtce
aaccacatge
agcctgaagg

aa

Pro Asn

Ala Pro

30

val
45

Pro

Ile
&0

Asp
Gln

Asp

Leu Cys

111

Pro

Asp

Thr

Glu

Ser

Phe

ctataccagt
aaatgattac
aagtttgatg
ttgggagatt
aaactatgtg
gaatttaatg
tcaggaccaa
tgaagcaaac
ttgtttgaat
gttaaactat
tetaggetece
agacaaagat

cctgaactat

Asp
15

Lys
Lys Ser
Lys Ile
Thr

Pro

Ile
80

Gly

Phe
95

Gln

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1782



Gly

Cys

His

Leu

145

Gly

Gln

Leu

Thr

Val

225

Leu

Lys

Glu

Met

Leu

305

Phe

Asp

Ile

Ser

Arg

130

Ile

val

Glu

Arg

Ala

210

Lys

Lys

Gln

Leu

Ala

290

Cys

Ile

Tyr

Gly

Leu

115

Arg

Asn

Gly

Glu

Leu

195

Val

Thr

Glu

Leu

Met

275

Thr

Val

His

Thr

Arg

100

Asp

Leu

Glu

Leu

Ile

180

Leu

Asp

Leu

ala

Gly

260

Glu

Phe

Asp

Arg

Ser
340

Leu

Tle

Lys

Asp

Ala

165

Glu

Leu

Ile

Lys

His

245

val

Gly

Tyr

Ile

Asp

325

Pro

Ile

Leu

Asn

Lys

150

Asn

Agn

Gly

Leu

Lys

230

Leu

Cys

Gly

Gly

Ser

310

Leu

Arg

Leu

Ser

Gln

135

Glu

Ala

Leu

Ser

Gly

215

Gly

Met

Leu

Asp

Pro

295

Lys

Ala

Ile

Leu

Ser

120

Lys

Leu

Cys

Pro

Gly

200

Val

Ser

Ser

Leu

Leu

280

Len

Gly

Ala

val

Leu

105

Ala

Ser

Ala

Tyr

Ala

185

Ala

Gly

Thr

Lys

Asn

265

Leu

Leu

Cys

Arg

Lys
345

ES 2637174 T3

Gly

Phe

Ala

Glu

Ala

170

Fhe

Phe

Ser

Asp

Fhe

250

Glu

Thr

Thr

Val

Asn

330

Ile

Phe

Gln

Lys

Leu

155

Ile

Pro

Gly

Gly

Gln

235

Asn

Pro

Tyr

Leu

Tyr

315

Cys

Gly

Leu

Leu

Glu

140

Arg

His

Arg

Glu

Glu

220

Glu

His

Gln

Leu

Val

300

Leu

Leu

Asp

112

Tyr

Val

125

Gly

Gly

Thr

Glu

val

205

Ile

Lys

Pro

Tyr

Arg

285

Asp

Glu

Val

Phe

Phe

110

Gly

Val

Leu

Leu

Lys

1390

Tyr

Lys

Ile

Asn

Ile

270

Lys

Leu

Lrg

Ser

Gly
350

Phe

Val

Thr

Ala

Pro

175

Leu

Glu

Val

Glu

Ile

255

Ile

Ala

Val

Met

Val

335

Leu

val

Trp

Val

Ala

160

Thr

Thr

Gly

Ala

Phe

240

Leu

Leu

Arg

Asp

His

320

Lys

Ala
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Arg

Leu

Thr

385

Leu

Leu

Pro

Asp

Arg

465

Asn

Ile

Lys

Gln

Ser

545

Phe

Gly

Asp

Asp

Pro

370

Thr

Thr

Asn

Asp

Gln

450

Asn

Ser

Cys

Asn

Gly

530

Cys

Cys

Leu

<210> 24
<211> 2112
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Nucleétido Sintético

