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DESCRIPCION
Agentes que se unen a receptores frizzled y usos de los mismos
Campo de la invencion

El campo de esta invencion se relaciona, en general, con anticuerpos y otros agentes que se unen a uno o a varios
receptores frizzled humanos, asi como con métodos de uso de los anticuerpos u otros agentes para el tratamiento
de enfermedades tales como cancer.

Antecedentes de la invencion

El cancer es una de las causas principales de muerte en el mundo desarrollado, con mas de un millén de personas a
las que se les diagnostica cancer y 500.000 muertes al afio Unicamente en los Estados Unidos. En general se
calcula que mas de una de tres personas desarrollaran alguna forma de cancer a lo largo de su vida. Existen mas de
200 tipos diferentes de cancer, cuatro de los cuales - mama, pulmoén, colorrectal y prostata - constituyen mas de la
mitad de todos los casos nuevos (Jemal et al., 2003, Cancer J. Clin. 53: 5-26).

La via de sefalizacién Wnt se ha identificado como una posible diana para el tratamiento del cancer. La via de
sefializacion Wnt es uno de los diversos reguladores criticos de la formacion del patrén embrionario, del
mantenimiento del tejido posembrionario y de la biologia de las células madre. De manera mas especifica, la
sefializacion Wnt juega un papel importante en la generacion de polaridad celular y especificacion del destino celular
gue incluye la autorregeneracién por poblaciones de células madre. La activacion no regulada de la via Wnt se
asocia a numerosos canceres humanos en el que puede alterar el destino del desarrollo de las células tumorales
manteniéndolas en un estado indiferenciado y proliferativo. Por lo tanto, la carcinogénesis puede avanzar al usurpar
los mecanismos homeostaticos que controlan el desarrollo normal y la reparacion tisular por células madre (revisado
en Reya y Clevers, 2005, Nature 434:843; Beachy et al., 2004, Nature 432:324).

La via de sefializacion Wnt se explicd por primera vez en el mutante aptero wg (del inglés wingless) evolutivo de
Drosophila y a partir del protoncogén murino int-1, ahora Wntl (Nusse y Varmus, 1982, Cell 31:99-109; Van Ooyen y
Nusse, 1984, Cell 39:233-40; Cabrera et al., 1987; Cell 50:659-63; Rijsewijk et al., 1987, Cell 50:649-57). Los genes
Wnt codifican glucoproteinas modificadas por lipidos, secretadas, de las cuales se han identificado 19 en mamiferos.
Estos ligandos secretados activan un complejo de receptor que consiste en un miembro de la familia de receptores
frizzled (Fzd) y una proteina 5 o 6 relacionada con un receptor de lipoproteina de baja densidad (LDL, low-density
lipoprotein), (LPR5/6). Los receptores Fzd son proteinas con siete dominios transmembrana de la superfamilia de
receptores acoplados a proteina G (GPCR, por sus siglas en inglés G-protein coupled receptor) y contienen un
dominio de unién a ligando N terminal extracelular grande con 10 cisteinas conservadas, conocido como dominio
rico en cisteina (DRC) o dominio Fri. Existen diez receptores FZD humanos: FZD1-10. Los diferentes DRC (dominios
ricos en cisteina) de Fzd tienen afinidades de unién diferentes por las vias Wnt especificas (Wu y Nusse, 2002, J.
Biol. Chem. 277:41762-9) y los receptores Fzd se han agrupado en los que activan la via 3-catenina canénica y los
gue activan vias no canénicas descritas mas adelante (Miller et al., 1999, Oncogene 18:7860-72). Para formar el
complejo receptor que se une a los ligandos de FZD, los receptores FZD interaccionan con LRP5/6, proteinas
transmembrana de un solo paso, con cuatro dominios extracelulares, similares a los del EGF, separados por seis
repeticiones de aminoacidos YWTD (Johnson et al., 2004, J. Bone Mineral Res. 19:1749).

La via de sefializacion Wnt candnica activada tras la unién al receptor esta mediada por la proteina citoplasmatica
Dishevelled (Dsh) que interacciona directamente con el receptor Fzd y produce la estabilizacién citoplasmatica y la
acumulacion de B3-catenina. En ausencia de una sefial Wnt, la B3-catenina se localiza en un complejo de
destruccidn citoplasmatica que incluye las proteinas supresoras de tumores de la poliposis adenomatosa colénica
(PAC) y axina. Estas proteinas actllan como armazones criticos para permitir que la glucégeno sintasa quinasa
(GSK)-38 se una y fosforile la 3-catenina, marcandola para la degradacion mediante la via de
ubiquitina/proteasoma. La activacion de la proteina Dsh produce la fosforilacién de la GSK3p y la disociacion del
complejo de destruccion. La (3-catenina citoplasmatica acumulada se transporta después al nucleo donde
interacciona con las proteinas que se unen al ADN de la familia Tcf/Lef para activar la transcripcion.

Ademas de la via de sefializacion canonica, los ligandos Wnt también activan vias independientes de B-catenina
(Veeman et al.,, 2003, Dev. Cell. 5:367-77). La sefalizacion Wnt no candnica se ha implicado en numerosos
procesos pero mas convincentemente en los movimientos de gastrulacion a través de un mecanismo similar al de la
via de polaridad celular planar (PCP) de Drosophila. Otros posibles mecanismos de sefalizacion Wnt no canénica
incluyen flujo de calcio, JNK y proteinas G tanto pequefias como heterotriméricas. Con frecuencia se observa
antagonismo entre las vias candnica y no canonica y algunas pruebas indican que la sefializacion no canénica
puede suprimir la formacién de cancer (Olson y Gibo, 1998, Exp. Cell Res. 241:134; Topol et al., 2003, J. Cell Biol.
162:899-908). Por tanto, en algunos contextos, los receptores Fzd actian como reguladores negativos de la via de
sefializacion Wnt candnica. Por ejemplo, FZD6 reprime la sefializacién canénica inducida por Wnt-3a cuando se
coexpresa con FZD1 mediante la via TAK1-NLK (Golan et al., 2004, JBC 279:14879- 88). De manera similar, Fzd2
antagoniza la sefializaciéon Wnt candnica en presencia de Wnt-5a a través de la cascada TAK1-NLK MAPK (Ishitani
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et al., 2003, Mol. Cell. Biol. 23:131-9).

La via de sefializacion Wnt canonica también juega un papel importante en el mantenimiento de poblaciones de
células madre en el intestino delgado y en el colon, y la activacién inadecuada de esta via juega un papel prominente
en los canceres colorrectales (Reya y Clevers, 2005, Nature 434:843). El epitelio absorbente del intestino se dispone
en vellosidades y criptas. Las células madre residen en las criptas y se dividen lentamente para producir células que
proliferan rapidamente lo que da lugar a todas las poblaciones de células diferenciadas que se desplazan hacia fuera
de las criptas para ocupar las vellosidades intestinales. La cascada de sefializacion Wnt juega un papel dominante
en el control de los destinos celulares a lo largo del eje cripta-vellosidad y es esencial para el mantenimiento de la
poblaciéon de células madre. La alteracién de la sefializacion Wnt, ya sea por pérdida genética de Tcf7/2 por
recombinacién homéloga (Korinek et al., 1998, Wat. Genet. 19:379) o por sobreexpresion de Dickkopf-1 (Dkkl), un
fuerte antagonista de Wnt secretado (Pinto et al., 2003, Genes Dev. 17:1709-13; Kuhnert et al., 2004, Proc. Nat'l.
Acad. Sci. 101:266-71), produce el empobrecimiento de poblaciones de células madre intestinales.

El cancer colorrectal se inicia mas cominmente por mutaciones de activacion en la cascada de sefializacion Wnit.
Aproximadamente el 5-10 % de todos los canceres colorrectales son hereditarios, siendo una de las formas
principales la poliposis adenomatosa familiar (PAF), una enfermedad dominante autosémica en la cual
aproximadamente el 80 % de las personas afectadas contienen una mutacién de linea germinal en el gen de la
poliposis adenomatosa colénica (PAC). También se han identificado mutaciones en otros componentes de la via Wnt
gue incluyen axina y B-catenina. Los adenomas individuales son excrecencias clénicas de células epiteliales que
contienen un segundo alelo inactivado, y la gran cantidad de adenomas PAC da lugar inevitablemente al desarrollo
de adenocarcinomas mediante la adicién de mutaciones en oncogenes y/o genes supresores de tumores. Ademas,
la activacion de la via de sefializacién Wnt, que incluye mutaciones de ganancia de funcion en el gen de la PAC y de
la B-catenina, puede inducir el desarrollo hiperplasico y el crecimiento tumoral en modelos de ratéon (Oshima et al.,
1997, Cancer Res 57:1644-9; Harada et al., 1999, EMBO J. 18:5931-42).

Primero se descubrié un papel para la sefializacion Wnt en el cancer con la identificacién de Wntl (originalmente
intl) como un oncogén en tumores mamarios transformados por la inserciéon cercana de un virus murino (Nusse y
Varmus, 1982, Cell 31:99-109). Desde entonces se han acumulado pruebas adicionales del papel de la sefializacion
Wnt en cancer de mama. Por ejemplo, la sobreexpresion transgénica de la B-catenina en las glandulas mamarias
produce hiperplasias y adenocarcinomas (Imbert et al., 2001, J. Cell Biol. 153:555-68; Michaelson y Leder, 2001,
Oncogene 20:5093-9) mientras que la pérdida de sefializacion Wnt interrumpe el desarrollo normal de las glandulas
mamarias (Tepera et al., 2003, J. Cell Sci. 116:1137-49; Hatsell et al., 2003, J. Mammary Gland Biol. Neoplasia
8:145-58). Mas recientemente, se ha demostrado que las células madre mamarias se activan a través de la
sefializacion Wnt (Liu et al., 2004, Proc. Nat'l Acad. Sci. 101:4158). En cancer de mama humano, la acumulacién de
B3-catenina implica sefalizacion Wnt activada en mas del 50 % de los carcinomas y a través de mutaciones
especificas aln no identificadas, se ha observado regulacién por aumento de la expresiéon del receptor frizzled
(Brennan & Brown, 2004, J. Mammary Gland Neoplasia 9:119-31; Malovanovic et al., 2004, Int. J. Oncol. 25:1337-
42).

Los receptores FZD10, FZD8, FZD7, FZD4 y FZD5 son cinco de los diez receptores de Wnt humanos identificados.
Fzd10 se coexpresa con Wnt7b en los pulmones y los estudios de transfeccion celular han demostrado que el
correceptor Fzd10/LRP5 activa la via de sefializacién Wnt canénica en respuesta a Wnt7b (Wang et al., 2005, Mol.
Cell Biol. 25:5022-30). EIl ARNm de FZD10 se regula por aumento en numerosas lineas celulares de cancer, que
incluyen las lineas celulares de cancer cervicouterino, gastrico y glioblastoma, y en canceres primarios que incluyen
aproximadamente el 40 % de los canceres gastricos primarios, cancer de colon y sarcomas sinoviales (Saitoh et al.,
2002, Int. J. Oncol. 20:117-20; Terasaki et al., 2002, Int. J. Mol. Med 9:107-12; Nagayama et al., 2005, Oncogene 1-
12). FZD8 se regula por aumento en varias lineas celulares de cancer humano, principalmente canceres gastricos y
carcinomas renales (Saitoh et al., 2001, Int. J. Oncol. 18:991-96; Kirikoshi et al., 2001, Int. J. Oncol. 19:111-5;
Janssens et al., 2004, Tumor Biol. 25:161-71). FZD7 se expresa a lo largo del tubo digestivo y se regula por aumento
en uno de seis casos de cancer gastrico primario humano (Kirikoshi et al., 2001, Int. J. Oncol. 19:111-5). La
expresion de ectodominio de FZD7 por una linea celular de cancer de colon indujo cambios morfolégicos y una
disminucion del crecimiento tumoral en un modelo de xenoinjerto (Vincan et al., 2005, Differentiation 73:142-53).
FZD5 juega un papel esencial en la angiogénesis del saco vitelino y placentario (Ishikawa et al., 2001, Dev. 128:25-
33) y se regula por aumento en carcinomas renales junto con la activacion de la sefializacién Wnt/B-catenina
(Janssens et al., 2004, Tumor Biology 25:161-71). FZD4 se expresa de manera elevada en células epiteliales de la
cripta intestinal y es uno de los diversos factores que muestra expresion diferencial en tejido normal en comparacion
con tejido neoplasico (Gregorieff et al., 2005, Gastroenterology 129:626-38). Por tanto, la identificacion de los
receptores FZD como marcadores de células madre cancerosas hace que estas proteinas sean dianas ideales para
tratamientos terapéuticos contra el cancer.

Sumario de la invencion
Un aspecto de la invencién proporciona un anticuerpo monoclonal como se establece en la reivindicacién 1. La

presente divulgacion proporciona agentes novedosos que se unen a uno 0 mas receptores frizzled (FZD) humanos,
que incluyen, pero sin limitacion, anticuerpos u otros agentes que se unen a dos o mas receptores frizzled humanos,
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y métodos de uso de los agentes. La presente divulgacién proporciona adicionalmente polipéptidos novedosos, tales
como anticuerpos que se unen a uno 0 mas receptores frizzled humanos, fragmentos de dichos anticuerpos y otros
polipéptidos relacionados con dichos anticuerpos. En determinadas realizaciones, el agente, los anticuerpos, otros
polipéptidos o agentes que se unen a FZD, se unen a una region de FZD que en el presente documento recibe el
nombre de sitio de unién biolégica (SUB) que los inventores han identificado ahora por primera vez como una diana
para inhibir la sefializacion Wnt y/o el crecimiento tumoral. También se proporcionan anticuerpos y otros polipéptidos
que comprenden un sitio de unién a antigeno que une mas de un FZD. También se proporcionan polinucleétidos que
comprenden secuencias de acido nucleico que codifican los polipéptidos, asi como vectores que comprenden los
polinucleétidos. Adicionalmente se proporcionan células que comprenden a los polipéptidos y/o los polinucleétidos
de la divulgacion. También se proporcionan composiciones (por ejemplo, composiciones farmacéuticas) que
comprenden los agentes o anticuerpos novedosos que unen a FZD. Adicionalmente, también se proporcionan
métodos de elaboracion y uso de los agentes o anticuerpos novedosos que se unen a FZD, tales como métodos de
uso de los agentes o anticuerpos novedosos que unen a FZD para inhibir el crecimiento tumoral y/o tratar el cancer.

Por lo tanto, en un aspecto, la divulgacion proporciona un agente que se une especificamente a un receptor frizzled
humano. En determinadas realizaciones, el agente inhibe la unién de un ligando (por ejemplo, un Wnt) en el sitio de
union hioldgica (SUB) del receptor frizzled humano. En determinadas realizaciones, el agente se une a al menos
parte del sitio de union bioldgica (SUB) dentro del receptor frizzled humano. En determinadas realizaciones, la unién
del agente con el SUB produce la inhibicién de la sefializacion Wnt y/o del crecimiento del tumor. En determinadas
realizaciones, el receptor frizzled humano es FZD8 y el agente se une a al menos una parte de: (a) un epitopo
conformacional de FZD8 formado por los aminoacidos 72(F), 74-75 (PL), 78(1), 92(Y) , 121-122(LM) y 129-132
(WPDR (SEQ ID NO: 70)); (b) una region de FZD8 que consiste en la secuencia QDEAGLEVHQFWPL (SEQ ID NO:
67); y/o (c) una region de FZD8 que consiste en la secuencia QYGFA (SEQ ID NO: 66) . En determinadas
realizaciones, el receptor frizzled humano se selecciona del grupo que consiste en FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 o
FZD8 y el agente se une a al menos parte de la secuencia Q/DE/ED)AGLEVHQF(Y/W)PL (SEQ ID NO: 24) dentro
del receptor frizzled humano. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, el receptor frizzled humano es FZD8 y el
agente se une a al menos parte de la secuencia QDEAGLEVHQFWPL (SEQ ID NO: 67) dentro de FZD8. En
determinadas realizaciones, el agente se une a al menos parte de la secuencia GLEVHQ (SEQ ID NO: 25). En
determinadas realizaciones, el receptor frizzled humano es FZD1, FZD2, FZD3, FzZD4, FZD5, FZD6, FZD7, FZD9 o
FZD10 y el agente se une a al menos parte de una region del receptor frizzled humano que corresponde a la region
de FZD8 que consiste en QDEAGLEVHQFWPL (SEQ ID NO: 67). En determinadas realizaciones, el agente se une
a al menos parte de una secuencia (K/Q) (F/Y)GF(Q/A) (SEQ ID NO: 69) dentro de FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y/o
FZD8. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, el receptor frizzled humano es FZD8 y el agente se une a al
menos parte de una secuencia QYGFA (SEQ ID NO: 66) dentro de FZD8. En determinadas realizaciones
alternativas, el receptor frizzled humano es FZD1, FZD2, FZD3, FZD4, FZD5, FZD6, FZD7, FZD9 o FZD10, y el
agente se une a al menos parte de una region del receptor frizzled humano que corresponde a la regiéon de FZD8
gue consiste en QYGFA (SEQ ID NO: 66). En determinadas realizaciones, el agente se une especificamente a dos o
mas, tres 0 mas, o cuatro o mas, receptores frizzled humanos. En determinadas realizaciones, el agente se une
especificamente a receptores frizzled humanos que comprenden FZD5 y FZDS8.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un agente que compite por la union especifica a un receptor frizzled
humano con un anticuerpo (por ejemplo, en un analisis de unidén competitiva in vitro), en el que el anticuerpo
comprende una regién variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 10 y una region variable de
cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 14. En determinadas realizaciones, el anticuerpo
comprende una region variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 10 y una region variable de
cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 14. En determinadas realizaciones, el agente compite por la unién
especifica a dos 0 mas, tres 0 mas, o cuatro o mas, receptores frizzled humanos. En determinadas realizaciones, el
agente compite por la unién especifica a FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 o FZDS8.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un agente que compite por la unién especifica a un FZD5 y/o FZD8
humano con un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 85
y una region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 86.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un agente que se une especificamente a dos o mas receptores frizzled
humanos. En determinadas realizaciones, los dos o mas receptores frizzled comprenden: (a) FZD1 y un segundo
receptor frizzled seleccionado del grupo que consiste en FZD2, FZD5, FZD7 y FzZD8; (b) FZD2 y un segundo
receptor frizzled seleccionado del grupo que consiste en FZD5, FZD7 y FZD8; (¢) FZD5 y FZD7; o (d) FZD7 y FZD8 .
En determinadas realizaciones, el agente se une especificamente a tres 0 mas (es decir, 3, 4 o0 5) receptores frizzled
humanos, en el que los tres 0 mas receptores frizzled humanos comprenden FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y/o FZDS8.
En determinadas realizaciones, los tres 0 mas receptores humanos comprenden FZD5 y FZD8. En determinadas
realizaciones, los tres 0 mas receptores frizzled humanos comprenden ademas FZD3, FZD4, FZD6, FZD9 ylo
FZD10.

En un aspecto adicional, la divulgaciéon proporciona un polipéptido que se une especificamente a un receptor frizzled
humano, en el que el polipéptido comprende una regién variable de cadena pesada que comprende: (a) una CDR1
de cadena pesada que comprende GFTFSHYTLS (SEQ ID NO: 1), o una variante de la misma que comprende 1, 2,
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3 0 4 sustituciones de aminoéacidos; (b) una CDR2 de cadena pesada que comprende VISGDGSYTYYADSVKG
(SEQ ID NO: 2), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones de aminoacidos; y/o (c) una
CDR3 de cadena pesada que comprende NFIKYVFAN (SEQ ID NO: 3), o una variante de la misma que comprende
1, 2, 3 o0 4 sustituciones de aminoacidos. En determinadas realizaciones, el polipéptido se une especificamente a
FzZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y/o FZD8. En determinadas realizaciones, el polipéptido se une especificamente a dos o
mas receptores frizzled humanos que incluyen FZD5 y FZD8. En determinadas realizaciones, las sustituciones de
aminod&cidos son sustituciones conservativas.

En un aspecto adicional, la divulgacién proporciona un polipéptido que se une especificamente a un receptor frizzled
humano, en el que el polipéptido comprende una regién variable de cadena ligera que comprende: (a) una CDR1 de
cadena ligera que comprende SGDKLGKKYAS (SEQ ID NO: 4) o SGDNIGSFYVH (SEQ ID NO: 7) o una variante de
SEQ ID NO: 4 o0 SEQ ID NO: 7 que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones de aminoacidos; (b) una CDR2 de cadena
ligera que comprende EKDNRPSG (SEQ ID NO: 5) o DKSNRPSG (SEQ ID NO: 8), o una variante de SEQ ID NO: 5
0 SEQ ID NO: 8 que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones de aminoacidos; y/o (c) una CDR3 de cadena ligera que
comprende SSFAGNSLE (SEQ ID NO: 6) o QSYANTLSL (SEQ ID NO: 9) o una variante de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID
NO: 9 que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones de aminoacidos. En determinadas realizaciones, el polipéptido se une
especificamente a FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y/lo FZD8. En determinadas realizaciones, el polipéptido se une
especificamente a dos o mas receptores frizzled humanos que incluyen FZD5 y FZD8. En determinadas
realizaciones, las sustituciones de aminoacidos son sustituciones conservativas.

En otro aspecto, la invencién divulgacién proporciona un polipéptido que comprende: (a) una CDR1 de cadena
pesada que comprende GFTFSHYTLS (SEQ ID NO: 1), una CDR2 de cadena pesada que comprende
VISGDGSYTYYADSVKG (SEQ ID NO: 2), y una CDR3 de cadena pesada que comprende NFIKYVFAN (SEQ ID
NO: 3) ; y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDKLGKKYAS (SEQ ID NO: 4) o SGDNIGSFYVH
(SEQ ID NO: 7), una CDR2 de cadena ligera que comprende EKDNRPSG (SEQ ID NO: 5) o DKSNRPSG (SEQ ID
NO: 8), y una CDR3 de cadena ligera que comprende SSFAGNSLE (SEQ ID NO: 6) 0 QSYANTLSL (SEQ ID NO: 9).
En determinadas realizaciones, el polipéptido se une especificamente a un receptor frizzled humano. En
determinadas realizaciones el polipéptido se une especificamente a dos o mas (por ejemplo, al menos FZD5 y
FZD8), tres 0 mas, o cuatro o mas, receptores frizzled humanos.

En un aspecto adicional, la divulgacion proporciona un anticuerpo que une especificamente a un receptor frizzled
humano seleccionado del grupo que consiste en FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y FZD8, en el que el anticuerpo
comprende una regién variable de cadena pesada que comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que comprende
GFTFSHYTLS (SEQ ID NO: 1), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones de aminoacidos;
una CDR2 de cadena pesada que comprende VISGDGSYTYYADSVKG (SEQ ID NO: 2), o una variante de la misma
que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones de aminoacidos; y una CDR3 de cadena pesada que comprende
NFIKYVFAN (SEQ ID NO: 3), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones de aminoacidos;
y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDKLGKKYAS (SEQ ID NO: 4), SGDNIGSFYVH (SEQ ID NO:
7), 0 una variante ya sea de SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 7 que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones conservativas
de aminoacidos; CDR2 de cadena ligera que comprende EKDNRPSG (SEQ ID NO: 5), DKSNRPSG (SEQ ID NO: 8),
0 una variante de SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 8 que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones conservativas de
aminoéacidos; y una CDR3 de cadena ligera que comprende SSFAGNSLE (SEQ IDNO; 6), QSYANTLSL (SEQ ID
NO: 9) o una variante de SEQ ID NO: 6 o0 SEQ ID NO: 9 que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones conservativas de
aminoacidos. En determinadas realizaciones, el anticuerpo comprende (a) una CDR1 de cadena pesada que
comprende GFTFSHYTLS (SEQ ID NO: 1), una CDR2 de cadena pesada que comprende VISGDGSYTYYADSVKG
(SEQ ID NO: 2) y una CDR3 de cadena pesada que comprende NFIKYVFAN (SEQ ID NO: 3); y/o (b) una CDR1 de
cadena ligera que comprende SGDKLGKKYAS (SEQ ID NO: 4) o SGDNIGSFYVH (SEQ ID NO: 7), una CDR2 de
cadena ligera que comprende EKDNRPSG (SEQ ID NO: 5) o DKSNRPSG (SEQ ID NO: 8) , y una CDR3 de cadena
ligera que comprende SSFAGNSLE (SEQ ID NO: 6) 0 QSYANTLSL (SEQ ID NO: 9). En determinadas realizaciones
el anticuerpo comprende (a) una CDR1 de cadena pesada que comprende GFTFSHYTLS (SEQ ID NO: 1), una
CDR2 de cadena pesada que comprende VISGDGSYTYYADSVKG (SEQ ID NO: 2) y una CDR3 de cadena pesada
que comprende NFIKYVFAN (SEQ ID NO: 3) y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDNIGSFYVH
(SEQ ID NO: 7), una CDR2 de cadena ligera que comprende DKSNRPSG (SEQ ID NO: 8), y una CDR3 de cadena
ligera que comprende QSYANTLSL (SEQ ID NO: 9).

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un polipéptido que comprende (a) un polipéptido que tiene al menos
aproximadamente 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 10; y/o (b) un polipéptido que tiene al menos
aproximadamente 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 12 o la SEQ ID NO: 14. En determinadas
realizaciones la divulgacién proporciona un polipéptido que comprende (a) un polipéptido que tiene al menos
aproximadamente 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 10; y/o (b) un polipéptido que tiene al menos
aproximadamente 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 14. En determinadas realizaciones, el
polipéptido se une especificamente a un receptor frizzled humano. En determinadas realizaciones, el polipéptido se
une especificamente a dos o mas, tres o0 mas, o cuatro o mas receptores frizzled humanos. En determinadas
realizaciones, uno o varios receptores frizzled humanos se seleccionan del grupo que consiste en FZD1, FZD2,
FzD5, FZD7 y FZDS8.

En otro aspecto adicional, la divulgacion proporciona un agente, tal como un anticuerpo que se une especificamente
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a FZD5 y/o FZD8 humano, en el que el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que comprende
GFTFSSYYIT (SEQ ID NO: 77), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas
de aminoécidos; una CDR2 de cadena pesada que comprende TISYSSSNTYYADSVKG (SEQ ID NO: 78) , o una
variante de la misma que comprende 1, 2, 3, 3 0 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y una CDR3 de
cadena pesada que comprende SIVFDY (SEQ ID NO: 79), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 30 4
sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDALGNRYVY
(SEQ ID NO: 80), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones conservativas de
aminoéacidos; una CDR2 de cadena ligera que comprende SG (SEQ ID NO: 81) o una variante de la misma que
comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y una CDR3 de cadena ligera que comprende
GSWDTRPYPKY (SEQ ID NO: 82), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones
conservativas de aminoacidos. En determinadas realizaciones, el anticuerpo comprende (a) una CDR1 de cadena
pesada que comprende GFTFSSYYIT (SEQ ID NO: 77), una CDR2 de cadena pesada que comprende
TISYSSSNTYYADSVKG (SEQ ID NO: 78) y una CDR3 de cadena pesada que comprende SIVFDY (SEQ ID NO:
79); y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDALGNRYVY (SEQ ID NO: 80) , una CDR2 de cadena
ligera que comprende SG (SEQ ID NO: 81) y una CDR3 de cadena ligera que comprende GSWDTRPYPKY (SEQ ID
NO: 82).

En un aspecto adicional, la divulgacion proporciona un polipéptido que se une especificamente a FZD5 y/o FZD8, en
el que el polipéptido comprende: (a) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente 80 % de identidad con la
SEQ ID NO: 85; y/o (b) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente 80 % de identidad con la SEQ ID NO:
86.

En un aspecto mas, la divulgacion proporciona un agente que compite por la unién especifica a FZD1, FZD2, FZD5,
FZD7 ylo FZD8 humanos con uno cualquiera de los siguientes anticuerpos de IgG: 18R8, 18R5, 18R4605 y
18R4805.

En otro aspecto adicional, la divulgacion proporciona un agente que compite por la uniéon especifica a FZD5 y/o
FZD8 humano con el anticuerpo de IgG dirigido contra FZD, 44R24.

En determinadas realizaciones de cada uno de los aspectos mencionados anteriormente, asi como de otros
aspectos descritos en el presente documento, el agente o polipéptido es un anticuerpo. En determinadas
realizaciones alternativas, el agente no es un anticuerpo.

En determinadas realizaciones de cada uno de los aspectos mencionados anteriormente, asi como de otros
aspectos descritos en el presente documento, el agente o polipéptido o anticuerpo se une especificamente al
dominio extracelular (DEC) del receptor (o receptores) frizzled humano al que se une. En determinadas
realizaciones, de cada uno de los aspectos mencionados anteriormente, asi como de otros aspectos descritos en el
presente documento, el agente o polipéptido o anticuerpo se une especificamente al dominio Fri (Fri) del receptor (o
receptores) frizzled humano al que se une.

En determinadas realizaciones de cada uno de los aspectos mencionados anteriormente, asi como de otros
aspectos descritos en cualquier otra parte de este documento, un sitio de unién a antigeno individual del anticuerpo
u otro polipéptido se une especificamente (0 es capaz de unirse) a mas de un receptor frizzled humano.

En determinadas realizaciones de cada uno de los aspectos mencionados anteriormente, asi como de otros
aspectos descritos en el presente documento, el agente o polipéptido o anticuerpo inhibe la unién de un ligando con
el receptor(es) frizzled humano(s). En determinadas realizaciones el ligando es un Wnt.

En determinadas realizaciones de cada uno de los aspectos mencionados anteriormente, asi como de otros
aspectos descritos en el presente documento, el agente o polipéptido o anticuerpo que se une a uno o varios FZD es
un antagonista de uno o varios FZD.

En determinadas realizaciones de cada uno de los aspectos mencionados anteriormente, asi de como otros
aspectos descritos en el presente documento, el agente o polipéptido o anticuerpo inhibe la sefializacion Wnt. En
determinadas realizaciones, la sefalizacion Wnt que se inhibe es sefializacion Wnt canonica. En determinadas
realizaciones, la sefalizacion Wnt que se inhibe por el agente de unién a FZD es sefializacion Wnt no candnica. En
determinadas realizaciones, la sefializacion Wnt es sefalizacién Wnt no canénica.

En determinadas realizaciones de cada uno de los aspectos mencionados anteriormente, asi como de otros
aspectos descritos en el presente documento, el agente o polipéptido o anticuerpo de unién a FZD inhibe el
crecimiento tumoral. La divulgacién proporciona adicionalmente los anticuerpos 18R8, 18R5, 184R4605, 44R24 y
18R4805, asi como fragmentos de los mismos.

La divulgacion proporciona ademas composiciones, tales como composiciones farmacéuticas, que comprenden un
agente o anticuerpo de unién a FZD.
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Se proporcionan métodos de inhibicién de la sefializacion Wnt (por ejemplo, sefalizacion Wnt canénica) y/o
inhibicion del crecimiento tumoral en un individuo, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz
del agente o polipéptido o anticuerpo de union a FZD.

También se proporcionan métodos de reduccién de la tumorigenicidad de un tumor que comprende células madre
cancerosas. En determinadas realizaciones, los métodos comprenden administrar a un individuo que comprende el
tumor, una cantidad terapéuticamente eficaz del agente o polipéptido o anticuerpo de unién a FZD. En determinadas
realizaciones, la frecuencia de las células madre cancerosas en el tumor se reduce por administracion del
anticuerpo. En determinadas realizaciones, la administracién del agente de unién a FZD produce la diferenciacion de
células tumorigénicas en el tumor a un estado no tumorigénico.

También se proporcionan métodos de induccidon de células en un tumor en un individuo para diferenciar,
comprendiendo dichos métodos administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz del agente, polipéptido
o0 anticuerpo de unién a FZD.

Adicionalmente se proporcionan métodos para tratar cancer en un individuo, que comprenden administrar al
individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente, polipéptido o anticuerpo de unién a FZD.

Ademas, también se proporcionan métodos para reducir la activacién de miofibroblastos en el estroma de un tumor
sélido, que comprenden poner en contacto el estroma con una cantidad eficaz de un agente, polipéptido o anticuerpo
de unién a FZD.

En determinadas realizaciones, los métodos que comprenden la administracién del agente, polipéptido o anticuerpo
de unién a FZD comprenden ademas administrar al individuo un segundo agente anticanceroso (por ejemplo, un
agente quimioterapéutico). En determinadas realizaciones, el segundo agente es gemcitabina, irinotecan o
paclitaxel. En determinadas realizaciones, el segundo agente es un inhibidor de la angiogénesis y/o un inhibidor de
la sefializacion Notch.

En otro aspecto, la invencién proporciona un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 10-15. De igual manera se proporcionan polipéptidos que comprenden una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 85-86. También se proporcionan polinucleétidos que
comprenden secuencias de acido nucleico que codifican dichos polipéptidos.

En un aspecto adicional, la divulgacion proporciona un polinucleétido que comprende una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 17-22. Se proporcionan adicionalmente polinucleétidos que comprenden
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 87-90, 92 y 94-95.

En otro aspecto adicional, la divulgaciéon proporciona un polinucleétido que comprende un polinucleétido que se
hibrida con un polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 17, 19, 21, 87-90, 92 y 94-95,
0 un polinucledtido que codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 10, 12, 14y
85-86 en condiciones de alta rigurosidad. En determinadas realizaciones, la divulgacion comprende un polinucleétido
que se hibrida con un polinucleétido que consiste en una secuencia de las SEQ ID NO: 17, 19 o 21, 0 un
polinucleétido que codifica las SEQ ID NO: 10, 12 o 14 en condiciones de alta rigurosidad.

En determinadas realizaciones de cada uno de los aspectos mencionados anteriormente, asi como de otros
aspectos descritos en el presente documento, se aisla el agente, polipéptido, anticuerpo o polinucledtido. En
determinadas realizaciones, el agente o polipéptido o anticuerpo o polinucleétido es sustancialmente puro.

La presente divulgacion proporciona ademas una firma del gen Wnt util para la identificacion de tumores y/o
pacientes susceptibles a responder al tratamiento con un agente de unién a FZD (por ejemplo, un antagonista de un
receptor frizzled humano y/o un inhibidor de sefalizaciéon Wnt) u otros inhibidores de sefializacion Wnt. También se
proporcionan métodos de uso de la firma del gen Wnt para seleccionar pacientes para el tratamiento con un agente
de unién a FZD u otro inhibidor de sefializacion Wnt. En determinadas realizaciones, los métodos implican la
determinacion del nivel de uno o mas genes en la firma del gen Wnt. También se proporcionan métodos de
exploracion de candidatos farmacolégicos contra tumores identificados utilizando la firma del gen Wnt. También se
proporcionan matrices, Kits y otras composiciones utiles en los métodos.

La presente divulgacion también proporciona métodos de exploracion de posibles candidatos farmacol6gicos u otros
agentes. Estos métodos incluyen, pero sin limitacion métodos que comprenden comparar los niveles de uno o mas
marcadores de diferenciacién en un primer tumor sélido que se ha expuesto al agente en relacion a los niveles de
uno o mas marcadores de diferenciacion en un segundo tumor sélido que no se ha expuesto al agente. En
determinadas realizaciones, estos métodos incluyen comprender (a) exponer al agente un primer tumor soélido, pero
no un segundo tumor sélido; (b) determinar los niveles de uno o0 mas marcadores de diferenciacion en el primer y
segundo tumores sélidos; y (c) comparar los niveles de uno o mas marcadores de diferenciacion en el primer y
segundo tumores sélidos.
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Breve descripcién de las figuras

Figura 1. 18R8 se une a multiples receptores frizzled humanos. El analisis por FACS demuestra que 18R8 se
une a secuencias de FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y FZD8 en células HEK293 transfectadas de manera transitoria.
Se muestran graficas FACS para la union de 18R8 a células HEK 293 transfectadas con vectores de expresion
que codifican el FZD indicado y un vector de expresion para GFP (del inglés Green Fluorescent Protein, que
significa proteina verde fluorescente). La union de 18R8 se indica por tincion elevada dentro de la poblacion de
células cotransfectadas (positivas a GFP). Las graficas FACS para FzZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y FZD8 se
encuadran con una linea gruesa para resaltar los FZD que muestran unién a 18R8.

Figura 2. El anticuerpo 18RS5, dirigido contra FZD, se une a mdltiples receptores frizzled humanos en células. El
andlisis por FACS demuestra que, al igual que 18R8, 18R5 se une a secuencias de FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y
FZD8 en células. Los anticuerpos 18R8 y 18R5 se incubaron a una serie de concentraciones con las células
HEK293 que sobreexpresan el FZD indicado, y la unién de los anticuerpos se determind por citometria de flujo.
Aunque tanto 18R8 como 18R5 se unen a FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y FZD8, 18R5 se une con mayor afinidad.
Figura 3. Se llevaron a cabo analisis de indicador de luciferasa en células STF293 que expresan de manera
estable el elemento promotor 8XTCF unido a luciferasa. Las células se trataron con medio acondicionado que
contenia Wnt3A, asi como con una serie de concentraciones de 18R8 y 18R5 y posteriormente se analizaron 18
horas mas tarde utilizando el sistema indicador de analisis de luciferasa Dual-Glo (Promega). Los resultados
demuestran que tanto 18R8 como 18R5 inhiben la sefializacion Wnt y que 18R5 se une con mayor afinidad que
18R8.

Figura 4. El anticuerpo 18R8 bloquea la sefalizacion de TCF por Wnt mdltiples. Se llevaron a cabo andlisis de
indicador de luciferasa en células STF293 que expresan de manera estable el elemento promotor 8XTCF unido a
luciferasa. Utilizando Fugene 6 (Roche) se generaron diversas células que sobreexpresan Wnt al transfectar
células HEK293 (ATCC) con vectores de expresion que codifican las proteinas Wnt indicadas. Las células
STF293 se trataron con 18R8 y se afiadieron células HEK293 que sobreexpresan Wnt y se analizaron durante 18
horas después utilizando el sistema indicador de analisis de luciferasa Dual-Glo.

Figura 5. El anticuerpo 18R8 inhibe directamente la unién de Wnt con FZD. Se llevaron a cabo andlisis de
indicador de luciferasa en células STF293 que expresan de manera estable el elemento promotor 8XTCF. Una
mezcla que contenia medio acondicionado con Wnt3A, purificado con FZD8-FC y/o 18R8, como se indica, se
coincubd durante 2 h a 4 °C con/sin esferas de proteina A Sepharose. Después de la incubacion, las esferas de
proteina A Sepharose se retiraron y se afiadieron a células STF293. Las células STF293 tratadas se analizaron
18 horas después utilizando el sistema indicador de andlisis de luciferasa Dual-Glo. Este experimento muestra
que en ausencia de 18R8, Fzd8-Fc puede inhibir la capacidad de Wnt3A para estimular la sefalizacion, pero que
18R8 puede bloquear la capacidad de FZD8 para unirse a Wnt3A, como se pone de manifiesto por el
restablecimiento de la sefializacién cuando se utilizan las esferas de Sepharose A para retirar el FZD8-Fc (y
18R8) de la co-incubacion.

Figura 6. Andlisis por FACS de la unién del anticuerpo 18R8 a FZD8 mutante en comparacion con FZD8 natural
(wild-type). Para determinar el epitopo de 18R8 en FZD, se realizaron estudios de mapeo epitépico. Se utilizd
una construccion de expresion que permite la expresion del dominio Fri de FZD8 humano con una etiqueta FLAG
en el extremo N y un dominio transmembrana CD4 en el extremo C y se utilizd un dominio intracelular en
estudios de transfeccidn transitoria junto con un vector de expresion que codifica la proteina verde fluorescente,
GFP. También se prepararon variantes de este vector de expresion que contienen sustituciones seleccionadas
de aminoécidos dentro de la secuencia FZD8 para codificar los aminoacidos en la posicién correspondiente
dentro del dominio Fri de otros FZD particulares no unidos por 18R8. Después se determiné por citometria de
flujo la capacidad de 18R8 para unirse a estas secuencias de FZD8 variantes. Se descubrid que algunas
posiciones, que incluyen los aminoacidos 66-71 y 126-127 de FZD8, eran necesarias para la unién a 18R8, como
lo indica la tincion reducida con la poblacién de células cotransfectadas (positivas a GFP). La region de la grafica
FACS que muestra la union de 18R8 con la poblacion de células cotransfectadas, se resalta con un recuadro y
dicho recuadro se muestra con lineas gruesas para aquellas sustituciones de aminoacidos que muestran una
union notablemente reducida con 18R8.

Figura 7. Se muestra que 18R5 y 18R8 tienen un epitopo de union similar en el FZD8 humano. A través de
citometria de flujo se demostré la capacidad de 18R5 para unirse a un epitopo similar como 18R8, utilizando una
serie de variantes de aminoacidos que anteriormente se mostré que alteraba la uniéon de 18R8. Se descubri6é que
las posiciones que incluyen los aminoacidos 66-71 y 126-127 de FZD8, son necesarias para la unién tanto de
18R8 como de 18R5, como lo indica la tincion reducida dentro de la poblaciéon de células cotransfectadas
(positivas a GFP). La region de la grafica FACS que muestra la unién de 18R8 con la poblacién de células
cotransfectadas, se resalta con un recuadro y dicho recuadro se muestra con lineas gruesas para aquellas
sustituciones de aminoacidos que muestran una unién notablemente reducida con 18R8 y 18R5.

Figura 8. Comparacién de las secuencias de aminoacidos de partes de las secuencias del dominio Fri de los
receptores frizzled humanos. Los sitios de los restos conservados estan sombreados en negro; los sitios con
restos aminoacidos similares estan sombreados en gris. El epitopo FZD de 18R8 y 18R5 contienen las regiones
subrayadas y marcadas como "borde superior" y "borde inferior". Las expresiones "borde superior" y "borde
inferior" reflejan el reconocimiento, basado en el examen de la estructura cristalina del dominio Fri, de que estas
regiones flanquean una hendidura sobre la superficie de la proteina FZD. Esta hendidura contiene restos
multiples muy conservados. Los aminoacidos que comprenden esta hendidura se resaltan mediante simbolos
con forma de zanahoria encima de cada una de las posiciones correspondientes dentro de la alineacién.
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Anteriormente a esta regién no se la habia asignado una funcién especifica. El descubrimiento de anticuerpos
gue se unen a esta region y el descubrimiento de que estos anticuerpos inhiben la unién de Wnt y la sefializacién
Whnt, asi como nuestra identificacion de la naturaleza conservada de esta hendidura, nos ha permitido identificar
esta regién como un aspecto funcional clave de las proteinas FZD.