<400> 24

Ile

355

Vval

Gln

Leu

Tyr

Asp

435

Arg

Phe

Gly

Leu

Arg

515

Glu

Gly

Gln

Asn

Tyr

Arg

Ser

Gly

Val

420

Leu

Pro

Fhe

val

Asn

500

Glu

Glu

Leu

Glu

Tyr
580

Lys

Trp

Asp

His

405

Gln

Trp

Thr

Leu

Ile

485

Ser

Gly

Lys

Arg

Lys

565

Ala

Asn

Met

val

390

Gln

Thr

Asn

Fhe

Asn

470

Asn

Asp

Leu

Ser

Lys

550

Gln

Cys

Asp

Ala

375

Trp

Pro

Gly

Leu

His

455

Ser

Glu

Asp

Asn

Glu

535

Glu

val

Leu

Tyr

360

Pro

Ser

Tyr

Gly

Met

440

Arg

Ile

Ser

Ile

Tyr

520

Gly

Glu

Ala

Thr

ES 2637174 T3

Tyr

Glu

Phe

Pro

Arg

425

Thr

Ile

Tyr

Phe

Met

205

Met

Pro

Lys

Tyr

His
585

Arg

Ser

Gly

Ala

410

Leu

Gln

Gln

Lys

Glu

490

Pro

Val

Leu

Glu

Cys

570

Ser

Lys

Leu

Ile

385

His

Glu

Cys

Asp

Ser

475

Gly

val

Leu

Gly

Pro

5§55

Pro

Gly

Arg

Met

380

Leu

Ser

Pro

Trp

Gln

460

Arg

Glu

Ala

Ala

Ser

540

His

Ser

Tyr

113

Gly

365

Asp

Ile

Asn

Pro

Ala

445

Leu

Bsp

Aszp

Leu

Thr

525

Gln

Ala

Gly

Gly

Glu

Gly

T'rp

Leu

Arg

430

Gln

Gln

Glu

Gly

Met

510

Glu

Glu

Asp

Lys

Asp
590

Gly

Ile

Glu

Asp

415

Asn

Glu

Leu

Ala

Asp

495

Glu

Cys

Ser

Lys

Pro

575

Gly

Leu

Phe

Ile

400

Val

Cys

Pro

Phe

Asn

480

Val

Thr

Gly

Glu

Asp

560

Glu

Ser



atgcacagga
cgcgacctta
gagagcaagt
ctogetggee
ctgacagtca
ccocaagecty
ggagcectge
catgtgatge
agcttecegg
tttgagagct
aagcccactg
actattatag
agattaaaga
gagttggctg
atacatacte
ctgactctge
gtggacatct
ggttccacag
aatcatcoca
atcctggaac
acgttttatg
aaaggctgtg
tgocttgttt
ctecgeccagag
gttcggtgga
tggtcttttg
cattccaace
aattgtcctg
agacctactt
agcatttata
ggtgaagatg
gaaacgaaga
gaagaaaagt
gaagagaagg
cctteoctggea

gggtctgatt

ggagaagcayg
tetccaacaa
geageccgegy
aggccaccac
cctecccagaa
tgagcaagat
cccagggged
acctgctcea
agaacctgag
ggatgcacca
acgcteccaceo
ttggaatatt
atcaaaaaag
agctgcgagg
ttccaacceca
gtctcttget
taggagttgg
accaggagaa
acattctgaa
tgatggaggyg
gtcctttact
tctacttgga
ccegtgaaaga
acatctataa
tggctccaga
gaattctgat
ttgatgtgtt
atgatctgtyg
ttcatagaat
agtccagaga
gcegatgtgat
accgagaagg
ctgagggtce
aaccacatgc
agcctgaagg

aa

gagctgtegy
tgagcaactg
agccectgtac
cgectactte
cctgcagetg
gegeatggee
catgeagaat
gaatgctgac
acaccttaag
ttggeteoctg
gaaagatgat
tctggttgtt
tgccaaggaa
tctggcagcece
agaggagatt
gggaagtgga
aagtggagaa
gattgaattc
gcagcttgga
aggagacctt
caccttggtt
acggatgcat
ctataccagt
aaatgattac
aagtttgatg
ttgggagatt
aaactatgtg
gaatttaatg
tcaggaccaa
tgaagcaaac
ttgtttgaat
gttaaactat
tctaggetee
agacaaagat