Figura 9. Sitio de unién biolégica (SUB) de FZD. Se muestran imagenes de la estructura de un dominio fri de
Fzd. Las imagenes se basan en el andlisis de la estructura cristalina de FZD8 de ratén anteriormente descrita
(Dann CE et. Al., Nature 412 (6842) 86-90, 2001) y en el andlisis realizado utilizando el programa informatico
Pymol. En la imagen izquierda superior se muestra una vista en superficie del dominio Fri de FzZD
comprendiendo la region de la proteina Fzd el sitio de union bioldgica (SUB) que los inventores han descubierto
(rodeada con circulo blanco). Esta es la regién unida por los anticuerpos 18R8 y 18R5. Esta region contiene
elementos estructurales que denominamos "borde superior”, "borde inferior" y "hendidura". Cada uno de estos se
resalta con una coloracién mas oscura en la superficie en imagenes distintas en la parte inferior del panel. La
imagen derecha superior resalta, con una coloracibn mas oscura en la superficie, los restos que estan
conservados en nueve o diez de los diez miembros de la familia de Fzd humano y resalta el reconocimiento de
gue dentro del centro de la region "hendidura" flanqueada por el epitopo que une anticuerpos, se produce un
agrupamiento distinto de estos restos que inhiben la funcién de Fzd,

Figura 10. Prevencién del crecimiento tumoral dependiente de Wnt por el anticuerpo monoclonal, mAb, dirigido
contra FZD. Ratones NOD/SCID recibieron inyeccién de 50.000 células derivadas de tumor WNT1 de VTMM
(virus de tumor mamario murino) y el crecimiento tumoral se controlé6 semanalmente hasta que se detectd el
crecimiento y después el crecimiento tumoral se midi6 dos veces por semana. Diez ratones con tumores
establecidos se trataron ya sea con 18R8 o, como control, con un anticuerpo de control. El crecimiento tumoral
en animales tratados con 18R8 se elimind practicamente en comparacion con el observado en animales tratados
con el anticuerpo de control.

Figura 11. Reduccion de crecimiento tumoral de xenoinjerto OMP-C28 por tratamiento combinado de 18R5 e
irinotecan. Ratones NOD/SCID recibieron inyeccién de 10.000 células de tumor de colon OMP-C28 vy, el dia 24,
los ratones que tenian tumores con un volumen promedio de 129 mm? se distribuyeron al azar y se iniciaron los
tratamientos indicados. El crecimiento tumoral se controlé semanalmente. El crecimiento tumoral en los animales
tratados 18R5 se redujo significativamente. Ademas, la combinacion de 18R5 e irinotecan se redujo de manera
significativa durante el tratamiento con cualquiera de los agentes solos.

Figura 12. Reduccion del crecimiento tumoral de xenoinjerto OMP-PN4 por tratamiento combinado de 18R5 y
gemcitabina. Ratones NOD/SCID recibieron inyeccion de 50.000 células tumorales pancreaticas OMP-PN4 vy, el
dia 38, los ratones que tenian tumores con un volumen promedio de aproximadamente 120 mm?® se distribuyeron
al azar y, dos dias después, se iniciaron los tratamientos indicados. El crecimiento tumoral en los animales
tratados con la combinacion de 18R5 y gemcitabina se redujo significativamente durante el tratamiento solo con
gemcitabina.

Figura 13. Secuencias de aminoacidos de la cadena pesada y ligera para 18R8 y 18R5, que incluyen secuencias
VHy VL.

Figura 14. Secuencias de nuclettidos que codifican la cadena pesada y secuencias VH de 18R8 y 18R5.

Figura 15. Secuencias de nucle6tidos que codifican la cadena ligera y secuencias VL de 18R8 y 18R5.

Figura 16. Secuencia de aminoacidos de la proteina Fc del DEC de FZD7 y secuencia de nucledtidos que la
codifica.

Figura 17. Secuencias de aminoacidos de FZD1 humano (SEQ ID NO: 26), el dominio extracelular (DEC) de
FZD1 (SEQ ID NO: 27, se muestra como aminoacidos subrayados 1-321 de la SEQ ID NO: 26), y el dominio Fri
de FZD1 (SEQ ID NO: 28).

Figura 18. Secuencias de aminoéacidos de FZD2 humano (SEQ ID NO: 30), el dominio extracelular (DEC) de
FZD2 (SEQ ID NO: 31, se muestra como aminoacidos subrayados 1-250 de la SEQ ID NO: 30) y el dominio Fri
de FZD2 (SEQ ID NO: 32).

Figura 19. Secuencia de nuclettidos que codifica el FZD1 humano.

Figura 20. Secuencia de nucle6tidos que codifica el FZD2 humano.

Figura 21. Secuencias de aminoacidos de FZD3 humano (SEQ ID NO: 34), el dominio extracelular (DEC) de
FZD3 (SEQ ID NO: 35, se muestra como aminoacidos subrayados 1-204 de la SEQ ID NO: 34) y el dominio Fri
de FZD3 (SEQ ID NO: 36).

Figura 22. Secuencias de aminoéacidos de FZD4 humano (SEQ ID NO: 38), el dominio extracelular (DEC) de
FZD4 (SEQ ID NO: 39, se muestra como aminoacidos subrayados 1-224 de la SEQ ID NO: 38) y el dominio Fri
de FZD4 (SEQ ID NO: 40).

Figura 23. Secuencia de nuclettidos que codifica el FZD3 humano.

Figura 24. Secuencia de nucle6tidos que codifica el FZD4 humano.

Figura 25. Secuencias de aminoacidos de FZD5 humano (SEQ ID NO: 42), el dominio extracelular (DEC) de
FZD5 (SEQ ID NO: 43, se muestra como aminoacidos subrayados 1-233 de la SEQ ID NO: 42) y el dominio Fri
de FZD5 (SEQ ID NO: 44).

Figura 26. Secuencias de aminoacidos de FZD6 humano (SEQ ID NO: 46), el dominio extracelular (DEC) de
FZD6 (SEQ ID NO: 47, se muestra como aminoacidos subrayados 1-207 de la SEQ ID NO: 46) y el dominio Fri
de FZD6 (SEQ ID NO: 48).

Figura 27. Secuencia de nuclettidos que codifica el FZD5 humano.

Figura 28. Secuencia de nucle6tidos que codifica el FZD6 humano.

Figura 29. Secuencias de aminoacidos de FZD7 humano (SEQ ID NO: 50), el dominio extracelular (DEC) de
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FZD7 (SEQ ID NO: 51, se muestra como aminoacidos subrayados 1-255 de la SEQ ID NO: 50) y el dominio Fri
de FZD7 (SEQ ID NO: 52).

Figura 30. Secuencias de aminoacidos de FZD8 humano (SEQ ID NO: 54), el dominio extracelular (DEC) de
FZD8 (SEQ ID NO: 55, se muestra como aminoacidos subrayados 1-277 de la SEQ ID NO: 54) y el dominio Fri
de FZD8 (SEQ ID NO: 56).

Figura 31. Secuencia de nuclettidos que codifica el FZD7 humano.

Figura 32. Secuencia de nucle6tidos que codifica el FZD8 humano.

Figura 33. Secuencias de aminoacidos de FZD9 humano (SEQ ID NO: 58), el dominio extracelular (DEC) de
FZD9 (SEQ ID NO: 59, se muestra como aminoacidos subrayados 1-230 de la SEQ ID NO: 58) y el dominio Fri
de FZD9 (SEQ ID NO: 60).

Figura 34. Secuencias de aminoacidos de FZD10 humano (SEQ ID NO: 62), el dominio extracelular (DEC) de
FZD10 (SEQ ID NO: 63, se muestra como aminoacidos subrayados 1-227 de la SEQ ID NO: 62) y el dominio Fri
de FZD10 (SEQ ID NO: 64).

Figura 35. Secuencia de nuclettidos que codifica el FZD9 humano.

Figura 36. Secuencia de nuclettidos que codifica el FZD10 humano.

Figura 37. Reduccién del crecimiento tumoral de mama PE-13 con tratamiento combinado de anticuerpo 18R5 y
paclitaxel. Ratones NOD/SCID recibieron inyecciéon de 10.000 células de tumor de mama PE-13 y, el dia 22, los
ratones que tenian tumores con un volumen promedio de aproximadamente 120 mm® se distribuyeron al azar.
Después, los ratones se trataron bien con un anticuerpo de control ("Ab control"), anticuerpo 18R5 ("anti FZD"),
paclitaxel ("taxol"), o una combinacion de anticuerpo 18R5 y paclitaxel ("anti FZD+Taxol"). El tratamiento con
anticuerpo 18R5 en combinacion con paclitaxel produjo actividad antitumoral.

Figura 38. Crecimiento tumoral de mama en animales individuales tratados con la combinaciéon de anticuerpo
18R5 y paclitaxel. El tratamiento con anticuerpo 18R5 en combinacion con paclitaxel produjo la regresién de
tumores de mama establecidos.

Figura 39. Andlisis de citometria de flujo de células tumorales colorrectales después de tratamiento con
anticuerpo de control, anticuerpo 18R5, irinotecan o con anticuerpo 18R5 e irinotecan.

Figura 40. Crecimiento tumoral en ratones después de la implantacion de 30, 90, 270 u 810 células tumorales
obtenidas de ratones que han sido tratados durante 41 dias ya sea con anticuerpo de control (“control"),
anticuerpo 18R5 ("anti FZD"), gemcitabina ("Gemcitabina”), o la combinacion de 18R5 y gemcitabina
("Combinacion™).

Figura 41. Frecuencia de células madre cancerosas (CMC) en tumores pancreaticos PN-4 después de
tratamiento con anticuerpo de control ("Ab control"), anticuerpo 18R5 solo ("anti FZD"), gemcitabina sola
("Gemcitabina") o la combinacién de anticuerpo 18R5 y gemcitabina ("Combinacion”), determinada por analisis
de dilucion limitante.

Figura 42. Cromatograma de expresién génica en células tumorales pancreaticas que han sido tratadas con
anticuerpo de control ("LZ-1"), anticuerpo 18R5 solo ("18R5"), gemcitabina sola ("Gem") o una combinacién de
gemcitabina y 18R5 ("Combinacion").

Figura 43. El tratamiento con el anticuerpo 18RS5, dirigido contra FZD (anti FZD), promueve la diferenciacion de
células tumorales en células mucinosas no proliferativas. Ratones NOD/SCID recibieron inyeccion de 50.000
células tumorales pancreaticas OMP-PN13 y, el dia 23, los ratones que tenian tumores con un volumen
promedio de aproximadamente 107 mm? se distribuyeron al azar, y 4 dias después se inicié el tratamiento con
anticuerpo de control o con 18R5. Después de 20 dias, los tumores se extirparon y se seccionaron. Las
secciones de tumor de los ratones tratados con el anticuerpo 18R5 o con anticuerpo de control, se tifieron con
azul alcian para mostrar las células mucinosas y por inmunohistoquimica con anticuerpo contra ki67 para mostrar
las células proliferativas. Las células mucinosas y las células proliferativas a modo de ejemplo se resaltan con
flechas.

Figura 44. El anticuerpo 18R5, anti FZD, solo y en combinacién con Taxol® (paclitaxel) inhibe el crecimiento
tumoral de xenoinjerto OMP-LU24. Ratones portadores de tumores de pulmén humano OMP-LU24 se trataron
bien con anticuerpo de control ("Ab control"), anticuerpo 18R5, anti FZD, ("18R5"), Taxol® ("Taxol") o con la
combinacién de 18R5 y Taxol® ("18R5+Taxol").

Figura 45. El anticuerpo 18R5, anti FZD, solo y en combinaciéon con Avastin® (bevacizumab), inhibe el
crecimiento tumoral de xenoinjerto OMP-LU33. Ratones portadores de tumores de pulmén humano OMP-LU33
se trataron bien con anticuerpo de control (cuadrados), Avastin® (triangulos con la punta hacia arriba) y 18R5
anti FZD (triangulos con la punta hacia abajo), o con la combinaciéon de 18R5 y Avastin® (circulos).

Figura 46. La combinaciéon de anticuerpo 18R5, anti FZD, con Herceptin® (trastuzumab) inhibe el crecimiento
tumoral de xenoinjerto T3. Los ratones que llevan tumores de mama humano T3 se trataron bien con anticuerpo
de control (cuadrados), 18R5 anti FZD (triangulos), Herceptin® (circulos negros), o con la combinacién de 18R5
y Herceptin® (circulos blancos).

Figura 47. Perfiles de union a Fzd de 18R5 y 44R24. La curva de respuesta a dosis representa la union de cada
mAbconFzd 1,2,5,7y8.

Figura 48. Inhibicion de la actividad indicadora inducida por Wnt3a en células madre embrionarias por 18R5 y
44R24 (curvas de respuesta s dosis).

Figura 49. Inhibicién de nivel basal de la expresion del gen axin2 por 18R5 y 44R24.

Figura 50. Deteccion mediante inmunohistoquimica, HIQ, de Muc16 en tumores OMP-PN13 tratados con 18R5 y
44R24.

Figura 51. Inhibiciéon de actina de musculo liso en tumor pancreatico tratado con 18R5. La Figura 51A muestra
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niveles de expresiéon del gen ACTA2, detectados mediante micromatriz. La Figura 51B muestra la deteccion de
actina de musculo liso, AML, en tumores OMP-PN4 tratados con mAb de control (panel superior) y con 18R5
(panel inferior).

Figura 52. Prueba de tumorigenicidad de células OMP-PN13 Muc16+ inducidas por 18R5. La Figura 52A muestra
una grafica FACS de células tumorales OMP-PN13 desprovistas de Lin" tenidas para Mucl6. Las dos
poblaciones clasificadas se rodean con un circulo. La Figura 52B muestra imagenes representativas de tumores
resultantes de la inyeccion de células Muc16- (panel superior) y Muc16+ (panel inferior). La Figura 52C muestra
curvas de crecimiento tumoral.

Figura 53. Inhibicién de recidiva de tumor por el mAb 18R5, anti FZD, en xenoinjerto de tumor de mama PE13.
Figura 54. Reduccién de la frecuencia de células madre de cancer de mama por el mAb 18R5, anti FZD.

Figura 55. Inhibicién de recidiva de tumor por el mAb 18R5, anti FZD, en xenoinjerto de tumor pancreatico PN4.
Figura 56. Inhibicién de crecimiento tumoral por el mAb 44R24, anti FZD, en combinaciéon con gemcitabina en
xenoinjerto de tumor pancreatico PN4.

Figura 57. Andlisis por FACS de la union del mAb 44R24, anti FZD, con FZD8 mutante en relacion con FZD8
natural. La region de la grafica FACS muestra la union de 44R24 con la poblacién de células cotransfectadas y
se resalta con un recuadro. El recuadro de las sustituciones de aminoacidos que muestran uniéon a 44R24
notablemente reducida se marca con una flecha.

Figura 58. Actividad antitumoral de los anticuerpos 44R24 y 18R5, anti FZD, en xenoinjertos de tumor de colon
C28.

Figura 59. Induccion de expresion de citoqueratina 7 en xenoinjertos de tumor de colon C28 tratados con los
anticuerpos 44R24 o 18R5, anti FZD.

Descripcion detallada de la invencion

La presente divulgacion proporciona agentes novedosos que incluyen, pero sin limitacién, polipéptidos tales como
anticuerpos, que se unen a uno o0 mas receptores frizzled (FZD) humanos. También se proporcionan los polipéptidos
y polinucleétidos relacionados, las composiciones que comprenden los agentes de unién a FZD y los métodos de
preparacion de los agentes de union a FZD. Adicionalmente se proporcionan métodos de uso de los nuevos agentes
de unién a FZD, tales como métodos para inhibir el crecimiento tumoral y/o para tratar cancer.

La divulgacion se basa, en parte, en la identificacién de una regién dentro de los receptores frizzled humanos que es
una diana adecuada para agentes anticancerosos que se unen a FZD. Se encontraron dos anticuerpos anti FZD,
18R8 y 18R5, que se unian especificamente a FZD7, pero que también reaccionaban en cruzado con FZD1, FZD2,
FZD5 y FZD8 (Ejemplos 1 y 2, mas adelante). Los experimentos in vitro con el anticuerpo 18R8 indican que el
anticuerpo es capaz de inhibir la sefializacion Wnt (Ejemplo 3, mas adelante) y de inhibir la unién de ligandos de Wnt
con FZD8 (Ejemplo 4 mas adelante). También ha demostrado que el anticuerpo 18R5 es del mismo modo capaz de
inhibir la sefializacién Wnt en analisis basados en células (Ejemplos 3 y 20, méas adelante). Los experimentos in vivo
con el anticuerpo 18R5 demuestran que el anticuerpo es capaz de inhibir el crecimiento tumoral o la recidiva tumoral
(Ejemplos 7, 17 y 23, mas adelante). Los inventores también han demostrado que el anticuerpo 18R5, anti FZD, es
capaz de reducir la frecuencia de células madre cancerosas en tumores (Ejemplos 8 y 23, mas adelante) y de inducir
la diferenciacion y/o reducir la tumorigenicidad de las células tumorales (Ejemplos 16, 21, 22 y 25, mas adelante).
Los experimentos de mapeo epitépico con estos anticuerpos 18R8 y 18R5 activos, indican que ambos anticuerpos
se unen a al menos parte de la secuencia GLEVHQ (SEQ ID NO: 25) y a al menos parte de la secuencia YGFA
(SEQ ID NO: 74) dentro de FZD8 (Ejemplo 5, mas adelante). A la luz de la actividad biolégica demostrada de estos
dos anticuerpos, se analizé la estructura cristalina de Frizzled 8 de ratén (Dann et al., Nature, 412: 86-90 (2001)) y
por primera vez se identificé una regién extracelular de proteinas frizzled que comprendia estas secuencias a la que
anteriormente no se la habia asignado ninguna funcién especifica, desempefiando un papel funcional importante en
la biologia FZD vy la sefializacion Wnt (Ejemplo 6). Esta region de receptores frizzled humanos, denominada sitio de
union bioldgica (SUB), es una diana adecuada para tratamientos contra el cancer.

Ademas, se descubrié que un tercer anticuerpo, 44R24, se unia especificamente a los receptores FZD5 y FZD8
humanos (véase el Ejemplo 19, mas adelante). También se ha demostrado que este anticuerpo es capaz de inhibir
la sefalizacion Wnt en analisis basados en células (Ejemplo 20, mas adelante) y de eficacia antitumoral in vivo
(Ejemplos 23 y 25, mas adelante). Al igual que el tratamiento con los anticuerpos 18R8 y 18R5, anti FZD, el
tratamiento de un tumor con 44R24 produjo niveles aumentados de un marcador de diferenciacion en el tumor
(Ejemplo 25, méas adelante). EI mapeo epitépico también ha demostrado que el epitopo del anticuerpo 44R24, anti
FZD, se superpone con el de los anticuerpos 18R8 y 18R5, anti FZD. De manera mas especifica, se ha demostrado
que el anticuerpo 44R24 se une a al menos parte de la region YGFA (SEQ ID NO: 74) en el SUB (Ejemplo 24, més
adelante).

|. Definiciones
Para facilitar la comprension de la presente divulgacion, a continuacién se definen diversos términos y frases.
El término "anticuerpo” significa una molécula de inmunoglobulina que reconoce y se une especificamente a una

diana, tal como una proteina, polipéptido, péptido, hidrato de carbono, polinucleétido, lipido o0 combinaciones de los
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anteriores, a través de al menos un sitio de reconocimiento antigénico dentro de la region variable de la molécula de
inmunoglobulina. Como se utiliza en el presente documento, el término "anticuerpo” abarca anticuerpos policlonales
intactos, anticuerpos monoclonales intactos, fragmentos de anticuerpo (tales como fragmentos Fab, Fab', F(ab')2 y
Fv) , mutantes Fv de cadena sencilla (scFv, por sus siglas en inglés), anticuerpos multiespecificos tales como
anticuerpos biespecificos generados a partir de al menos dos anticuerpos intactos, anticuerpos quiméricos,
anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos, proteinas de fusién que comprenden una parte de determinacion
de antigeno de un anticuerpo y cualquier otra molécula de inmunoglobulina modificada que comprende un sitio de
reconocimiento antigénico siempre que los anticuerpos presenten la actividad biolégica deseada. Un anticuerpo
puede ser cualquiera de las cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, o subclases
(isotipos) de las mismas (por ejemplo, 1gG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgAl e IgA2), en funcion de la identidad de sus
dominios constantes de cadena pesada denominados alfa, delta, épsilon, gamma y mu, respectivamente. Las
diferentes clases de inmunoglobulinas tienen diferentes estructuras subunitarias y configuraciones tridimensionales
muy conocidas. Los anticuerpos pueden estar marcados (naked) o conjugados con otras moléculas tales como
toxinas, radioisétopos, etc.

La expresion "fragmento de anticuerpo” se refiere a una parte de un anticuerpo intacto y se refiere a las regiones
variables de determinantes antigénicos de un anticuerpo intacto. Como ejemplos de fragmentos de anticuerpo se
incluyen, pero sin limitacion, fragmentos Fab, Fab', F(ab')2 y Fv, anticuerpos lineales, anticuerpos de cadena sencilla
y anticuerpos multiespecificos que se forman a partir de fragmentos de anticuerpo.

Un "anticuerpo monoclonal” se refiere a una poblacion de anticuerpos homogénea involucrada en el reconocimiento
altamente especifico y en la unién de un solo determinante antigénico o epitopo. Esto contrasta con los anticuerpos
policlonales que por lo general incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes antigénicos.
La expresion "anticuerpo monoclonal" abarca anticuerpos monoclonales intactos y de longitud completa asi como
fragmentos de anticuerpo (tales como Fab, Fab', F(ab")2, Fv), mutantes de cadena sencilla (scFv), proteinas de
fusion que comprenden una parte de anticuerpo y cualquier otra molécula de inmunoglobulina modificada que
comprenda un sitio de reconocimiento antigénico. Ademas, "anticuerpo monoclonal” se refiere a dichos anticuerpos
creados en cualquier cantidad de maneras, que incluye, pero sin limitacién, hibridoma, seleccion de fagos, expresion
recombinante y animales transgénicos.

La expresion "anticuerpo humanizado" se refiere a formas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) que
son cadenas de inmunoglobulina especificas, inmunoglobulinas quiméricas o fragmentos de las mismas que
contienen secuencias no humanas (por ejemplo, murinas) minimas. Po lo general, los anticuerpos humanizados son
inmunoglobulinas humanas en las cuales los restos de la region determinante de complementariedad (CDR, por sus
siglas en inglés) se sustituyen por restos de la CDR de una especie no humana (por ejemplo, ratén, rata, conejo,
hamster) que tienen la especificidad, afinidad y capacidad deseadas (Jones et al., 1986, Nature, 321:522-525;
Riechmann et al., 1988, Nature, 332:323-327; Verhoeyen et al., 1988, Science, 239:1534-1536). En algunos casos,
los restos de la region estructural (FR, por sus siglas en inglés) Fv de una inmunoglobulina humana se sustituyen por
los restos correspondientes en un anticuerpo de una especie no humana que tiene la especificidad, afinidad y
capacidad deseadas. El anticuerpo humanizado se puede modificar adicionalmente por la sustitucién de restos
adicionales, ya sea en la region estructural Fv y/o dentro de los restos no humanos sustituidos para refinar y
optimizar la especificidad, afinidad y/o capacidad del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera
sustancialmente la totalidad o al menos uno y por lo general dos o tres dominios variables que contienen la totalidad
0 sustancialmente la totalidad de las regiones CDR que corresponden a la inmunoglobulina no humana mientras que
todas o sustancialmente todas las regiones FR son aquellas de una secuencia de consenso de inmunoglobulina
humana. El anticuerpo humanizado también puede comprender al menos una parte de una regién constante o
dominio (Fc) de inmunoglobulina, por lo general el de una inmunoglobulina humana. En la patente de Estados
Unidos 5.225.539 se describen ejemplos de métodos utilizados para generar anticuerpos humanizados.

La expresion "anticuerpo humano" significa un anticuerpo producido por un ser humano o un anticuerpo que tiene
una secuencia de aminoacidos que corresponde a un anticuerpo producido por un ser humano creado utilizando
cualquier técnica conocida en la técnica. Esta definicién de un anticuerpo humano incluye anticuerpos intactos o de
longitud completa, fragmentos de los mismos y/o anticuerpos que comprenden al menos un polipéptido humano de
cadena pesada y/o ligera, tal como, por ejemplo, un anticuerpo que comprende polipéptidos de cadena ligera murina
y de cadena pesada humana.

La expresién "anticuerpos quiméricos" se refiere a anticuerpos en los que la secuencia de aminoacidos de la
molécula de inmunoglobulina procede de dos 0 mas especies. Por lo general, la region variable de las cadenas tanto
ligera como pesada corresponde a la region variable de los anticuerpos procedentes de una especie de mamifero
(por ejemplo, ratdn, rata, conejo, etc.) con la especificidad, afinidad y capacidad deseadas mientras que las regiones
constantes son homologas a las secuencias en anticuerpos procedentes de otra especie (habitualmente ser
humano) para evitar suscitar una respuesta inmunitaria en ésa especie.

El término "epitopo” o la expresién "determinante antigénico” se utilizan indistintamente en el presente documento y
se refieren a la parte de un antigeno que puede reconocer un anticuerpo y con la que puede unirse especificamente
un anticuerpo particular. Cuando el antigeno es un polipéptido, se pueden formar epitopos a partir de aminoacidos
tanto contiguos como no contiguos, yuxtapuestos por plegamiento terciario de una proteina. Los epitopos formados
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a partir de aminoacidos contiguos por lo general se conservan después de la desnaturalizacién de la proteina,
mientras que los epitopos formados por plegamiento terciario por lo general se pierden después de la
desnaturalizaciéon de la proteina. Un epitopo por lo general incluyen al menos tres, y de manera mas habitual, al
menos 5 o de 8 a 10 aminoacidos en una conformacion espacial Unica.

Que un anticuerpo "se una especificamente" a un epitopo o a una proteina, significa que el anticuerpo reacciona o
se asocia mas frecuentemente, con mayor rapidez, con mayor duraciéon, con mayor afinidad, o con alguna
combinacién de lo anterior, a un epitopo o0 proteina que con sustancias alternativas, incluyendo proteinas no
relacionadas. En determinadas realizaciones, "se une especificamente" significa, por ejemplo, que un anticuerpo se
une a una proteina con una Kp de aproximadamente 0.1 mM o menor, pero de manera mas habitual menor de
aproximadamente 1 uM. En determinadas realizaciones, "se une especificamente" significa que un anticuerpo se
une a una proteina a veces con una Kp de al menos aproximadamente 0,1 uM o menor, y otras veces a al menos
aproximadamente 0,01 uM o menor. Debido a la identidad de secuencia entre proteinas homologas en especies
diferentes, la unién especifica puede incluir un anticuerpo que reconoce una proteina particular, tal como un receptor
frizzled, en mas de una especie. Del mismo modo, debido a la homologia entre receptores FZD diferentes (por
ejemplo FZD5 y FZD8) en determinadas regiones de las secuencias polipeptidicas de los receptores, la union
especifica puede incluir un anticuerpo (u otro polipéptido o agente) que reconozca mas de un receptor frizzled. Se
entiende que un anticuerpo o una parte de unién que se une especificamente a una primera diana, puede unirse
especificamente, 0 no, a una segunda diana. Po tanto, la expresién "unién especifica" no requiere necesariamente
(aunque puede incluir) unién excluyente, es decir, unién a una sola diana. Por tanto, en determinadas realizaciones,
un anticuerpo se puede unir especificamente a mas de una diana (por ejemplo FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y/o FZD8
humano). En determinadas realizaciones, mdltiples dianas se pueden unir al mismo sitio de unién al antigeno en el
anticuerpo. Por ejemplo, en determinadas circunstancias, un anticuerpo puede comprender dos sitios idénticos de
unién a antigeno, cada uno de los cuales se une especificamente a dos o mas receptores de frizzled humanos (por
ejemplo, FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y/o FZD8 humanos). En determinadas realizaciones alternativas, un anticuerpo
puede ser biespecifico y comprender al menos dos sitios de unién al antigeno con especificidades diferentes. Como
ejemplo no limitante, un anticuerpo biespecifico puede comprender un sitio de unién a antigeno que reconoce un
epitopo en un receptor frizzled, tal como FZD5 humano y comprende ademas un segundo sitio de union a antigeno,
diferente, que reconoce un epitopo diferente en un segundo receptor frizzled, tal como FZD8 humano. De manera
general, aungue no necesariamente, la referencia a unién significa union especifica.

Un polipéptido, anticuerpo, polinucleétido, vector, célula o composicién que se "aisla" es un polipéptido, anticuerpo,
polinucleétido, vector, célula o composicién que estd en una forma que no se encuentra en la naturaleza. Los
polipéptidos, anticuerpos, polinucleétidos, vectores, células o composiciones aislados incluyen los que se han
purificado hasta tal punto de que ya no estan en una forma en la que se encuentra en la naturaleza. En
determinadas realizaciones, un anticuerpo, polinucleétido, vector, célula o composicion que se aisla, es
sustancialmente puro(a).

Como se utiliza en el presente documento, "sustancialmente puro" se refiere a un material que tiene una pureza de
al menos 50 % (es decir, sin contaminantes), de manera mas preferible una pureza de al menos 90 %, de manera
mucho mas preferida una pureza de al menos 95 %, de manera mucho mas preferida una pureza de al menos 98 %,
de manera mas preferida una pureza de al menos 99 %.

Los términos "cancer" y "canceroso" se refieren o describen la condicion fisiologica de mamiferos en la cual una
poblacién de células se caracteriza por un crecimiento celular no regulado. Como ejemplos de cancer se incluyen,
pero sin limitacién, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Como ejemplos mas particulares de estos
canceres se incluyen canceres de células escamosas, cancer pulmonar microcitico, cancer pulmonar no microcitico,
adenocarcinoma del pulmén, carcinoma escamoso del pulmén, cancer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer
gastrointestinal, cancer pancredtico, glioblastoma, cancer cervicouterino, cancer de ovario, cancer hepatico, cancer
de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer colorrectal, carcinoma endometrial o uterino,
carcinoma de glandulas salivales, cancer renal, cancer hepatico, cancer de prdstata, cancer vulvar, cancer de
tiroides, carcinoma hepatico y diversos tipos de cancer de las vias respiratorias y digestivas altas.

Los términos "tumor" y "neoplasma" se refieren a cualquier masa de tejido resultante de crecimiento o proliferacion
celulares excesivos, ya sea benigno (no canceroso) o maligno (canceroso) incluyendo lesiones precancerosas.

Las expresiones "célula madre cancerosa”, "célula madre tumoral" o "célula madre de tumor sélido”, se utilizan de
manera indistinta en el presente documento y se refieren a una poblacion de células de un tumor sélido que: (1)
tienen gran capacidad proliferativa; (2) son capaces de realizar la divisién celular asimétrica para generar una 0 mas
clases de descendencia diferenciada con potencial proliferativo o de desarrollo reducido; y (3) son capaces de
realizar divisiones celulares simétricas para su autorrenovacion o automantenimiento. Estas propiedades de las
"células madre cancerosas", "células madre tumorales" o "células madre de tumor sélido" confieren a las células
madre cancerosas la capacidad de formar tumores palpables al realizar trasplante en serie en ratones
inmunocomprometidos, en comparacion con la mayor parte de las células tumorales que no forman tumores. Las
células madre cancerosas experimentan autorrenovacion frente a diferenciacion de una manera caética para formar
tumores con tipos de células anémalas que pueden cambiar con el tiempo conforme se producen mutaciones.
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Las expresiones "célula cancerosa”, "célula tumoral" y equivalentes gramaticales se refieren a la poblacién total de
células procedentes de un tumor o una lesidon precancerosa, que incluyen células no tumorigénicas, que
comprenden el volumen de la poblacién de células tumorales, asi como células madre tumorigénicas (células madre
cancerosas). Como se utiliza en el presente documento, la expresion "célula tumoral" se modificara por la expresion
"no tumorigénica" cuando se refiera Unicamente a aquellas células tumorales que carecen de la capacidad de
renovarse y diferenciarse para distinguir a estas células tumorales de las células madre cancerosas.

El término "tumorigénico” se refiere a caracteristicas funcionales de una célula madre de tumor sélido incluyendo las
propiedades de autorrenovacién (lo que da lugar a células madre cancerosas tumorigénicas adicionales) y
proliferaciéon para generar las restantes células tumorales (lo que genera células tumorales indiferenciadas y por lo
tanto no tumorigénicas) que permiten que las células madre de tumor sélidos formen un tumor. Estas propiedades
de autorrenovacion y proliferacion para generar las restantes células tumorales confieren a las células madre
cancerosas la capacidad de formar tumores palpables tras un trasplante en serie en un raton inmunocomprometido
en comparacion con células tumorales no tumorigénicas que no pueden formar tumores tras un trasplante en serie.
Se ha observado que las células tumorales no tumorigénicas pueden formar un tumor después de un trasplante
primario en un ratén inmunocomprometido después de obtener las células tumorales de un tumor sélido, pero las
células tumorales no tumorigénicas no producen un tumor después de un trasplante en serie.

El término "individuo" se refiere a cualquier animal (por ejemplo, un mamifero) que incluye, pero que no se limita a
seres humanos, primates no humanos, roedores y similares, que seran los receptores de un tratamiento particular.
Habitualmente, los términos "individuo" y "paciente” se utilizan indistintamente en el presente documento con
referencia a un individuo humano.

Una "sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sal de un compuesto que es farmacéuticamente aceptable y
que posee la actividad farmacolégica deseada del compuesto precursor.

Un "excipiente, transportador o adyuvante farmacéuticamente aceptable" se refiere a un excipiente, transportador o
adyuvante que se puede administrar a un individuo, junto con al menos un anticuerpo de la presente divulgacion y
gue no destruye la actividad farmacolédgica del mismo y no es tdxico cuando se administra en dosis suficientes para
suministrar una cantidad terapéutica del compuesto.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o transportador con el
cual se administra al menos un anticuerpo de la presente divulgacion.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de un anticuerpo, polipéptido o
polinucleétido, molécula organica pequefia u otro farmaco, eficaz para "tratar" una enfermedad o un trastorno en un
individuo o mamifero. En el caso de céancer, la cantidad terapéuticamente eficaz del farmaco puede reducir el
nimero de células cancerosas, reducir el tamafio del tumor, inhibir o detener la infiltracién de células cancerosas a
organos periféricos que incluye, por ejemplo, la propagacion del cancer a tejido blando y huesos; inhibir y detener la
metdastasis tumoral; inhibir y detener el crecimiento del tumor; aliviar en cierta medida uno o mas de los sintomas
asociados al cancer; reducir la morbilidad y mortalidad; mejorar la calidad de vida, disminuir la tumorigenicidad, la
frecuencia tumorigénica o la capacidad tumorigénica de un tumor; reducir el nUmero o frecuencia de células madre
cancerosas en un tumor; diferenciar células tumorigénicas a un estado no tumorigénico; o una combinacion de estos
efectos. En la medida en que el farmaco impida el crecimiento y/o elimine las células cancerosas existentes, se le
puede denominar citostatico y/o citotoxico.

Las expresiones tales como "tratar" o "tratamiento" o "para tratar" o "aliviar' o "para aliviar", se refieren tanto a: 1)
medidas terapéuticas que curan, frenan, disminuyen los sintomas y/o detienen el progreso de una afecciéon o
trastorno patolégico diagnosticado y 2) medidas profilacticas o preventivas que evitan y/o frenan el desarrollo de una
afeccion o trastorno patolégico diana. De esta manera, las personas que necesitan tratamiento incluyen lo ya
mencionado con el trastorno; las que son propensas a presentar el trastorno y las personas en quienes se debe
evitar el trastorno. En determinadas realizaciones, un individuo se "trata" satisfactoriamente contra el cancer, de
acuerdo con los métodos de la presente divulgacion, si el paciente muestra uno o mas de lo siguiente: una reduccién
en la cantidad, o la ausencia completa, de células cancerosas; una reduccion en el tamafio del tumor; una inhibicion,
0 ausencia, de infiltracién de células cancerosas a 6rganos periféricos que incluyen, por ejemplo, la propagacion del
cancer a tejido bando y hueso; la inhibicidon o ausencia de metastasis tumoral; la inhibicién o ausencia de crecimiento
tumoral; el alivio de uno o mas sintomas asociados al cancer especifico; la morbilidad y mortalidad reducidas; la
mejora de la calidad de vida; la reduccién de la tumorigenicidad, frecuencia tumorigénica o capacidad tumorigénica;
la reduccion en el nimero o frecuencia de células madre cancerosas en un tumor; la diferenciacién de células
tumorigénicas a un estado no tumorigénico o alguna combinacion de efectos.

El término "polinucleétido” o la expresién "acido nucleico”, tal como se utilizan de manera indistinta en el presente
documento, se refieren a polimeros de nucleétidos de cualquier longitud e incluyen ADN y ARN. Los nucleétidos
pueden ser desoxirribonucledtidos, ribonucleétidos, nucleétidos modificados o bases y/o sus analogos o cualquier
sustrato que se puede incorporar en un polimero por una polimerasa de ADN o de ARN. Un polinucleétido puede
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comprender nucleétidos modificados, tales como nucleétidos metilados y sus analogos. Si esta presente, la
modificacién de la estructura nucleotidica se puede impartir antes o después del ensamblado del polimero. La
secuencia de nucleétidos se puede interrumpir por componentes no nucleotidicos. Un polinucleétido puede
modificarse adicionalmente después de polimerizacion, por ejemplo por conjugacion con un componente marcador.
Otros tipos de modificaciones incluyen, por ejemplo, "caperuzas protectoras”, sustitucion de uno o mas de los
nucleétidos de origen natural por un analogo, modificaciones internucleotidicas, tales como, por ejemplo, las que
tienen enlaces si carga (por ejemplo, fosfonatos de metilo, fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos, etc.) y con
carga (por ejemplo, fésforotioatos, fésforoditioatos, etc.), las que contienen partes colgantes, tales como, por
ejemplo, proteinas (por ejemplo, nucleasas, toxinas, anticuerpos, péptidos sefal, poli-L-lisina, etc.), la que tienen
intercaladores (por ejemplo, acridina, psoraleno, etc.), las que contienen quelantes (por ejemplo, metales, metales
radioactivos, boro, metales oxidativos, etc.), las que contienen alquiladores, las que tienen enlaces modificados (por
ejemplo, acidos nucleicos alfa anoméricos, etc.) asi como formas no modificadas de uno o varios polinucleoétidos.
Ademas, cualquiera de los grupos hidroxilo habitualmente presentes en los azlcares se pueden sustituir, por
ejemplo, por grupos fosfonato, grupos fosfato, protegidos por grupos protectores estandar, o activarse para preparar
enlaces adicionales a nucleétidos adicionales, o se pueden conjugar con soportes sélidos. Un OH terminal 5'y 3' se
puede fosforilar o sustituir con aminas o con partes de grupos de caperuzas protectoras organicas o con de 1 a 20
atomos de carbono. Otros hidroxilos también pueden derivatizarse a grupos protectores estandar. Los
polinucleétidos también pueden contener formas analogas de azucares de ribosa o desoxirribosa que se conocen en
general en la técnica y que incluyen, por ejemplo, 2’-O-metilo-, 2'-O-alilo, 2'-fluor- o 2'-azido-ribosa, analogos de
azUcar carbociclico, azGcares alfa anoméricos, azlcares epiméricos, tales como arabinosa, xilosa o lixosa, azlcares
de piranosa, azucares de furanosa, sedoheptulosas, analogos aciclicos y analogos nucleosidicos abasicos, tales
como metil ribésido. Uno o mas enlaces fosfodiéster pueden reemplazarse por grupos enlazadores alternativos.
Estos grupos enlazadores alternativos incluyen pero sin limitacion realizaciones en las que el fosfato se reemplaza
por P(O)S ("tioato"), P(S)S ("ditioato"), "(O)NRz ("amidato"), P(O)R, P(O)OR’, CO o CH; (“formacetal"), siendo cada
R o R' es independientemente H o alquilo sustituido o no sustituido (de 1 a 20 atomos de carbono) que
opcionalmente contiene un enlace éter (--O--) arilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo o araldilo. No todos los
enlaces en un polinucledtido han de ser idénticos. La descripcidon anterior se aplica a todos los polinucleétidos a los
que se hace referencia en el presente documento, incluyendo ARN y ADN.

Una "region variable" de un anticuerpo se refiere a la region variable de la cadena ligera del anticuerpo o a la region
variable de la cadena pesada del anticuerpo, ya sea sola o combinada. Cada una de las regiones variables de la
cadena pesada y ligera consiste en cuatro regiones estructurales (FR, del inglés framework) conectadas por tres
regiones determinantes de complementariedad (CDR, del inglés Complementary Determining Regions) conocidas
también como regiones hipervariables. Las CDR en cada cadena se mantienen juntas en estrecha proximidad por
las FR y, con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacion del sitio de unién a antigeno de los anticuerpos.
Existen al menos dos técnicas para determinar las CDR: (1) un enfoque basado en variabilidad de secuencia de
especies cruzadas (por ejemplo, Kabat et al. Sequences of Proteins of Immunological Interest, (5% ed. 1991, National
Institutes of Health, Bethesda Md.)); y (2) un enfoque basado en estudios cristalograficos de complejos antigeno-
anticuerpo (Al- lazikani et al (1997) J. Molec. Biol. 273:927-948)). Ademas, las combinaciones de estos dos enfoques
algunas veces se utilizan en la técnica para determinar las CDR.

El término "vector" significa una construccién que es capaz de suministrar y preferentemente expresar uno o0 mas
genes 0 secuencias de interés en una célula hospedadora. Como ejemplos de vectores se incluyen, pero sin
limitacion, vectores viricos, vectores de expresion de ADN o ARN no marcados, plasmidos, césmidos o vectores de
fagos, vectores de expresion de ADN o de ARN asociados con agentes de condensacion catiénicos, vectores de
expresion de ADN o ARN encapsulados en liposomas y ciertas células eucariotas tales como células productoras.

En el presente documento, los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina” se utilizan de manera indistinta para
referirse a polimeros de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede ser lineal o ramificado, puede
comprender aminoacidos modificados y puede interrumpirse por sustancias diferentes de aminoacidos. Los términos
también abarcan un polimero de aminoacidos que se ha modificado de manera natural o por intervencion; por
ejemplo, formacién de enlace disulfuro, glucosilacion, lipidacién, acetilacion, fosforilacion o cualquier otra
manipulacion o modificacion, tal como conjugacién con un componente marcador. También se incluyen dentro de la
definicién, por ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas analogos de un aminoacido (incluyendo, por ejemplo,
aminoacidos no naturales, etc.), asi como otras modificaciones conocidas en la técnica. Se entiende que, debido a
que los polipéptidos de la presente divulgacion se basan en anticuerpos, en determinadas realizaciones, los
polipéptidos se pueden presentar como cadenas sencillas o asociadas.