cctgaactat

ES 2637174 T3

gaagatcaga
cccatgetgg
acaggetttt
ctgtaccage
gagaacctge
acccegetge
gecaccaagt
ccectgaagg
aacaccatgg
tttgaaatga
ttttggatac
acaatcccac
ggggtgacag
ggagtaggcc
gaaaatcttc
gccectttggag
atcaaagtag
ctgaaggagyg
gtttgtctge
cttacttatt
gaccttgtag
ttcattcaca
ccacdggatag
tatagaaaga
gatggaatct
ttaactcttg
caaacaggag
acccagtget
cttcagttat
aacagtggag
tcagatgaca
atggtacttg
caggaatctg
ttctgccaag

gectgtectea

agccagtcat
gecggegeca
ccatcotggt
agcagggecyg
gcatgaaget
tgatgcagge
atggcaacat
tgtaccegece
agaccataga
gcaggcacta
cagaaacaag
tgacctttgt
tgcttataaa
tggctaatgc
ctgeccttcec
aagtgtatga
cagtgaagac
cacatctgat
tgaatgaacce
tgcgtaaage
acctgtgtgt
gggatctgge
tgaagattgg
gaggggaagyg
tcactactca
gtcatcagece
ggagactgga
gggctcaaga
tcagaaattt
tcataaatga
ttatgecagt
ctacagaatg
aatcttgtgg

aaaaacaagt

ctcacagtgg

114

ggatgaccag
tggggceceeg
gactctgcte
gcetggacaaa
tcccaagect
getgeccatg
gacagaggac
actgaagggg
ctggaaggte
cttggagcaa
tttcatactt
ctggcataga
cgaagacaaa
ctgctatgca
tcgggaaaaa
aggaacagca
tttgaagaag
gagcaaattt
ccaatacatt
ccggatggea
agatattteca
agctagaaat
agactttgga
cctgeteocea
atctgatgta
ttatccaget
gccaccaaga
acccgaccaa
tttcttaaat
aagctttgaa
tgetttaatg
tggccaaggt
tctgaggaaa
ggcttactge

atatggagat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1280

2040

2100

2112
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<210> 25

<211>700

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 25

Met

1

Met

Lenu

Gly

Ala

65

Thr

Pro

Gln

Hisg

Asp

Gly

Phe

50

Tyr

Ser

Pro

Ala

Arg

Asp

Arg

35

Ser

Phe

Gln

Lys

Leu
115

Arg

Gln

20

Arg

Ile

Leu

Asn

Pro

100

Pro

Arg

5

Arg

Pro

Leu

Tyr

Lenu

85

Val

Met

Ser

Asp

Gly

Val

Gln

70

Gln

Ser

Gly

Arg

Leu

Ala

Thr

55

G1ln

Leu

Lys

Ala

Ser

Ile

Pro

40

Leu

Gln

Glu

Met

Leu
120

ES 2637174 T3

Cys

Ser

25

Glu

Leu

Gly

Asn

Arg

105

Pro

Arg

10

Asp

Ser

Leu

Arg

Leu

Met

Gln

Glu

Asp

Arg

Ala

Leu

75

Arg

Ala

Gly

Asp

Glu

Gly

Gly

60

Asp

Met
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Ser Glu Gly Pro lLeu Gly Ser Gln Glu Ser Glu

645

650

Lys Glu Glu Lys Glu Pro His Ala Asp Lys Lys

660

665

Glu Val Ala Tyr Cys Pro Ser Gly Lys Pro Glu

675

680

Cys Leu Thr His Ser Gly Tyr Gly Asp Gly Ser

690

<210> 26
<211> 1228
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Nucleétido Sintético

<400> 26
gtatgtaget

agtgcctatg
aattattaat
tggttttaag
aaacaaatga
ttgacctgga
gocttaagte
taagatagat
ttatgcaaag
tgctttcaga
tgatctaaat
actcaagatt
gtagtattce
ttttttggte
gaaaagctta
ggcaatctga
gaggcaatge
atgctetgte
tccacatcac
ctctcaaaca
gggagacaaa
<210> 27