Los términos "idéntico" o porcentaje de "identidad" en el contexto de dos 0 mas acidos nucleicos o polipéptidos, se
refieren a dos 0 mas secuencias 0 subsecuencias que son iguales o que tienen un porcentaje especifico de
nucleétidos o restos aminoacidos que son los iguales cuando se comparan y alinean (introduciendo huecos, si fuera
necesario) para obtener una correspondencia maxima, sin tener en cuenta ninguna de las sustituciones
conservativas de aminoacidos como parte de la identidad de secuencia. El porcentaje de identidad se puede medir
utilizando un programa informatico o algoritmos de comparacion de secuencias o por inspeccion visual. En la técnica
se conocen varios algoritmos y programas informaticos que se pueden utilizar para obtener alineaciones de
secuencias de aminoacidos o de nucleétidos. Un ejemplo no limitante de un algoritmo de alineacién de secuencias
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es el algoritmo descrito en Karlin et al., 1990, Proc. Nati, Acad. Sci., 87:2264-2268, modificado en Karlin et al., 1993,
Proc. Nati. Acad. Sci., 90:5873-5877, e incorporado en los programas NBLAST y XBLAST (Altschul et al., 1991,
Nucleic Acids Res., 25:3389-3402). En determinadas realizaciones, se puede utilizar BLAST con huecos (Gapped)
como se describe en Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402. De manera adicional, estan disponibles
publicamente programas informaticos BLAST-2, WU-BLAST-2 (Altschul et al.,, 1996, Methods in Enzymology,
266:460-480), ALIGN, ALIGN-2 (Genentech, South San Francisco, California) o Megalign (DNASTAR) que se
pueden utilizar para alinear secuencias. En determinadas realizaciones, el porcentaje identidad entre dos secuencias
de nucledtidos se determina utilizando el programa GAP en el paquete informatico GCG (por ejemplo, utilizando la
matriz NWSgapdna.CMP y una ponderacién de hueco de 40, 50, 60, 70 o 90 y una ponderacion de longitud de 1, 2,
3, 4, 5 0 6). En determinadas realizaciones alternativas, el programa GAP en el paquete informatico GCG, el cual
incorpora el algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48) :444-453 (1970)) se puede utilizar para determinar
el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos (por ejemplo, utilizando la matriz Blossum 62 o la
matriz PAM250 y una ponderacién de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y una ponderacién de longitud de 1, 2, 3,4 0
5). De manera alternativa, en determinadas realizaciones, el porcentaje de identidad entre secuencias de nucleétidos
0 de aminoécidos se determina utilizando el algoritmo de Myers y Miller (CABIOS, 4:11-17 (1989)). Por ejemplo, el
porcentaje de identidad se puede determinar utilizando el programa ALIGN (version 2.0) y utilizando un PAM120 con
una Tabla de restos, una penalizacién por longitud de hueco de 12 y una penalizacién por hueco de 4. Un experto en
la materia puede determinar los parametros apropiados para alineacion maxima a través de un programa informatico
de alineacion particular. En determinadas realizaciones se utilizan los parametros por defecto del programa
informatico de alineacién. En determinadas realizaciones, el porcentaje de identidad "X" de una primera secuencia
de aminoécidos con respecto a una segunda secuencia de aminoacidos se calcula como 100 x (Y/Z), siendo Y el
namero de restos de aminoacidos puntuados como coincidencias idénticas en la alineacion de la primera y segunda
secuencias (alineadas por inspeccion visual o mediante un programa de alineacién de secuencia particular) y Z el
numero total de restos en la segunda secuencia. Si la longitud de una primera secuencia es mayor que la de la
segunda secuencia, el porcentaje de identidad de la primera secuencia con respecto al de la segunda secuencia
sera mas mayor que el porcentaje de identidad de la segunda secuencia con respecto a la primera secuencia.

Como un ejemplo no limitante, en algunas realizaciones se puede determinar si cualquier polinucleétido particular
tiene un determinado porcentaje de identidad de secuencia (por ejemplo, es al menos 80 % idéntico, al menos 85 %
idéntico, al menos 90 % idéntico y en algunas realizaciones, al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntico) con
una secuencia de referencia, utilizando el programa Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package, Versiéon 8 para
Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, W1 53711). Bestfit utiliza 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 utiliza Bestfit 0 cualquier otro programa
de alineacién de secuencias para determinar si una secuencia particular es, por ejemplo, 95 % idéntica a una
secuencia de referencia de acuerdo con la presente divulgacion, los parametros se establecen de manera que el
porcentaje de identidad se calcula sobre la longitud completa de la secuencia de nucleétidos de referencia y se
permiten huecos en homologia de hasta un 5 % del nimero total de nucleétidos en la secuencia de referencia.

En algunas realizaciones, dos acidos nucleicos o polipéptidos de la divulgacién son sustancialmente idénticos, lo que
significa que tienen al menos 70 %, al menos 75 %, preferentemente al menos 80 %, de manera mas preferente al
menos 85 %, de manera mas preferente al menos 90 % y en algunas realizaciones, al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98
% 0 99 % de identidad de restos de aminoacidos o de nucleétidos, cuando se comparan y se alinean para obtener
una correspondencia maxima, medida utilizando un algoritmo de comparacion de secuencia o por inspeccion visual.
Preferentemente, existe identidad sobre una regién de las secuencias que tiene una longitud de al menos
aproximadamente 10, de manera preferente de aproximadamente 20, de manera mas preferente de
aproximadamente 40-60 restos o cualquier valor integral entre los mismos, preferentemente sobre una regién mas
larga de 60-80 restos, de manera mas preferente al menos aproximadamente 90-100 restos y de manera mas
preferente las secuencias son sustancialmente idénticas sobre la longitud completa de las secuencias que se
comparan, tal como, por ejemplo, la regién codificante de una secuencia de nucleétidos.

Una "sustitucion conservadora de aminoacidos"” es una en la cual un resto de aminoacido se reemplaza por otro
resto de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han identificado familias de restos de
aminoacidos que tienen cadenas laterales similares, que incluyen, cadenas laterales basicas (por ejemplo lisina,
arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales
polares sin carga (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisterna), cadenas laterales
no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas
laterales beta-ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo,
tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por ejemplo, la sustitucion de una fenilalanina por una tirosina es una
sustitucion conservadora. Preferentemente, las sustituciones conservativas en las secuencias de los polipéptidos y
anticuerpos de la divulgacion no anulan la union del polipéptido o anticuerpo, que contiene la secuencia de
aminoacidos, con uno o mas antigenos, es decir, el uno o mas receptores frizzled humanos con los cuales se une el
polipéptido o anticuerpo. En la técnica se conocen bien métodos de identificacion de sustituciones conservativas de
nucleétidos y aminoacidos, que no eliminan la unién con el antigeno, (véase, por ejemplo, Brummell et al., Biochem.
32: 1180-1187 (1993); Kobayashi et al. Protein Eng. 12 (10): 879-884 (1999); y Burks et al. Proc. Nat. Acad. Sci.
EUA 94:412-417 (1997)).
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Como se utiliza en la presente divulgacion y en las reivindicaciones, las formas singulares "un", "uno(a)", "el" y "la"
incluye las formas plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Se entiende que siempre que las realizaciones se describan en este documento con el lenguaje "que comprende”,
de otro modo se proporcionan también realizaciones analogas descritas en términos de "que consiste en" y/o "que
consiste esencialmente en".

El término "y/o", tal y como como se utiliza en el presente documento una frase tal como "A y/o B", pretende incluir
tanto "A como B", "A o B", "A" y "B". Del mismo modo, el término "y/0", como se utiliza en una frase tal como "A, B
y/o C" pretende incluir cada una de las siguientes modalidades: A, By C; A,BoC;A0C;AoB;BoC;AyC;AyB;
By C; A (nicamente); B (Unicamente); y C (Gnicamente).

Las "condiciones de alta rigurosidad"”, se pueden identificar por aquellas que: (1) emplean una baja fuerza i6nica y
alta temperatura de lavado, por ejemplo, cloruro de sodio 0,015 M/citrato de sodio 0,0015 M/dodecilsulfato de sodio
0,1 % a 50 °C; (2) durante hibridacién emplean un agente desnaturalizante, tal como formamida, por ejemplo,
formamida al 50 % (v/v) con albumina de suero bovino al 0,1 %/Ficoll al 0,1 %/polivinilpirrolidona al 0,1 %/tampén de
fosfato de sodio 50 mM a un pH de 6,5 con cloruro de sodio 750 mM, citrato de sodio 75 mM a 42 °C; o (3) emplean
formamida al 50 %, 5 x SSC (NaCl 0,75 M, citrato de sodio 0,75 M), fosfato de sodio 50 mM (pH 6,8), pirofosfato de
sodio al 0,1 %, solucién de Denhardt 5x, ADN de esperma de salmén sometido a ultrasonido (50 pg/ml), SDS al 0,1
% y sulfato de dextrano al 10 % a 42 °C con lavados a 42 °C en 0,2 x SSC (cloruro de sodio/citrato de sodio) y
formamida al 50 % a 55 °C seguido de un lavado de alta rigurosidad que consiste en 0,1 x SSC que contiene EDTA
a 55 °C.

Il. Agentes que se unen a FZD

La presente divulgacion proporciona agentes que se unen especificamente a uno o mas receptores frizzled humanos
(FZD). Estos agentes se denominan en el presente documento "agentes de union a FZD". En determinadas
realizaciones, los agentes se unen especificamente a dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez
receptores frizzled. El receptor, o los receptores, frizzled humanos unidos por el agente se pueden seleccionar del
grupo que consiste en FZD1, FZD2, FzZD3, FzZD4, FZD5, FZD6, FZD7, FZD8, FZD9 y FZD10. En determinadas
realizaciones, el uno o mas receptores frizzled humanos comprenden FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y/o FZD8. En
determinadas realizaciones, el uno o mas receptores frizzled humanos comprenden FZD7. En determinadas
realizaciones, el uno o mas receptores frizzled humanos comprenden FZD5 y/o FZD8. En determinadas
realizaciones, el agente se une especificamente a FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y FZD8. Las secuencias de longitud
completa de aminoéacidos (aa) y de nucledtidos (nt) para FZD11-10 se conocen en la técnica y también se
proporcionan en el presente documento como SEQ ID NO: 26 (FZD1 aa), SEQ ID NO: 30 (FZD2 aa), SEQ ID NO: 34
(FZD3 aa), SEQ ID NO: 38 (FZD4 aa), SEQ ID NO: 42 (FZD5 aa), SEQ ID NO: 46 (FZD6 aa) , SEQ ID NO: 50
(FZD7 aa) , SEQ ID NO: 54 (FZD8 aa) , SEQ ID NO: 58 (FZD9 aa) , SEQ ID NO: 62 (FZD10 aa) , SEQ ID NO: 29
(FzZD1 nt) , SEQ ID NO: 33 (FZD2 nt) , SEQ ID NO: 37 (FZD3 nt) , SEQ ID NO: 41 (FZD4 nt) , SEQ ID NO: 45 (FZD5
nt) , SEQ ID NO: 49 (FZD6 nt), SEQ ID NO: 53 (FZD7 nt), SEQ ID NO: 57 (FZD8 nt) , SEQ ID NO: 61 (FZD9 nt) y
SEQ ID NO: 65 (FZD10 nt) .

En determinadas realizaciones, el anticuerpo u otro polipéptido o agente descrito en el presente documento se une
especificamente a FZD7. Adicionalmente, en determinadas realizaciones, ése anticuerpo, polipéptido o agente
puede unirse especificamente o reaccionar en cruzado con uno o mas receptores frizzled humanos adicionales.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo u otro polipéptido o agente descrito en el presente documento se une
especificamente a FZD5. Adicionalmente, en determinadas realizaciones, ése anticuerpo, polipéptido o agente
puede unirse especificamente o reaccionar en cruzado con uno o mas receptores frizzled humanos adicionales.

En determinadas realizaciones, el agente se une especificamente a dos o mas receptores frizzled humanos. En
determinadas realizaciones, los dos o mas receptores frizzled humanos se seleccionan del grupo que consiste en
FzZD2, FZD5, FZD7 y FZD8. En determinadas realizaciones, los dos o mas receptores frizzled comprenden FZD1 y
un segundo receptor frizzled seleccionado del grupo que consiste en FZD2, FZD5, FZD7 y FZD8. En determinadas
realizaciones, los dos o mas receptores frizzled comprenden FZD2 y un segundo receptor frizzled seleccionado del
grupo que consiste en FZD1, FZD5, FZD7 y FZD8. En determinadas realizaciones, los dos o mas receptores frizzled
comprenden FZD5 y un segundo receptor frizzled seleccionado del grupo que consiste en FZD1, FZD5, FZD7 y
FZD8. En determinadas realizaciones, los dos o mas receptores frizzled comprenden tanto FZD5 como FZD8. En
determinadas realizaciones, los dos o mas receptores frizzled comprenden FZD7 y un segundo receptor frizzled
seleccionado del grupo que consiste en FZD1, FZD5, FZD7 y FZD8.

En determinadas realizaciones, el agente se un especificamente a tres o mas receptores frizzled humanos. En
determinadas realizaciones, los tres o0 mas receptores frizzled humanos tres 0 mas receptores frizzled seleccionados
del grupo que consiste en FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y FZD8. En determinadas realizaciones, el agente adicional se
une especificamente a uno o mas receptores frizzled humanos adicionales.
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En determinadas realizaciones, el agente o anticuerpo se une especificamente al dominio extracelular (DEC) dentro
del uno o mas receptores frizzled humanos con los que se une. En la técnica se conocen las secuencias del dominio
extracelular de cada uno de los receptores frizzled humanos y también se proporcionan como SEQ ID NO: 27 (DEC
de FZD1), SEQ ID NO: 31 (DEC de FZD2), SEQ ID NO: 35 (DEC de FZD3), SEQ ID NO: 39 (DEC de FZD4), SEQ
ID NO: 43 (DEC de FZD5), SEQ ID NO: 47 (DEC de FZD6), SEQ ID NO: 51 (DEC de FZD7), SEQ ID NO: 55 (DEC
de FZD8), SEQ ID NO: 59 (DEC de FZD9) y SEQ ID NO: 63 (DEC de FZD10).

En determinadas realizaciones, el agente o anticuerpo se une especificamente al dominio Fri (FRI) (también
conocido como el dominio rico en cisteina (DRC)), dentro de uno o varios receptores frizzled humanos con los que
se une. En la técnica se conocen las secuencias del dominio Fri de cada uno de los receptores frizzled humanos y
también se proporcionan como SEQ ID NO: 28 (FRI de FZD1), SEQ ID NO: 32 (FRI de FZD2), SEQ ID NO: 36 (FRI
de FZD3), SEQ ID NO: 40 (FRI de FZD4), SEQ ID NO: 44 (FRI de FZD5), SEQ ID NO: 48 (FRI de FZD6), SEQ ID
NO: 52 (FRI de FZD7), SEQ ID NO: 56 (FRI de FZD8), SEQ ID NO: 60 (FRI de FZD9) y SEQ ID NO: 64 (FRI de
FZD10).

En determinadas realizaciones, un sitio de unién a antigeno individual de un anticuerpo o polipéptido que une a FZD
descrito en el presente documento, es capaz de unirse (0 se une) a uno, dos, tres, cuatro o cinco (0 mas) receptores
frizzled humanos. En determinadas realizaciones, un sitio de unién a antigeno individual del anticuerpo o polipéptido
gue une FZD es capaz de unirse especificamente a uno, dos, tres, cuatro o cinco receptores frizzled humanos
seleccionados del grupo que consiste en FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y FZD8. En determinadas realizaciones, un sitio
de unién individual del anticuerpo o polipéptido se une especificamente a al menos FZD5 y FZD8.

En determinadas realizaciones, el agente o anticuerpo de unién a FZD, se une a uno o mas receptores frizzled
humanos (por ejemplo dos o mas, tres 0 mas o cuatro o0 mas) con una constante de disociacién (Kp) de
aproximadamente 1 uM o menor, aproximadamente 100 mM o menor, aproximadamente 40 nM o menor,
aproximadamente 20 nM o menor, 0 aproximadamente 10 nM o menor. Por ejemplo, en determinadas realizaciones,
un agente o anticuerpo de unién a FZD descrito en el presente documento que se une a mas de un FZD, se une a
aquellos FZD que tienen una Kp de aproximadamente 100 nM o menor, aproximadamente 20 nM o menor, 0
aproximadamente 10 nM o menor. En determinadas realizaciones, el agente o anticuerpo de uniéon a FZD se une a
cada uno de uno o mas (por ejemplo 1, 2, 3, 4 o 5) de los siguientes FZD con una constante de disociacion de
aproximadamente 40 nM o menor: FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y FZD8. En determinadas realizaciones, el agente o
anticuerpo de union a FZD se une a cada uno de uno o mas de los siguientes FZD con una constante de disociacion
de aproximadamente 10 nM o menor: FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y FZD8. En determinadas realizaciones, el agente o
anticuerpo de unién a FZD se une a cada uno de los siguientes FZD con una constante de disociacién de
aproximadamente 10 nM o menor: FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y FZD8. En determinadas realizaciones, la constante
de disociacion del agente o anticuerpo de union a un FZD particular, es la constante de disociacién determinada
utilizando una proteina de fusion FZD-Fc que comprende el dominio extracelular de FZD o el dominio Fri
inmovilizado en una microplaca Biacore.

En determinadas realizaciones, el agente o anticuerpo de unién a FZD se une a uno 0 mas (por ejemplo, dos 0 mas,
tres 0 mas o cuatro o mas) receptores frizzled humanos con una CEsg de aproximadamente 1 uM o menor,
aproximadamente 100 nM o menor, aproximadamente 40 nM o menor, aproximadamente 20 nM o menor,
aproximadamente 10 nM o menor o aproximadamente 1 nM o menor. Por ejemplo, en determinadas realizaciones,
un agente o anticuerpo de unién a FZD descrito en el presente documento que se une a mas de un FZD tiene una
CEso de aproximadamente 40 nM o menor, aproximadamente 20 nM o menor, o aproximadamente 10 nM o menor
con respecto a los de FZD. En determinadas realizaciones, el agente o anticuerpo que une FZD tiene una CEsg de
aproximadamente 2 0 nM o menos con respecto a uno o mas (por ejemplo 1, 2, 3, 4 0 5) de los siguientes FZD:
FzZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y FZD8. En determinadas realizaciones, el agente o anticuerpo de unién a FZD tiene una
CEso de aproximadamente 10 nM o menor con respecto a uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o 5) de los siguientes
FzZD: FzZD1, FzZD2, FZD5, FZD7 y FZD8. En determinadas realizaciones, el agente o anticuerpo de unién a FZD
tiene una CEsg de aproximadamente 40 nM o menor o de 20 nM o0 menor con respecto a la unién de FZD5 y/o FZD8.

En determinadas realizaciones, el agente de union a FZD (por ejemplo, anticuerpo) se une al mismo epitopo, o se
une a un epitopo, que se superpone con el epitopo de un anticuerpo que comprende una region variable de cadena
pesada que comprende la SEQ ID NO: 10 y una region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 12
0 SEQ ID NO: 14 (por ejemplo, el anticuerpo de IgG 18R5 o0 18R8). En determinadas realizaciones, el agente o
anticuerpo de unién a FZD se une al mismo epitopo, 0 se une a un epitopo, que se superpone con el epitopo de un
anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 11 y una cadena
ligera que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 13 o la SEQ ID NO: 15. En determinadas realizaciones, el
agente de unién a FZD se une al mismo epitopo, 0 se une a un epitopo, que se superpone con el epitopo de un
anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 85 y una region
variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 86 (por ejemplo, el anticuerpo de 1gG 44R24).

En determinadas realizaciones, en un ensayo de unién competitiva, el agente de uniéon a FZD compite por la unién
especifica a un receptor frizzled humano con un anticuerpo, en el que el anticuerpo comprende una regién variable
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de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 10 y una regién variable de cadena ligera que comprende la SEQ
ID NO: 12 o la SEQ ID NO: 14. En determinadas realizaciones, el agente de unién a FZD compite por la union
especifica a un receptor frizzled humano con un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la
secuencia de la SEQ ID NO: 11 y una cadena ligera que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 13 o SEQ ID
NO: 15. En determinadas realizaciones, el anticuerpo con el cual compite el agente por la union especifica con el
receptor frizzled humano es un anticuerpo de IgG 18R5. En determinadas realizaciones alternativas, el anticuerpo es
un anticuerpo de 1gG 18R8.

En determinadas realizaciones, en un ensayo de unién competitiva, el agente de uniéon a FZD compite por la unioén
especifica a un receptor frizzled humano con un anticuerpo, en el que el anticuerpo comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 85 y una regién variable de cadena ligera que comprende la SEQ
ID NO: 86.

En determinadas realizaciones, el agente o anticuerpo de unién a FZD se une a al menos parte de una regiéon de un
receptor frizzled humano que los inventores denominaron sitio de unién biolégica (SUB) (Figura 9, Ejemplo 6). En el
FZD8 humano (SEQ ID NO: 54), el SUB consiste en: (a) un epitopo conformacional que consiste en los aminoacidos
72(F), 74-75(PL), 78(1), 92(Y), 121-122(LM) y 129-132 (WPDR (SEQ ID NO: 70)) (la "hendidura" del SUB que se
muestra en las Figura 8 y 9); (b) una regién de FZD8 que consiste en la secuencia GLEVHQ (SEQ ID NO: 25) (el
"borde superior" del SUB que se muestra en las Figuras 8 y 9); y (c) una regién de FZD8 que consiste en la
secuencia YGFA (SEQ ID NO: 74) (el "borde inferior" del SUB que se muestra en las Figuras 8 y 9). Los restos
correspondientes del SUB en FZD1-7, FZD9 y FZD10 se identifican a continuacion en la Tabla 1 y en la Figura 8. En
determinadas realizaciones, un agente que bloquea la unién de un ligando (por ejemplo, un Wnt) con el FZD inhibe
la union del ligando con el SUB. Se entiende que, en determinadas realizaciones, los agentes que se unen a al
menos parte del SUB también se pueden unir a una 0 mas regiones en otra parte (es decir, fuera del SUB) en el
receptor frizzled humano. En otras palabras, en determinadas realizaciones, el epitopo al cual se une el agente o
anticuerpo de unién a FZD, es una region dentro del dominio extracelular del receptor FZD que se superpone con el
SUB, pero que no esta completamente incluida dentro del SUB. En determinadas realizaciones alternativas, el
epitopo al cual se une el agente o anticuerpo de unién a FZD, esta completamente incluido dentro del SUB (es decir,
el SUB comprende todo el epitopo al cual se une el anticuerpo u otro agente de union a FZD).