<211> 24
<212> DNA

ttggcecatca
aattccgeat
aacttectet
aaaaatacag
aagaaggaga
ggcagtgttt
aatcttactc
gagttttgaa
gttcattata
aatttataat
cagctgttta
ctectattaaa
aagtgagaaa
atagtaaatt
taaacccaga
agaagttaat
atacacatat
tgggtaaaag
cgtgtcacat
caaataccaa

aatgttgcta

<213> Secuencia Artificial

695

ttatggagca
tgcccaagac
tecacteteca
aaaaatccat
aaaatattac
gagaggagag
catttcagaa
cttttgttge
ttaggatcta
gcaaggtgta
gaggtgactt
aattgaaage
cttggetttt
ttgttttacg
tgcatttatt
acctactaac
atatttttat
gttgtagaat
aaaacacaca
taccaacaca

ttttacag

cctaggcaaa
agtcatggtt
aatgtgacct
tagtttcaccag
attgaagaga
gagttttgag
gttgtgtgat
cgtcataatt
tgcaaaaagg
aaaacaaagg
tcctttgage
atttttaaca
taaagttaac
taagatgtca
actaatttge
tttgactcaa
caaaattaag
agtaaagtaa
atactgcaaa

aacttgtaca

Ser Cys Gly Leu Arg

655

Phe Cys Gln Glu Lys

670

Gly Leu Asn Tyr Ala

685

Asp
700

gggtgggcaa
tataccagtt
gggatggatg
tattttgtea
atagatggta
agecettgtgt
gattgoccac
daggaaaata
aattaaatga
atttgaagta
aaatactcag
tagcagcatt
cttatggtga
catgtgtgaa
agtagctttt
caagctacaa
gtgectagaa
agtaattagg
gccatgagat

ccctatatat

118

cagtaaggag
tttctggecat
gaaaattatyg
tgtagetcaa
acatggttgg
tacgtggtca
aaaaccttet
ttcaagtgte
tecataggect
gacacaaagg
catatctgct
tteceecctt
tggggttgat
atagctaaga
tatacaaatt
taaaagtgtt
gtggaccatc
aacccaaagt

atttctttet

gtggagggtyg
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<220>

ES 2637174 T3

<223> Péptido Nucledtido Sintético

<400> 27
acccttctcg gttcttegtt tcca

<210> 28

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Nucleétido Sintético

<400> 28
tctggcgagt ccaaagtctc caat

<210> 29

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

24

24

<223> Péptido Nucledtido Sintético

<400> 29
cagcaagaga cgcagagtca gttt

<210> 30

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Nucleétido Sintético

<400> 30
actggtcaaa gtgctgactc tggt

<210> 31

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Nucleétido Sintético

<400> 31
cagcaagaga cgcagagtca gttt

<210> 32

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Nucleétido Sintético

<400> 32
ttggataagg aactggcagg aagg

<210> 33

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

24

24

24

24
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<220>
<223> Nucleétido Sintético

<400> 33
accgtcatct agcggagttt cact

<210> 34

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Nucleétido Sintético

<400> 34
agccaaggtc ctgcttatgt ctgt

<210> 35

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Nucleétido Sintético

<400> 35
tctggcgagt ccaaagtctc caat

<210> 36

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Nucleétido Sintético

<400> 36
tggaaatccc atcaccatct

<210> 37

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Nucleétido Sintético

<400> 37

gtcttctggg tggcagtgat 20

<210> 38

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Nucleétido Sintético

<400> 38
ttggataagg aactggcagg aagg

<210> 39

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

20
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<220>
<223> Nucleétido Sintético

<400> 39
cagcaagaga cgcagagtca gttt 24

<210> 40

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Nucleétido Sintético

<400> 40
tgtggctcct gaagtggatt ctga 24

<210> 41

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Nucleétido Sintético

<400> 41
gcagctcagc caactctttg tctt 24

<210> 42

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Nucleétido Sintético

<400> 42
atgtcggcgg geggtecatg 20

<210> 43

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Nucleétido Sintético

<400> 43
ttaatcagac ccatctccat 20

<210> 44

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 44
Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu
1 5 10

<210> 45

<211> 14
<212> PRT
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 45
Ala Gly Ala Gly Cys Gly Gln Gly Glu Glu Lys Ser Glu Gly
1 5 10