Tabla 1. Sitios de union biolégica (SUB) de los receptores FZD

Receptor frizzled humano Restos de aminoéacidos que forman el sitio de unién bioldgica (SUB)

(secuencia de aa)

FZD1 (SEQ ID NO: 26) 147-153(GLEVHQF), 155-156(PL), 159(V), 173(Y), 201-202(LM),

205- 212 (FGFQWPDT)
FzD2 (SEQ ID NO: 30) 70-76(GLEVHQF), 78-79(PL), 82(V), 96(Y), 124-125(LM), 128-135
(FGFQWPER)
FZD3 (SEQ ID NO: 34) 59-65 (ALAMEPF), 67-68(PM), 71(L), 85(Y), 113-114(LM), 117-124
(FGVPWPED)
FZD4 (SEQ ID NO: 38) 79-85(ELQLTTF), 87-88(PL), 91(Y), 105(Y), 134-135(VL), 138-
145(FGFAWPES)
FZD5 (SEQ ID NO: 42) 64-70(GLEVHQF), 72-73(PL), 76(1), 90(Y), 119-120(LM), 123-
130(YGFAWPER)
FZD6 (SEQ ID NO: 46) 55-61(AVEMEHF), 63-64(PL), 81(F), 109-110(LI), 113-
120(FGIRWPEE)
FZD7 (SEQ ID NO: 50) 80-86(GLEVHQF), 88-89(PL), 92(V), 106(Y), 134-135 (LM) , 138-
145(FGFQWPER)
FZD8 (SEQ ID NO: 54) 66-72(GLEVHQF), 74-75(PL), 78(1), 92(Y) , 121-122(LM) y 125-
132(YGFAWPDR)
FZD9 (SEQ ID NO: 58) 70-76(AAELAEF), 78-79(PL), 82(Y), 96(Y), 125-126(IM), 129-
136(FNFGWPDS)
FZD10 (SEQ ID NO: 62) 65-71(AIQLHEF), 73-74(PL), 77(Y), 91(Y), 120-121(IM), 124-
131(FNFKWPDS)

Sin desear quedar ligado a teoria alguna, se considera que el SUB comprende un posible sitio de unién a ligando, tal
como un sitio de unién para Wnt. En FZD8, este posible sitio de unién a ligando comprende el epitopo
conformacional formado por los aminoacidos 72(F), 74-75(PL), 78(1), 92(Y), 121-122(LM) y 129-132(WPDR (SEQ ID
NO: 70)) (la "hendidura" del SUB que se muestra en las Figuras 8 y 9). Los restos correspondientes del posible sitio
de uniéon a ligando en FZD1-7, FZD9 y FZD10 se muestran en la alineacion de secuencias de la Figura 8. En
determinadas realizaciones, un agente que bloquea la unién de un ligando (por ejemplo, un Wnt) con el SUB, inhibe
la union de ligando a este epitopo conformacional. Se entiende que, en determinadas realizaciones, los agentes que
se unen a al menos parte de este sitio de union a ligando también se pueden unir a una region en otra parte (por
ejemplo, fuera del SUB) en el receptor frizzled humano. En determinadas realizaciones alternativas, el agente no se
une a ninguna parte del FZD fuera del epitopo conformacional.
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En determinadas realizaciones, el agente se une a al menos parte de la secuencia QDEAGLEVHQFWPL (SEQ ID
NO: 67) dentro del receptor frizzled humano, si el receptor frizzled humano es FZD8, o la secuencia correspondiente
si el receptor frizzled humano es FZD1-7, FZD9 o FZD10. Esta region en los FZD comprende el "borde superior” del
SUB identificado en las Figuras 8 y 9. Las secuencias que corresponden al epitopo QDEAGLEVHQFWPL (SEQ ID
NO: 67) de FZD8 en los diversos receptores frizzled se identifican en la Tabla 2, mas adelante, y también se ponen
de manifiesto en la alineacion de la Figura 8. En determinadas realizaciones, el agente se une especificamente a un
receptor frizzled humano seleccionado del grupo que consiste en FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y FZD8 y el agente se
une a al menos parte de la secuencia Q(DE/ED)AGLEVHQF(Y/W)PL (SEQ ID NO: 24) dentro del receptor frizzled
humano. En determinadas realizaciones, el agente se une especificamente al menos parte de la secuencia
AGLEVHQF (SEQ ID NO: 68) dentro de uno o varios receptores frizzled humanos FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 yl/o
FZD8. En determinadas realizaciones, el agente se une a al menos parte de una secuencia en FZD3, FZD4, FRZD6,
FZD 9 y/lo FZD10 que corresponde a la secuencia AGLEVHQF (SEQ ID NO: 68) en FZD8. En determinadas
realizaciones, el agente se une especificamente a al menos parte de la secuencia GLEVHQ (SEQ ID NO: 25) dentro
de uno o varios receptores frizzled humanos FzZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y/o FZD8. Esta secuencia es el "borde
superior" del SUB mostrado en la Figura 9. En determinadas realizaciones, el agente se une a al menos parte de la
secuencia en FZD3, FZD4, FZD6, FZD9 y/o FZD10 que corresponde a la secuencia GLEVHQ (SEQ ID NO: 25) en
FZD8. Las secuencias que corresponden a la secuencia GLEVHQ (SEQ ID NO: 25) de FZD8 estan subrayadas en la
segunda y tercera columnas de la Tabla 2 a continuacion y se ponen de manifiesto en la alineacién de secuencias
de la Figura 8. En determinadas realizaciones, un agente que se une a al menos parte de la SEQ ID NO: 67 0 68 en
FZD8, o a un epitopo correspondiente en otro FZD, inhibe la unién de un ligando (por ejemplo, un Wnt) con el FZD
(por ejemplo, con el SUB del FZD). En determinadas realizaciones, los agentes que se unen a las regiones indicadas
anteriormente también se pueden unir a regiones adicionales en otra parte (es decir, fuera de las regiones
especificadas anteriormente) del receptor frizzled humano.

Tabla 2. Regiones correspondientes a receptores frizzled humanos

FzD aa que corresponden a los aa |aa que corresponden a los |aa que corresponden a los
(secuencia de aa) 62-75 (QDEAGLEVHQFWPL; aa 65-72 (AGLEVHQF; |aa 124-128 (QYGFA; SEQ
SEQ ID NO: 67) de FZD8 (SEQ| SEQ ID NO: 68) de FZD8 | ID NO:66) de FZD (SEQ
ID NO:54)* (SEQ NO:54)° NO: 54)°
FzD1 143-156 (QEDAGLEVHQFYPL)| 146-153 (AGLEVHQF) 204-208 (KEGFQ)
(SEQ ID NO:26)
(SEQ 'I:SEI)\IZO: 30) 66-79 (QEDAGLEVHQFYPL) 69-76 (AGLEVHQF) 127-131 (KEGFQ)
FzZD3 55-68 (QQTAALAMEPFHPM) 58-65 (AALAMPEF) 116-120 (MEGVP)
(SEQ ID NO: 34)
FzD4 75-88 (QTDAELQLTTFTPL) 78-85 (AELQLTTF) 137-141 (EEGFA)
(SEQ ID NO: 38)
FzD5 60-73 (QDEAGLEVHQFWPL) 63-70 (AGLEVHQF) 122-126 (QYGFA)
(SEQ ID NO: 42)
FZD6 51-64 (QSIAAVEMEHFLPL) 54-61 (AAVEMEHF) 112-116 (TEGIR)
(SEQ ID NO: 46)
FzD7 76-89 (QEDAGLEVHQFYPL) 79-86 (AGLEVHQF) 137-141 (KEGFQ)
(SEQ ID NO: 50)
FzZD9 66-79 (QGEAAAELAEFAPL) 69-76 (AAAELAEF) 128-132 (QENEG)
(SEQ ID NO: 58)
FzZD10 61-74 (QREAAIQLHEFAPL) 64-71 (AAIQLHEF) 123-127 (QENEK)
(SEQ ID NO: 62)
(a): Se subrayan las secuencias que corresponden a los aa 66-71 GLEVHQ (SEQ ID NO: 25) de FZD8 (SEQ ID
NO: 54).
(b) : Se subrayan las secuencias que corresponden a los aa 125-12 8 YGFA (SEQ ID NO: 74) de FZD8 (SEQ ID
NO: 54)

En determinadas realizaciones, el agente de uniéon a FZD se une a al menos parte de una regién que consiste en la
secuencia QYGFA (SEQ ID NO: 66) si el receptor frizzled humano es FZD8, que comprende el "borde inferior" del
SUB, o la secuencia correspondiente si el receptor frizzled humano es FZD1-7, FZD9 o FZD10. Las secuencias que
corresponden a la region QYGFA (SEQ ID NO: 66) en los diversos receptores frizzled se identifican en la Figura 8 y
en la Tabla 2 anterior. En determinadas realizaciones, el agente de unién a FZD se une a al menos parte de una
regién que consiste en la secuencia YGFA (SEQ ID NO: 74), el "borde inferior" del SUB, si el receptor frizzled
humano es FZD8, o la secuencia correspondiente si el receptor frizzled humano es FZD1-7, FZD9 o FZD10. Las
secuencias que corresponden a la region YGFA (SEQ ID NO: 74) en los diversos receptores frizzled se identifican en
la Figura 8 y se subrayan en la cuarta columna de la Tabla 2 anterior. En determinadas realizaciones, un agente que
se une a al menos parte de la SEQ ID NO: 66 o0 SEQ ID NO: 74 en FZD8, o0 a su secuencia correspondiente en otro
FZD, inhibe la unién de un ligando (por ejemplo, un Wnt) al FZD (por ejemplo, el SUB del FZD). En determinadas
realizaciones, los agentes que se unen a esta region también se pueden unir a uno o mas restos de aminoacidos en
otra parte (es decir, fuera de esta regién) del receptor frizzled humano.
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En determinadas realizaciones, el agente de uniéon a FZD se une a al menos parte de la region que forma el "borde
superior" del SUB, asi como a al menos una parte de la regiéon que forma el "borde inferior" del SUB. En
determinadas realizaciones, el agente de union a FZD, que se une a al menos parte de
Q(DE/ED)AGLEVHQF(Y/W)PL (SEQ ID NO: 24) dentro de FzZD1l, FzD2, FzZD5, FzZD7 ylo FZDS8,
QDEAGLEVHQFWPL (SEQ ID NO: 67) dentro de FZD8, AGLEVHQF (SEQ ID NO: 68) dentro de FZD8 y/o GLEVHQ
(SEQ ID NO: 25) dentro de FZD8 y/o una secuencia que corresponde a cualquiera de estas secuencias en un
receptor frizzled humano diferente (como se define en la Tabla 2 anterior) se une adicionalmente a al menos parte
de QYGFA (SEQ ID NO: 66) dentro de FZD8 o YGFA (SEQ ID NO: 74) dentro de FZD8, y/o una secuencia que
corresponde a una de estas secuencias dentro de FZD1-7, FZD9 o FZD10 (como se define en la Tabla 2 anterior).
En determinadas realizaciones, el agente de unién a FZD se une a al menos parte de la secuencia GLEVHQ (SEQ
ID NO: 25) dentro de FZD8, asi como a al menos parte de la secuencia YGFA (SEQ ID NO: 74) dentro de FZD8. En
determinadas realizaciones, el agente de unién a FZD se une a al menos parte de una region de FZD1-7, FZD9 o
FZD10 que corresponde a la secuencia GLEVHQ (SEQ ID NO: 25) en FZD8, asi como a al menos parte de una
region de FZD1-7, FZD9 o FZD10 que corresponde a la secuencia YGFA (SEQ ID NO: 74) en FZDS8. En
determinadas realizaciones, el agente de union a FZD que se une a las secuencias indicadas también se une a una
0 mas secuencias en otra parte dentro de uno o varios de los receptores frizzled humanos a los cuales se une. En
otras palabras, en determinadas realizaciones, el epitopo al cual se une el agente o anticuerpo que se une a FZD, es
una region dentro del dominio extracelular de FZD que se superpone solo parcialmente con las secuencias indicadas
anteriormente. En determinadas realizaciones alternativas, el epitopo completo al cual se une el agente de unién a
FZD esta completamente incluido en las secuencias indicadas anteriormente.

En determinadas realizaciones, el agente es un polipéptido. En determinadas realizaciones, el agente o polipéptido
es un anticuerpo. En determinadas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo de IgG1 o un anticuerpo de 1gG2.
En determinadas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En determinadas realizaciones, el
anticuerpo es un anticuerpo humano o un anticuerpo humanizado. En determinadas realizaciones, el anticuerpo es
un fragmento de anticuerpo.

Los anticuerpos u otros agentes de la presente divulgacion se pueden analizar para determinar la unién especifica
por cualquier método conocido en la técnica. Los inmunoensayos que se pueden utilizar incluyen, pero sin limitacion
sistemas de ensayos competitivos y no competitivos que utilizan técnicas tales como analisis BlAcore, andlisis
FACS, inmunofluorescencia, inmunocitoquimica, transferencias Western, radioinmunoensayos, ELISA,
inmunoensayos de tipo "sandwich", ensayos de inmunoprecipitacion, reacciones de precipitaciéon, reacciones de
precipitinas en gel por difusion, ensayos de inmunodifusion, ensayos de aglutinacion, ensayos de fijacion de
complemento, ensayos inmunorradiométricos, inmunoensayos con fluorescencia e inmunoensayos con proteina A.
Dichos ensayos son habituales y muy conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel et al, eds, 1994, Current
Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc. , Nueva York).

Por ejemplo, la unién especifica de un anticuerpo con un receptor frizzled humano se puede determinar utilizando
ELISA. Un ensayo de ELISA comprende preparar antigenos, recubrir los pocillos de una placa de microtitulacion de
96 pocillos con antigeno, afiadir a los pocillos el anticuerpo que se une a FZD u otro agente de union a FZD
conjugado con un compuesto detectable, tal como un sustrato enzimatico (por ejemplo, peroxidasa de rabano
picante o fosfatasa alcalina), incubar durante un periodo de tiempo y detectar la presencia del antigeno. En algunas
realizaciones, el anticuerpo o agente de unién a FZD no se conjuga con un compuesto detectable, sino que se
afnade al pocillo un segundo anticuerpo conjugado que reconoce el anticuerpo o agente de unién a FZD. En algunas
realizaciones, en vez de recubrir el pocillo con el antigeno, el pocillo se puede recubrir con el anticuerpo o agente de
unién a FZD y puede afadirse un segundo anticuerpo conjugado con un compuesto detectable después de la
adicion del antigeno al pocillo recubierto. Un experto en la técnica conocera los parametros que se pueden modificar
para aumentar la sefial detectada, asi como otras variaciones del ensayo ELISA conocidas en la técnica (véase, por
ejemplo, Ausubel et al, eds, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., Nueva
York en 11.2.1).

La afinidad de union de un anticuerpo u agente con un receptor frizzled humano y la velocidad de disociacion de una
interacciéon anticuerpo-antigeno se pueden determinar mediante ensayos de unién competitiva. Un ejemplo de un
ensayo de unién comfetitiva es un radioinmunoensayo que comprende la incubacion de un antigeno marcado (por
ejemplo, con *H o *? 1), o de un fragmento o variante del mismo, con el anticuerpo de interés, en presencia de
cantidades cada vez mayores de antigeno no marcado seguido de la deteccién del anticuerpo unido al antigeno
marcado. La afinidad del anticuerpo contra un receptor frizzled y las velocidades de disociacion se pueden
determinar a partir de los datos por analisis de graficas Scatchard. En algunas realizaciones, se utiliza el analisis
cinético BIAcore para determinar las velocidades de formacién y eliminaciéon de unidén de los anticuerpos o agentes
gue se unen a uno o mas receptores frizzled humanos. El andlisis cinético BIAcore comprende analizar la union y
disociacion de los anticuerpos a partir de microplaca con antigenos FZD inmovilizados en su superficie.

En determinadas realizaciones, el agente (por ejemplo, anticuerpo) es un antagonista de al menos un receptor

frizzled humano (es decir, los FZD 1-10) unidos por el agente. En determinadas realizaciones, el agente inhibe al
menos aproximadamente 10 %, al menos aproximadamente 20 %, al menos aproximadamente 30 %, al menos
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aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 75 %, al menos aproximadamente 90 % o aproximadamente
100 % de uno o mas de la actividad del receptor frizzled humano unido.

En determinadas realizaciones, el agente de unién a FZD inhibe la union de un ligando con el al menos un receptor
frizzled humano. En determinadas realizaciones, el agente de uniéon a FZD, inhibe la unién de un ligando con el sitio
de unidn biolégica (SUB) del receptor frizzled humano. En determinadas realizaciones, el ligando es una proteina
Wnt humana. Se han identificado diecinueve proteinas Wnt humanas: WNT1, WNT 2, WNT2B/13, WNT3, WNT3A,
WNT4, WNT5A, WNT5B, WNT6, WNT7A, WNT7B, WNT8A, WNT8B, WNT 9 A (anteriormente WNT14), WNT9B
(anteriormente WNT15), WNT10A, WNT10B, WNT11 y WNT16. En determinadas realizaciones, el agente inhibe la
union de WNT3A con FZD8. En determinadas realizaciones, la inhibicién de la unién de un ligando particular con una
proteina frizzled humana particular proporcionada por el agente de unién a FZD es de al menos aproximadamente
10 %, al menos aproximadamente 25 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 75 %, al
menos aproximadamente 90 % o al menos aproximadamente 95 %. En determinadas realizaciones, un agente que
inhibe la unién de un ligando, tal como un Wnt a un FZD, inhibe ademas la sefializacién Wnt (por ejemplo, inhibe la
sefializacion Wnt candnica).

En determinadas realizaciones, el agente de unién a FZD inhibe la sefializacion Wnt. Se entiende que un agente de
unién a FZD que inhibe la sefializacién Wnt, en determinadas realizaciones, puede inhibir la sefializacién por uno o
mas Wnt, pero no necesariamente por todos los Wnt. En determinadas realizaciones alternativas, se puede inhibir la
sefializacion por todos los Wnt humanos. En determinadas realizaciones se inhibe la sefializacion por uno o mas
Wnt seleccionados del grupo que consiste en WNT1, WNT2, WNT2B/13, WNT3, WNT3A, WNT4, WNT5A, WNT5B,
WNT6, WNT7A, WNT7B, WNT8A, WNT8B, WNT9A (anteriormente WNT14), WNT9B (anteriormente WNT15),
WNT10A, WNTIOB, WNT11 y WNT16. En determinadas realizaciones, la sefializacion Wnt que se inhibe es
sefializacion por WNT1, WNT2, WNT3, WNT3A, WNT7a, WNT7b y/o WNTIOB. En determinadas realizaciones, el
agente inhibe sefializaciéon por (al menos) WNT1, WNT3A, WNT7b y WNTIOB. En realizaciones particulares, el
agente inhibe la sefializacién por (al menos) WNT3A. En determinadas realizaciones, la inhibicién de sefalizacion
por un Wnt proporcionado por el agente de unién a FZD es una reduccion en el nivel de sefializacion por el Wnt de al
menos aproximadamente 10 %, al menos aproximadamente 25 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos
aproximadamente 75 %, al menos aproximadamente 90 % o al menos aproximadamente 95 %. En determinadas
realizaciones, la sefializacion Wnt que se inhibe es sefializacion Wnt candnica.

En la técnica se conocen ensayos in vivo e in vitro para determinar si un agente de unién a FZD (o agente candidato
de unién a FZD) inhibe la sefalizacion Wnt. Por ejemplo, pueden utilizarse ensayos con indicador luciferasa,
basados en células, que utilizan un vector indicador TCF/Luc que contiene copias multiples del dominio de unién a
TCF hacia el extremo 5' de un gen indicador de luciferasa de luciérnaga, para medir los niveles de sefializacion Wnt
canodnica in vitro (Gazit et al., 1999, Oncogene 18; 5959-66). El nivel de sefalizacion Wnt en presencia de uno o mas
Wnt (por ejemplo, uno o mas Wnt expresados por células transfectadas o que se proporcionan en medios
acondicionados para Wnt) con el agente de unidon a FZD presente, se compara con el nivel de sefializacion sin el
agente de unién a FZD presente. Mas adelante, en los Ejemplos 3 y 11, se proporcionan ejemplos especificos no
limitantes del uso de dicho ensayo con el indicador luciferasa para evaluar la inhibicion de la sefializacion Wnt
canonica. Ademas del ensayo con indicador TCF/luc, el efecto de un agente de unién a FZD (o agente candidato)
sobre la sefializacién Wnt candnica se puede medir in vitro o in vivo midiendo el efecto del agente sobre el nivel de
expresion de genes regulados por beta-catenina, tales como c-myc (He et al., Science, 281:1509-12 (1998)), ciclina
D1 (Tetsu et al., Nature, 398:422-6 (1999)) y/o fibronectina (Gradl et al. Mol. Cell Biol., 19:5576-87 (1999)). En
determinadas realizaciones, el efecto de un agente sobre la sefializacion Wnt también se puede evaluar midiendo el
efecto del agente sobre el estado de fosforilacion de Dishevelled-1, Dishevelled-2, Dishevelled-3, LRP5, LRP6 y/o
beta-catenina. En otras realizaciones adicionales, el efecto de un agente de unién a FZD sobre la sefializacion Wnt
se determina evaluando el impacto del agente de union a FZD sobre el nivel de expresion de uno o mas genes en
una firma Wnt.

En determinadas realizaciones, los agentes que se unen a FZD tienen uno o mas de los siguientes efectos: inhibir la
proliferacién de células tumorales, reducir la tumorigenicidad de un tumor al reducir la frecuencia de las células
madre cancerosas en el tumor, inhibir el crecimiento de tumor, aumentar la supervivencia, desencadenar la muerte
celular de células tumorales, diferenciar células tumorigénicas a un estado no tumorigénico, o impedir metastasis de
células tumorales.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos u otros agentes que une especificamente uno o mas receptores
frizzled humanos desencadenan la muerte celular a través de una toxina conjugada, un agente quimioterapéutico, un
radioisotopo u otro agente similar. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, un anticuerpo contra un anticuerpo
frizzled humano se conjuga con una toxina que es activada en células tumorales que expresan el FZD por
internalizacion de proteinas. En determinadas realizaciones alternativas, el agente o anticuerpo no se conjuga con
una toxina, agente quimioterapéutico o radiois6topo.

En determinadas realizaciones, los agentes de unién a FZD son capaces de inhibir el crecimiento tumoral. En

determinadas realizaciones, los agentes de uniéon a FZD son capaces de inhibir el crecimiento tumoral in vivo (por
ejemplo, en un modelo de xenoinjerto en ratén y/o en un ser humano que tiene cancer).
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En determinadas realizaciones, los agentes de unién a FZD son capaces de reducir la tumorigenicidad de un tumor.
En determinadas realizaciones, el agente o anticuerpo es capaz de reducir la tumorigenicidad de un tumor que
comprende células madre cancerosas en un modelo animal, tal como un modelo de xenoinjerto en ratén. En
determinadas realizaciones, el niimero o la frecuencia de células madre cancerosas en un tumor se reduce al menos
aproximadamente dos veces, aproximadamente tres veces, aproximadamente cinco veces, aproximadamente diez
veces, aproximadamente 50 veces, aproximadamente 100 veces o aproximadamente 1000 veces. En determinadas
realizaciones, la reduccién en el numero o la frecuencia de células madre cancerosas se determina por ensayo de
dilucién limitante utilizando un modelo animal. En el Ejemplo 8 mas adelante, se proporciona un ejemplo de un
ensayo de dilucién limitante utilizado para ensayar la eficacia de un anticuerpo anti FZD. Pueden encontrarse
ejemplos adicionales y orientaciones con respecto al uso de ensayos de dilucién limitante para determinar una
reduccion en el nimero o la frecuencia de células madre cancerosas en un tumor, por ejemplo, en la Publicacion
Internacional Numero WO 2008/042236, en la Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos No.
2008/0064049 y en la Publicacién de Solicitud de Patente de Estados Unidos No. 2008/0178305.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos contra receptores frizzled humanos actian como mediadores en la
muerte celular de una célula que expresa la proteina FZD mediante citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(CCDA). La CCDA implica lisis celular por células efectoras que reconocen la parte Fc de un anticuerpo. Muchos
linfocitos, monocitos, macréfagos tisulares, granulocitos y eosinéfilos, por ejemplo, tienen receptores Fc que actdan
como mediadores en la citélisis (Dillman, 1994, J. Clin. Oncol. 12:1497).

En determinadas realizaciones, los anticuerpos contra uno o mas FZD desencadenan la muerte celular de una célula
gue expresa una o varias proteinas de FZD activando la citotoxicidad dependiente de complemento (CDC). La CDC
implica la unién del complemento en suero a la parte Fc de un anticuerpo y la activacion posterior de la cascada de
proteinas del complemento, lo que produce dafio a la membrana celular y la muerte celular final. Se sabe que la
actividad bioldgica de los anticuerpos que esta determinada, hasta cierto punto, por los dominios constantes o la
region Fc de la molécula de anticuerpo (Uananue and Benacerraf, Textbook of Immunology, 2% edicion, Williams &
Wilkins, p. 218 (1984)). Los anticuerpos de clases y subclases diferentes difieren a este respecto, al igual que los
anticuerpos de la misma subclase pero de diferente especie. De los anticuerpos humanos, la IgM es la clase mas
eficaz de anticuerpos para unirse al complemento, seguida de la IgG1, IgG3 e IgG2 mientras que la Ig4 parece ser
muy deficiente en cuanto a la activacion de la cascada del complemento (Dillman, 1994, J. Clin. Oncol. 12:1497;
Jefferis et al., 1998, Immunol. Rev. 163:59-76). De acuerdo con la presente divulgacién, se preparan anticuerpos de
estas clases que tienen la actividad biolégica deseada.

Se puede analizar la capacidad de un anticuerpo particular contra uno 0 mas FZD para mediar en la lisis de la célula
diana por activacion del complemento y/o CCDA. Las células de interés se cultivan y se marcan in vitro; el anticuerpo
se afiade al cultivo celular en combinacién ya sea con complemento de suero o con células inmunitarias que pueden
activarse mediante complejos de antigeno-anticuerpo. La citélisis de las células diana se detecta, por ejemplo, por la
liberaciéon del marcador de las células que han sufrido lisis. De hecho, los anticuerpos se pueden explorar utilizando
el suero del propio paciente como una fuente de complemento y/o células inmunitarias. El anticuerpo que tiene las
capacidad de activar el complemento o de actuar como mediador en la CCDA en el ensayo in vitro, puede utilizarse
después terapéuticamente en ese paciente particular.

La divulgacion proporciona polipéptidos que incluyen, pero sin limitacion, anticuerpos que se unen especificamente a
uno o mas receptores frizzled humanos, que comprenden uno, dos, tres, cuatro, cinco y/o seis de las CDR de 18R5
y/o 18R8 (véase la Tabla 4 del Ejemplo 1 mas adelante) con hasta cuatro (es decir, 0, 1, 2, 3 0 4) sustituciones
conservativas de aminoacidos por CDR. De esta manera, la divulgacion proporciona polipéptidos que incluyen, pero
sin limitacion, anticuerpos que unen especificamente a uno o mas receptores frizzled humanos que comprenden
una, dos, tres, cuatro, cinco y/o seis de las CDR de 18R5 y/o 18R8. En determinadas realizaciones, los polipéptidos
comprenden la CDR3 de cadena pesada de 18R8 y/o la CDR3 de cadena ligera de 18R5 o0 18R8. En determinadas
realizaciones, una o varias CDR de cadena pesada estan contenidas dentro de la region variable de cadena pesada
y/o una o varias CDR de cadena ligera estan contenidas dentro de una regién variable de cadena ligera.

Por ejemplo, la divulgacion proporciona un polipéptido (por ejemplo, un anticuerpo) que se une especificamente a un
receptor frizzled humano, en el que el polipéptido comprende una regién variable de cadena pesada que comprende:
(a) una CDR1 de cadena pesada que comprende GFTFSHYTLS (SEQ ID NO: 1) , o una variante de la misma que
comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones de aminoacidos; (b) una CDR2 de cadena pesada VISGDGSYTYYADSVKG
(SEQ ID NO: 2), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones de aminoacidos; y/o (c) una
CDR3 de cadena pesada que comprende NFIKYVFAN (SEQ ID NO: 3), o una variante de la misma que comprende
1, 2, 3 0 4 sustituciones de aminoacidos. En determinadas realizaciones, el polipéptido comprende ademas una
region variable de cadena ligera que comprende: (a) una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDKLGKKYAS
(SEQ ID NO: 4) o SGDNIGSFYVH (SEQ ID NO: 7), o una variante de SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 7 que
comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones de aminoacidos; (b) una CDR2 de cadena ligera que comprende EKDNRPSG
(SEQ ID NO: 5) 0 DKSNRPSG (SEQ ID NO: 8), 0 una variante de SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 8 que comprende 1,
2, 3 0 4 sustituciones de aminoacidos; y/o (c) una CDR3 de cadena ligera que comprende SSFAGNSLE (SEQ ID
NO: 6) 0 QSYANTLSL (SEQ ID NO: 9) o una variante de SEQ ID NO: 6 0 SEQ ID NO: 9 que comprende 1, 2,304
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sustituciones de aminoéacidos. En determinadas realizaciones, las sustituciones de aminoacidos son sustituciones
conservativas.

Por tanto, la divulgacion proporciona polipéptidos o anticuerpos que comprenden una CDR1 de cadena pesada que
comprende GFTFSHYTLS (SEQ ID NO: 1), una CDR2 de cadena pesada que comprende VISGDGSYTYYADSVKG
(SEQ ID NO: 2) y/o una CDRS3 de cadena pesada que comprende NFIKYVFAN (SEQ ID NO: 3). En determinadas
realizaciones, una o varias CDR de cadena ligera estan contenidas dentro de una region variable de una cadena
pesada de anticuerpo. En determinadas realizaciones, el polipéptido o anticuerpo que comprende la una o mas CDR
de cadena pesada une especificamente uno o mas receptores frizzled humanos. En determinadas realizaciones, una
o varias CDR se han modificado con 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos. En determinadas
realizaciones, cada una de las CDR de cadena pesada se ha modificado por un maximo de 1-2 sustituciones
conservativas de aminoacidos.

La divulgaciéon también proporciona un anticuerpo que se une especificamente a un receptor frizzled humano, en el
qgue el anticuerpo comprende una regién variable de cadena pesada que comprende: (a) una CDR1 de cadena
pesada que comprende GFTFSHYTLS (SEQ ID NO: 1), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 30 4
sustituciones de aminoacidos; (b) una CDR2 de cadena pesada que comprende VISGDGSYTYYADSVKG (SEQ ID
NO: 2), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones de aminoécidos; y (c) una CDR3 de
cadena pesada que comprende NFIKYVFAN (SEQ ID NO: 3), o una variante de la misma que comprende 1,2,3 04
sustituciones de aminoacidos. En determinadas realizaciones, el anticuerpo comprende ademas una region variable
de cadena ligera que comprende: (a) una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDKLGKKYAS (SEQ ID NO: 4)
0 SGDNIGSFYVH (SEQ ID NO: 7), o una variante de SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 7 que comprende 1, 2, 30 4
sustituciones de aminoécidos; (b) una CDR2 de cadena ligera que comprende EKDNRPSG (SEQ ID NO: 5) o
DKSNRPSG (SEQ ID NO: 8) , o una variante de SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 8 que comprende 1, 2, 3 0 4
sustituciones de aminoécidos; y (c) una CDR3 de cadena ligera que comprende SSFAGNSLE (SEQ ID NO: 6) o
QSYANTLSL (SEQ ID NO: 9) , o una variante de SEQ ID NO: 6 o0 SEQ ID NO: 9 que comprende 1, 2, 3 0 4
sustituciones de aminoacidos. En algunas realizaciones alternativas, el anticuerpo, en lugar de eso, comprende
ademas una regién variable de cadena ligera que comprende: (a) una CDR1 de cadena ligera que comprende
SGDKLGKKYAS (SEQ ID NO: 4) o SGDNIGSFYVH (SEQ ID NO: 7); (b) una CDR2 de cadena ligera que comprende
EKDNRPSG (SEQ ID NO: 5) o DKSNRPSG (SEQ ID NO: 8); y (c) una CDR3 de cadena ligera que comprende
SSFAGNSLE (SEQ ID NO: 6) 0 QSYANTLSL (SEQ ID NO: 9). En determinadas realizaciones, el anticuerpo se une
especificamente a FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 ylo FZD8 . En determinadas realizaciones, el anticuerpo se une
especificamente a dos o mas receptores frizzled humanos que incluyen FZD5 y FZD8. En determinadas
realizaciones, las sustituciones de aminoacidos son sustituciones conservativas.

La divulgacion proporciona adicionalmente un polipéptido (por ejemplo, un anticuerpo) que se une especificamente a
un receptor frizzled humano, en el que el polipéptido comprende una region variable de cadena ligera que
comprende: (a) una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDKLGKKYAS (SEQ ID NO: 4) o SGDNIGSFYVH
(SEQ ID NO: 7), o una variante de SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 7 que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones de
aminoacidos; (b) una CDR2 de cadena ligera que comprende EKDNRPSG (SEQ ID NO: 5) o DKSNRPSG (SEQ ID
NO: 8), 0 una variante de SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 8 que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones de aminoécidos;
y/o (¢) una CDR3 de cadena ligera que comprende SSFAGNSLE (SEQ ID NO: 6) 0 QSYANTLSL (SEQ ID NO: 9) o
una variante de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 9 que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones de aminoacidos. En
determinadas realizaciones, las sustituciones de aminoacidos son sustituciones conservativas.

También se proporcionan polipéptidos o anticuerpos que comprenden (a) una CDR1 de cadena ligera que
comprende la secuencia SGD(K/N)(L/I)G(K/S)(K/F)Y(A/V)(S/H) (SEQ ID NO: 71) o la secuencia de la SEQ ID NO: 71
con hasta cuatro (es decir, 0, 1, 2, 3 0 4) sustituciones conservativas de aminoacidos, (b) una CDR2 de cadena
ligera que comprende la secuencia (E/D)K(D/S)NRPSG (SEQ ID NO: 72) o la secuencia de la SEQ ID NO: 72 con
hasta cuatro sustituciones conservativas de aminoacidos y/o (c) una CDR3 de cadena ligera que comprende la
secuencia (S/Q)S(F/Y)A(G/N)(N/T)(sin aa/L)SL(E/sin aa) (indicando "sin aa/L" que es L o sin aminoacido e indicando
"E/sin aa" que es E o sin aminoacido); SEQ ID NO: 73) o la secuencia de SEQ ID NO: 73 con hasta cuatro
sustituciones conservativas de aminoacidos.

La divulgacion también proporciona polipéptidos o anticuerpos que comprenden una CDR1 de cadena ligera que
comprende SGDKLGKKYAS (SEQ ID NO: 4) o SGDNIGSFYVH (SEQ ID NO: 7), una CDR2 de cadena ligera que
comprende EKDNRPSG (SEQ ID NO: 5) o DKSNRPSG (SEQ ID NO: 8), y/o una CDR3 de cadena ligera que
comprende SSFAGNSLE (SEQ ID NO: 6) o QSYANTLSL (SEQ ID NO: 9). En determinadas realizaciones, el
polipéptido o anticuerpo comprende una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDNIGSFYVH (SEQ ID NO: 7),
una CDR2 de cadena ligera que comprende DKSNRPSG (SEQ ID NO: 8), y una CDR3 de cadena ligera que
comprende QSYANTLSL (SEQ ID NO: 9). En determinadas realizaciones alternativas, el polipéptido o anticuerpo
comprende una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDKLGKKYAS (SEQ ID NO: 4), una CDR2 de cadena
ligera que comprende EKDNRPSG (SEQ ID NO: 5), y una CDR3 de cadena ligera que comprende SSFAGNSLE
(SEQ ID NO: 6) . En determinadas realizaciones, una o varias CDR de cadena ligera estan contenidas dentro de una
regiéon variable de una cadena ligera de anticuerpo. En determinadas realizaciones, el polipéptido o anticuerpo se
une especificamente a uno o mas receptores frizzled humanos. En determinadas realizaciones, el polipéptido o
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anticuerpo que comprende una o mas CDR de cadena ligera une especificamente uno o mas receptores frizzled
humanos. En determinadas realizaciones, la una o varias CDR se han modificado con 1, 2, 3 o 4 modificaciones
conservativas. En determinadas realizaciones, cada una de las CDR de cadena ligera se ha modificado por un
maximo de 1-2 sustituciones conservativas de aminoacidos.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que comprende
GFTFSHYTLS (SEQ ID NO: 1), una CDR2 de cadena de cadena pesada que comprende VISGDGSYTYYADSVKG
(SEQ ID NO: 2) y una CDR3 de cadena pesada que comprende NFIKYVFAN (SEQ ID NO: 3); y/o (b) una CDR1 de
cadena ligera que comprende SGDKLGKKYAS (SEQ ID NO: 4) o0 SGDNIGSFYVH (SEQ ID NO: 7), una CDR2 de
cadena ligera que comprende EKDNRPSG (SEQ ID NO: 5) o DKSNRPSG (SEQ ID NO: 8) y una CDRS3 de cadena
ligera que comprende SSFAGNSLE (SEQ ID NO: 6) 0 QSYANTLSL (SEQ ID NO: 9). En determinadas realizaciones
el anticuerpo comprende (a) una CDR1 de cadena pesada que comprende GFTFSHYTLS (SEQ ID NO: 1), una
CDR2 de cadena pesada que comprende VISGDGSYTYYADSVKG (SEQ ID NO: 2), y una CDR3 de cadena pesada
que comprende NFIKYVFAN (SEQ ID NO: 3) ; y (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDKLGKKYAS
(SEQ ID NO: 4) , una CDR2 de cadena ligera que comprende EKDNRPSG (SEQ ID NO: 5) y una CDR3 de cadena
ligera que comprende SSFAGNSLE (SEQ ID NO: 6) . En determinadas realizaciones, el anticuerpo comprende: (a)
una CDR1 de cadena pesada que comprende GFTFSHYTLS (SEQ ID NO: 1), una CDR2 de cadena pesada que
comprende VISGDGSYTYYADSVKG (SEQ ID NO: 2) y una CDR3 de cadena pesada que comprende NFIKYVFAN
(SEQ ID NO: 3) y (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDNIGSFYVH (SEQ ID NO: 7), una CDR2 de
cadena ligera que comprende DKSNRPSG (SEQ IDNO; 8) y una CDR3 de cadena ligera que comprende
QSYANTLSL (SEQ ID NO: 9) . En determinadas realizaciones, una o varias CDR se han modificado con 1, 2, 30 4
sustituciones conservativas de aminoacidos. En determinadas realizaciones, cada una de una o varias CDR se han
modificado por un maximo de 1-2 sustituciones conservativas de aminoacidos.

La divulgacion proporciona adicionalmente polipéptidos que incluyen, pero sin limitacion, anticuerpos que se unen
especificamente a uno o0 mas receptores frizzled humanos, que comprenden uno, dos, tres, cuatro, cinco y/o seis de
las CDR del anticuerpo 44R24 anti FZD (véase la Tabla 7 del ejemplo 18 mas adelante) con hasta cuatro (es decir,
0, 1, 2, 3 o 4) sustituciones conservativas de aminoacidos por CDR. Por tanto, la divulgaciéon proporciona
polipéptidos que incluyen, pero sin limitacion, anticuerpos que se unen especificamente a uno o mas receptores
frizzled humanos que comprenden uno, dos, tres, cuatro, cinco y/o seis de las CDR de 44R24. En determinadas
realizaciones, los polipéptidos comprenden la CDR3 de la cadena pesada de 44R24 y/o la CDR3 de la cadena ligera
de 44R24. En determinadas realizaciones, una o varias CDR de cadena pesada estan contenidas dentro de la region
variable de cadena pesada y/o una o varias CDR de cadena ligera estan contenidas dentro de la region variable de
cadena ligera.

La divulgacion también proporciona un polipéptido (por ejemplo, un anticuerpo) que se une especificamente a FZD5
y/lo FZD8 humano, en el que el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que comprende
GFTFSSYYIT (SEQ ID NO: 77) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones conservativas
de aminoacidos; una CDR2 de cadena pesada que comprende TISYSSSNTYYADSVKG (SEQ ID NO: 78) o una
variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones conservativas de aminoacidos y una CDR3 de cadena
pesada que comprende SIVFDY (SEQ ID NO: 79) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4
sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDALGNRYVY
(SEQ ID NO: 80) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones conservativas de aminoacidos,
una CDR2 de cadena ligera que comprende SG (SEQ ID NO: 81) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3
0 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y una CDR3 de cadena ligera que comprende GSWDTRPYPKY
(SEQ ID NO: 82) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones conservativas de aminoacidos.
En determinadas realizaciones, el anticuerpo (u otro polipéptido de unién a FZD) comprende: (a) una CDR1 de
cadena pesada que comprende GFTFSSYYIT (SEQ ID NO: 77), una CDR2 de cadena pesada que comprende
TISYSSSNTYYADSVKG (SEQ ID NO: 78) , y una CDR3 de cadena pesada que comprende SIVFDY (SEQ ID NO:
79) ; y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDALGNRYVY (SEQ ID NO: 80), una CDR2 de cadena
ligera que comprende SG (SEQ ID NO: 81) y una CDR3 de cadena ligera que comprende GSWDTRPYPKY (SEQ ID
NO: 82). También se proporcionan polipéptidos que comprenden una de las cadenas ligeras o pesadas individuales
descritas en el presente documento asi como polipéptidos (por ejemplo, anticuerpos) que comprenden tanto una
cadena ligera como una cadena pesada.

También se proporcionan polipéptidos que comprenden: (a) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente 80
% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 10; y/o (b) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente 80
% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 14. En determinadas realizaciones, el polipéptido
comprende un polipéptido que tiene al menos aproximadamente 85 %, al menos aproximadamente 90 %; al menos
aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 97 % o al menos aproximadamente 99 % de identidad de
secuencia con las SEQ ID NO: 10, 12 o 14. Por tanto, en determinadas realizaciones, el polipéptido comprende: (a)
un polipéptido que tiene al menos aproximadamente 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 10 y/o (b)
un polipéptido que tiene al menos aproximadamente 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 12 0 14. En
determinadas realizaciones, el polipéptido comprende: (a) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10; y/o (b) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 14.
En determinadas realizaciones, el polipéptido comprende: (a) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos
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de SEQ ID NO: 11; y/o (b) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 o SEQ ID NO:
15. En determinadas realizaciones, el polipéptido es un anticuerpo y/o el polipéptido se une especificamente a uno o
mas receptores frizzled humanos (por ejemplo, FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y/o FZD8). Por ejemplo, la divulgacion
proporciona un anticuerpo que se une especificamente a un receptor frizzled humano que comprende: (a) un
polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10; y (b) un polipéptido que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 14. En determinadas realizaciones, el polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 10 es
una region variable de cadena pesada. En determinadas realizaciones, el polipéptido que comprende la SEQ ID NO:
12 o0 14 es una regidn variable de cadena ligera. En determinadas realizaciones, el polipéptido que tiene un
determinado porcentaje de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 10, 12 o 14 difiere de la SEQ ID NO: 10, 12 o
14 solo por sustituciones conservativas de aminoacidos.

En determinadas realizaciones, el polipéptido o anticuerpo comprende: (a) la SEQ ID NO: 10y la SEQ ID NO: 12; (b)
la SEQ ID NO: 10 y la SEQ ID NO: 14; (c) la SEQ ID NO: 11y la SEQ ID NO: 13; o (d) la SEQ ID NO: 11 y la SEQ ID
NO: 15.

La divulgacién proporciona adicionalmente un anticuerpo u otro polipéptido que se une especificamente a FZD5 y/o
FZD8 y que comprende: (a) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente
85 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 97 % o al
menos aproximadamente 99 % de identidad con la SEQ ID NO: 85 y/o (b) un polipéptido que tiene al menos
aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 85 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos
aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 97 % o al menos aproximadamente 99 % de identidad con la
SEQ ID NO: 86. En determinadas realizaciones alternativas, el polipéptido o anticuerpo comprende la SEQ ID NO:
85 y/o SEQ ID NO: 86.