<210> 46

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 46
Ala Gly 2la Gly Ser Gly Lys Pro Glu Gly Leu Asn Tyr Ala
1 5 10

<210> 47

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 47
Ala Gly Ala Gly Gly Leu Asn Tyr Ala Cys Leu Thr His Ser
1 5 10

<210> 48

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 48
Ala Gly Ala Gly Cys Leu Thr His Ser Gly Tyr Gly Asp Gly
1 5 10

<210> 49

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 49
Ala Gly Ala Gly Thr His Ser Gly Tyr Gly Asp Gly Ser Asp
1 5 10

<210> 50

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 50
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Ala Gly Ala Gly Glu Lys Ser Glu Gly Pro Leu Gly Ser Gln
1 5 10

<210> 51

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 51
Ala Gly Ala Gly Pro Leu Gly Ser Gln Glu Ser Glu Ser Cys
1 5 10

<210> 52

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 52
Ala Gly Ala Gly Glu Ser Glu Ser Cys Gly Leu Arg Lys Glu
1 5 10

<210> 53

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 53
Ala Gly Ala Gly Gly Leu Arg Lys Glu Glu Lys Glu Pro His
1 5 10

<210> 54

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 54
Ala Gly Ala Gly Glu Lys Glu Prc His Ala Asp Lys Asp Phe
1 5 10

<210> 55

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 55
Ala Gly Ala Gly Rla Asp Lys Asp Phe Cys Gln Glu Lys Gln
1 5 10

<210> 56

<211> 14
<212> PRT
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 56
Ala Gly Ala Gly Cys Gln Glu Lys Gln Val Ala Tyr Cys Pro
1 5 10

<210> 57

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 57
Ala Gly Ala Gly Val Ala Tyr Cys Prc Ser Gly Lys Pro Glu
1 5 10

<210> 58

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 58
Ala Gly Ala Gly Val Ala Tyr Cys Prc Ser Gly Lys Pro Glu
1 5 10

<210> 59

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 59
Ala Gly Ser Thr Leu Pro
1 5

<210> 60

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 60
Leu Gln Val Trp His Arg
1 5

<210> 61

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético
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<400> 61
Leu Gln Ala Gly Val Pro
1 5

125



10

15

20

ES 2637174 T3

REIVINDICACIONES

1. Un inhibidor de ROS para su uso en el tratamiento del cancer en un paciente, en donde el cancer se caracteriza
por una translocacién del gen de ROS o expresa un polipéptido FIG-ROS, y el inhibidor de ROS se selecciona entre
NVP-TAE684 y PF-02341066.

2. El inhibidor de ROS segun la reivindicacién 1 para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el paciente ha sido
identificado como que tiene un cancer que se caracteriza por una translocacion del gen de ROS y que expresa un
polipéptido FIG-ROS.

3. El inhibidor de ROS segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 para su uso segun la reivindicacion 1 o la
reivindicacion 2, en donde el cancer es cancer de higado.

4. Un inhibidor de ROS para su uso en la inhibiciéon de la proliferacién de una célula cancerosa en un sujeto, en
donde la célula presenta una translocacion del gen de ROS o expresa un polipéptido FIG-ROS, y el inhibidor de
ROS se selecciona entre NVP-TAE684 y PF-02341066.

5. El inhibidor de ROS segun la reivindicacion 4 para su uso segun la reivindicacion 4, en donde el cancer es cancer
de higado.

6. Un inhibidor de ROS para su uso en la inhibicion de la actividad quinasa de un polipéptido en un sujeto que
comprende un dominio ROS quinasa, en donde el inhibidor de ROS se selecciona entre NVP-TAE684 y PF-
02341066.

7. El inhibidor de ROS segun la reivindicacion 3 o la reivindicacion 5 para su uso segun la reivindicacion 3 o la
reivindicacion 5, en donde el cancer de higado es carcinoma hepatocelular o colangiocarcinoma.

8. El inhibidor de ROS segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores para su uso segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde el inhibidor de ROS es PF-02341066.
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Figura 19A
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