En determinadas realizaciones, el agente de uniéon a FZD comprende, consiste esencialmente, o consiste en un
anticuerpo anti FZD seleccionado del grupo que consiste en los anticuerpos de IgG: 18R8, 18R5, 18R4605,
18R4805 y 44R24.

En determinadas realizaciones, el agente de unién a FZD comprende las cadenas pesadas y las cadenas ligeras del
anticuerpo de 1gG2, 18R8 (con o sin la secuencia lider). En determinadas realizaciones, el agente de union a FZD es
el anticuerpo de 1gG2, 18R8. El ADN que codifica las cadenas pesadas y las cadenas ligeras del anticuerpo de 1gG2,
18R8, se depositd en la coleccién americana de cultivos tipo (American Type Culture Collection (ATCC)), 10801
University Boulevard, Manassas, VA, Estados Unidos, segun las condiciones del Tratado de Budapest el 29 de
septiembre de 2008, y se le asignd el nimero de identificacion de depésito en la ATCC, PTA-9540. En determinadas
realizaciones, el agente de uniéon a FZD comprende las cadenas pesadas y las cadenas ligeras del anticuerpo de
IgG2, 18R5 (con o sin la secuencia lider). En determinadas realizaciones, el agente de unién a FZD es el anticuerpo
de 1gG2, 18R5. El ADN que codifica las cadenas pesadas y las cadenas ligeras del anticuerpo de 19G2, 18R5, se
deposité en la ATCC, segun las condiciones del Tratado de Budapest el 29 de septiembre de 2008, y se le asigné el
namero de identificacion de depdsito en la ATCC, PTA-9541.

En determinadas realizaciones, el agente de union a FZD es un anticuerpo de IgG codificado por el plasmido
depositado en la ATCC el 26 de agosto de 2009, y se le asigné el nimero de identificacion de depdsito PTA-10307,
PTA-10309 o PTA-10311.

En determinadas realizaciones, el agente de unién a FZD es un agente que compite por la unién especifica a FZD1,
FzZD2, FZD5, FZD7 ylo FZD8, con un anticuerpo codificado por el plasmido que tiene el nimero de identificacion de
depdsito en la ATCC, PTA-9540, PTA-9541, PTA-10307 o PTA-10309 (por ejemplo, en un ensayo de union
competitiva). En determinadas realizaciones alternativas, el agente de uniéon a FZD es un agente que compite por la
union especifica a FZD5 y/o FZD8 con un anticuerpo codificado por el plasmido que tiene el nimero de identificacién
de depdsito en la ATCC, PTA-10311.

En determinadas realizaciones, el agente de unidon a FZD tiene una semivida circulante en ratones, monos
cinomolgos o seres humanos, de al menos aproximadamente 10 horas, al menos aproximadamente 24 horas, al
menos aproximadamente 3 dias, al menos aproximadamente 1 semana o al menos aproximadamente 2 semanas.
En determinadas realizaciones, el agente de unién a FZD es un anticuerpo de 1gG (por ejemplo, IgG1 o 1gG2) que
tiene una semivida circulante en ratones, monos cinomolgos o seres humanos de al menos aproximadamente 10
horas, al menos aproximadamente 24 horas, al menos aproximadamente 3 dias, al menos aproximadamente 1
semana o al menos aproximadamente 2 semanas. En la técnica se conocen métodos para aumentar la semivida de
agentes tales como polipéptidos y anticuerpos. Por ejemplo, los métodos conocidos para aumentar la semivida
circulante de anticuerpos de IgG incluyen la introduccién de mutaciones en la regién Fc lo que aumenta la union
dependiente de pH del anticuerpo con el receptor neonatal Fc (FCRn, por sus siglas neonatal Fc receptor) a un pH
de 6,0 (véanse, por ejemplo, las publicaciones de patentes de Estados Unidos N°. 2005/0276799, 2007/0148164 y
2007/0122403). Los métodos conocidos para aumentar la semivida circulante de fragmentos de anticuerpo que
carecen de la region Fc incluyen técnicas tales como PEGilacion.

Los anticuerpos policlonales se pueden preparar por cualquier método conocido. Los anticuerpos policlonales se
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suscitan al inmunizar a un animal (por ejemplo un conejo, rata, ratdn, burro, etc.), mediante inyecciones mdultiples
subcutaneas o intraperitoneales del antigeno en cuestion (un fragmento peptidico purificado, una proteina
recombinante de longitud completa, una proteina de fusion, etc.), opcionalmente conjugado con hemocianina de lapa
californiana (KLH, por sus siglas keyhole limpet hemocyanin), seroalbimina, etc., diluido en solucion salina estéril y
combinado con un adyuvante (por ejemplo, adyuvante de Freund, completo o incompleto) para formar una emulsion
estable. Después, el anticuerpo policlonal se recupera de la sangre, ascitis y similar, de un animal inmunizado de
esta manera. La sangre extraida se coagula y el suero se decanta, se aclara por centrifugacion y se determina el
titulo del anticuerpo. Los anticuerpos policlonales se pueden purificar de suero o ascitis de acuerdo con métodos
estandar conocidos en la técnica que incluyen cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio iénico,
electroforesis en gel, dialisis, etc.

Se pueden preparar anticuerpos monoclonales utilizando métodos de hibridoma, tales como los descritos por Kohler
y Milstein (1975) Nature 256:495). Utilizando el método de hibridoma, un ratén, hamster u otro animal hospedador
apropiado, se inmuniza como se describe anteriormente para suscitar la produccion de anticuerpos por linfocitos que
se uniran especificamente a un antigeno inmunizante. Los linfocitos también pueden inmunizarse in vitro. Después
de la inmunizacion, los linfocitos se aislan y se fusionan con una linea de células de mieloma adecuada utilizando,
por ejemplo, polietilenglicol, para formar células de hibridoma que después se pueden separar por seleccion de
linfocitos no fusionados y células de mieloma. Los hibridomas que producen anticuerpos monoclonales dirigidos
especificamente contra un antigeno seleccionado, determinado por inmunoprecipitacion, inmunotransferencia o por
un ensayo de unién in vitro (por ejemplo radioinmunoensayo (RIA), ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA, de inglés enzyme-linked immunosorbent assay) se pueden propagar después ya sea mediante cultivo in
vitro utilizando métodos estandar (Goding, Monoclonal Antibodies: Principies and Practice, Academic Press, 1986) o
in vivo, como tumores asciticos en un animal. Después, los anticuerpos monoclonales se pueden purificar del medio
de cultivo o del liquido ascitico como se describe anteriormente para anticuerpos policlonales.

De manera alternativa, también pueden crearse anticuerpos monoclonales utilizando métodos de ADN recombinante
como se describe en la patente de Estados Unidos 4.816.567. Los polinucledtidos que codifican un anticuerpo
monoclonal se aislan de linfocitos B maduros o de células de hibridoma, tal como mediante RT-PCR utilizando
cebadores oligonucleotidicos que amplifican especificamente los genes que codifican las cadenas pesada y ligera
del anticuerpo, y su secuencia se determina utilizando procedimientos convencionales. Los polinuclettidos aislados
gue codifican las cadenas pesada y ligera se clonan después en vectores de expresioén adecuados, que cuando se
transfectan en células hospedadoras, tales como células de E. coli, células COS de simio, células de ovario de
hamster Chino (CHO, por sus siglas chinese hamster ovary) o células de mieloma que, de otra manera, no producen
la proteina inmunoglobulina, los anticuerpos monoclonales son generados por las células hospedadoras. Ademas,
tal y como se ha descrito (McCafferty et al., 1990, Nature, 348:552-554; Clackson et al., 1991, Nature, 352:624-628;
y Marks et al., 1991, J. Mol. Biol., 222:581-597), también se pueden aislar anticuerpos monoclonales recombinantes
o fragmentos de los mismos de la especie deseada, de bibliotecas de presentacion en fago que expresan las CDR
de la especie deseada.

Para generar anticuerpos alternativos, uno o varios de los polinucleétidos que codifican un anticuerpo monoclonal se
pueden modificar adicionalmente de numerosas maneras diferentes utilizando tecnologia de ADN recombinante. En
determinadas realizaciones, los dominios constantes de las cadenas ligera y pesada de, por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal de ratén, se pueden sustituir 1) por aquellas regiones de, por ejemplo, un anticuerpo humano para
generar un anticuerpo quimérico o 2) por un polipéptido que no sea inmunoglobulina, para generar un anticuerpo de
fusién. En determinadas realizaciones, las regiones constantes se truncan o se separan para generar el fragmento
de anticuerpo deseado de un anticuerpo monoclonal. Para optimizar la especificidad, afinidad, etc., de un anticuerpo
monoclonal, se puede utilizar mutagénesis dirigida o de alta densidad de la regién variable.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo monoclonal contra uno o varios de los receptores frizzled humanos es
un anticuerpo humanizado. En determinadas realizaciones, dichos anticuerpos se utilizan terapéuticamente para
reducir la antigenicidad y las respuestas HAMA (anticuerpos humanos anti ratén, por las siglas human anti-mouse
antibody) cuando se administra a un ser humano. Los anticuerpos humanizados se pueden producir utilizando
diversas técnicas conocidas en la materia. En determinadas realizaciones alternativas, el anticuerpo contra uno o
varios de los receptores frizzled humanos es un anticuerpo humano.

Los anticuerpos humanos se pueden preparar directamente utilizando diversas técnicas conocidas en la materia.
Pueden generarse linfocitos B humanos inmortalizados inmunizados in vitro o aislados de un individuo inmunizado
que produce un anticuerpo dirigido contra un antigeno diana (véase, por ejemplo, Cole et al., Monoclonal Antibodies
and Cancer Theraphy, Alan R. Liss, p. 77 (1985); Boemer et al., 1991, J. Immunol., 147 (1):86-95; y la patente de
Estados Unidos 5.750.373). Ademas, el anticuerpo humano se puede seleccionar de una fagoteca que expresa
anticuerpos humanos como se describe, por ejemplo, en Vaughan et al., 1996, Nat. Biotech., 14:309-314, Sheets et
al., 1998, Proc. Nat'l. Acad. Sci. , 95:6157-6162, Hoogenboom y Winter, 1991, J. Mol. Biol., 227:381, y en Marks et
al.,, 1991, J. Mol. Biol., 222:581). Las técnicas para la generacion y uso de fagotecas de anticuerpo también se
describen en las patentes de Estados Unidos N°. 5.969.108; 6.172.197; 5.885.793; 6.521.404; 6.544.731; 6.555.313;
6.582.915; 6.593.081; 6.300.064; 6.653.068; 6.706.484 y 7.264.963; y en Rothe et al., 2007, J. Mol. Bio.,
doi:10.1016/j.jmb.2007.12.018. En la técnica se conocen estrategias de maduracién por afinidad y de barajado de
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cadena (Marks et al., 1992, Bio/Technology 10:779-783) y se pueden emplear para generar anticuerpos humanos de
alta afinidad.

Los anticuerpos humanizados también se pueden crear en ratones transgénicos que contengan loci de
inmunoglobulina humana que sean capaces, después de inmunizacion, de producir el repertorio completo de
anticuerpos humanos en ausencia de producciéon de inmunoglobulina endégena. Este enfoque se describe en las
patentes de Estados Unidos 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425 y 5.661.016.

Esta divulgacion también abarca anticuerpos biespecificos que reconocen especificamente un receptor frizzled
humano. Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos que son capaces de reconocer especificamente, y de unirse
a, al menos dos epitopos diferentes. Los epitopos diferentes pueden estar dentro de la misma molécula (por
ejemplo, el mismo receptor frizzled humano) o en moléculas diferentes, de tal manera que ambos anticuerpos, por
ejemplo, pueden reconocer especificamente y unirse a un receptor frizzled humano asi como, por ejemplo, a 1) una
molécula efectora sobre un leucocito, tal como un receptor de linfocitos T (por ejemplo, CD3) o un receptor Fc (por
ejemplo CD64, CD32 o CD16), o 2) un agente citotoxico, como se describe con detalle mas adelante. En
determinadas realizaciones, el anticuerpo biespecifico une especificamente a al menos un receptor frizzled humano,
asi como a cualquiera de VEGF, un ligando Notch, tal como un ligando similar a delta (por ejemplo, DLL4) o jagged,
0 al menos a un receptor Notch seleccionado del grupo que consiste en Notch 1, Notch 2, Notch 3 y Notch 4. Los
anticuerpos biespecificos pueden ser anticuerpos intactos o fragmentos de anticuerpo.

Los anticuerpos biespecificos a modo de ejemplo se pueden unir a dos epitopos diferentes, al menos uno de los
cuales se origina en un polipéptido de la divulgacién. De manera alternativa, un brazo anti antigénico de una
molécula de inmunoglobulina se puede combinar con un brazo que se une a una molécula activadora sobre un
leucocito, tal como una molécula receptora de linfocitos T (por ejemplo CD2, CD3, CD2 8 o B7) o receptores Fc para
IgG para centralizar los mecanismos de defensa celular a la célula que expresa el antigeno particular. Los
anticuerpos biespecificos también se pueden utilizar para dirigir agentes citotoxicos a células que expresan un
antigeno particular. Estos anticuerpos poseen un brazo de unién a antigeno y un brazo que se une a un agente
citotoxico o a un quelante radiondclido, tal como EOTUBE, DPTA, DOTA o TETA. Las técnicas para preparar
anticuerpos biespecificos son comunes en la materia (Millstein et al., 1983, Nature 305:537-539; Brennan et al.,
1985, Science 229:81; Suresh et al, 1986, Methods in Enzymol. 121:120; Traunecker et al., 1991, EMBO J. 10:3655-
3659; Shalaby et al., 19 92, J. Exp. Med. 175:217-225; Kolstelny et al., 1992, J. Immunol. 148:1547-1553; Gruber et
al., 1994, J. Immunol. 152:5368; y patente de Estados Unidos. 5.731.168). También se contemplan anticuerpos con
mas de dos valencias. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos triespecificos (Tutt et al., J. Immunol. 147:60
(1991)). Por tanto, en determinadas realizaciones los anticuerpos contra uno o varios receptores frizzled humanos
son multiespecificos.

De manera alternativa, en determinadas realizaciones alternativas, los agentes de unién a FZD de la invencion son
anticuerpos no biespecificos.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos (u otros polipéptidos) descritos en el presente documento pueden ser
monoespecificos. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, cada uno del uno o mas sitios de unién a antigeno
que contiene un anticuerpo es capaz de unirse (0 se une) al mismo uno o mas receptores FZD humanos (por
ejemplo FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 o FZD8, o un epitopo homologo sobre alguna combinacién de los FZD). En
determinadas realizaciones, un sitio de union a antigeno de un anticuerpo monoespecifico descrito en el presente
documento es capaz de unirse (0 se une) a uno, dos, tres, cuatro o cinco (0 mas) receptores frizzled humanos.

En determinadas realizaciones se proporciona un fragmento de anticuerpo para, por ejemplo, aumentar la
penetracion tumoral. Se conocen diversas técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpo.
Tradicionalmente, estos fragmentos se obtienen mediante digestion proteolitica de anticuerpos intactos (por ejemplo,
Morimoto et al., 1993, Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117; Brennan et al., 1985, Science,
229:81). En determinadas realizaciones, los fragmentos de anticuerpo se producen de manera recombinante. Todos
los fragmentos de anticuerpo Fab, Fv y scFv se pueden expresar y pueden ser secretados por E. coli u otras células
hospedadoras y de esta manera permitir la produccion de grandes cantidades de estos fragmentos. Los fragmentos
de anticuerpo también se pueden aislar de las fagotecas de anticuerpo descritas anteriormente. Los fragmentos de
anticuerpo también pueden ser anticuerpos lineales, como se describe, por ejemplo, en la patente de Estados
Unidos 5.641.870 y pueden ser monoespecificos o biespecificos. Otras técnicas para la produccion de fragmentos
de anticuerpo seran obvias para el experto en la materia.

De acuerdo con la presente divulgacion, se pueden adaptar técnicas para la produccién de anticuerpos de cadena
sencilla especificos para uno o mas receptores frizzled humanos (véase la patente de Estados Unidos No.
4.946.778). Ademas, se pueden adaptar métodos para la construccion de bibliotecas de expresion de Fab (Huse, et
al., Science 246:1275-1281 (1989)) para permitir una identificacién rapida y eficaz de fragmentos Fab monoclonales
con la especificidad deseada para un receptor FZD, o derivados, fragmentos, analogos y homologos de los mismos.
Se pueden producir fragmentos de anticuerpo por técnicas conocidas en la materia que incluyen, pero sin limitacion:
(a) un fragmento F(ab")2 producido por digestiéon con pepsina de una molécula de anticuerpo; (b) un fragmento Fab
generado al reducir los puentes disulfuro de un fragmento F(ab")2, (c) un fragmento Fab generado por el tratamiento
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de la molécula de anticuerpo con papaina y un agente reductor, y (d) fragmentos Fv.

Ademas, puede ser deseable, especialmente en el caso de fragmentos de anticuerpo, modificar un anticuerpo con el
fin de aumentar su semivida en suero. Esto se puede realizar, por ejemplo, incorporando un epitopo de unién de
receptor de rescate en el fragmento de anticuerpo por mutacion de la regiéon apropiada en el fragmento de
anticuerpo o incorporando el epitopo en una etiqueta peptidica que después se fusiona con el fragmento de
anticuerpo en cualquier extremo o en el centro (por ejemplo, mediante sintesis de ADN o peptidica).

Los anticuerpos heteroconjugados también estan dentro del alcance de la presente divulgacion. Los anticuerpos
heteroconjugados estan constituidos por dos anticuerpos unidos por enlace covalente. Dichos anticuerpos se han
propuesto, por ejemplo, para dirigir células inmunitarias a células no deseadas (patente de Estados Unidos n°.
4.676.980). Se contempla que los anticuerpos se puedan preparar in vitro utilizando métodos conocidos en quimica
de sintesis de proteinas, incluyendo los implican agentes reticulantes. Por ejemplo, se pueden construir
inmunotoxinas utilizando una reaccion de intercambio de disulfuro o por formaciéon de un enlace tioéter. Como
ejemplos de reactivos adecuados para este proposito se incluyen iminotiolato y metil-4-mercapto-butirimidato.

Para los propésitos de la presente divulgacion, debera apreciarse que los anticuerpos modificados pueden
comprender cualquier tipo de region variable que proporcione la asociacion del anticuerpo con los polipéptidos de un
receptor FZD humano. A este respecto, la region variable puede comprender o proceder de cualquier tipo de
mamifero que pueda inducirse para general una respuesta humoral y generar inmunoglobulinas contra el antigeno
asociado al tumor deseado. Como tal, la region variable de los anticuerpos modificados puede ser, por ejemplo, de
origen humano, murino, primate no humano (por ejemplo, mono cinomolgo, etc.) o lupino. En algunas realizaciones,
las regiones tanto variable como constante de las inmunoglobulinas modificadas son humanas. En otras
realizaciones las regiones variables de anticuerpos compatibles (habitualmente derivados de una fuente no humana)
pueden modificarse por ingenieria genética o pueden adecuarse especificamente para mejorar las propiedades de
unién o reducir la inmunogenicidad de la molécula. A este respecto las regiones variables Utiles en la presente
divulgacion pueden humanizarse o alterarse de alguna otra manera mediante la inclusion de secuencias de
aminoacidos importadas.

En determinadas realizaciones, los dominios variables de las cadenas tanto pesada como ligera se alteran por
reemplazo al menos parcial de una o mas CDR vy, si fuera necesario, por reemplazo parcial de la regién estructural y
cambio de secuencia. Aunque las CDR pueden derivar de un anticuerpo de la misma clase o incluso subclase que el
anticuerpo del cual derivan las regiones estructurales, se considera que las CDR derivaran de un anticuerpo de clase
diferente y preferentemente de un anticuerpo de una especie diferente. Puede que no sea necesario reemplazar la
totalidad de las CDR por las CDR completas de la region variable donadora para transferir la capacidad de unién a
antigeno de un dominio variable a otro. En vez de esto, puede que solo sea necesario transferir aquellos restos que
sean necesarios para mantener la actividad del sitio de unién a antigeno. Dadas las explicaciones expuestas en las
patentes de Estados Unidos n°. 5.585.089; 5.693.761 y 5.693.762, estara dentro de la competencia de los expertos
en la técnica, ya sea llevando a cabo una experimentacion sistematica o por ensayo de prueba y error, obtener un
anticuerpo funcional con inmunogenicidad reducida.

A pesar de las alteraciones en la region variable, los expertos en la técnica apreciardn que los anticuerpos
modificados de esta divulgacion comprenderan anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos de longitud completa o
fragmentos inmunorreactivos de los mismos) en los que al menos una fraccion de uno o mas dominios de region
constante han sido suprimidos o alterados de alguna otra manera para proporcionar las caracteristicas bioguimicas
deseadas, tales como aumento de la localizacion del tumor o reduccién de la semivida en suero cuando se compara
con un anticuerpo de aproximadamente la misma inmunogenicidad que comprende una regién constante nativa o
inalterada. En algunas realizaciones, la regién constante de los anticuerpos modificados comprendera una region
constante humana. Las modificaciones en la regién constante compatibles con esta divulgacion comprenden
adiciones, supresiones 0 sustituciones de uno o mas aminoacidos en uno o mas dominios. Es decir, los anticuerpos
modificados desvelados en el presente documento pueden comprender alteraciones o modificaciones en uno 0 mas
de los tres dominios constantes de la cadena pesada (CH1, CH2 o CH3) y/o en el dominio constante de la cadena
ligera (CL). En algunas realizaciones se contemplan regiones constantes modificadas en las que uno o mas
dominios se han suprimido parcial o completamente. En algunas realizaciones, los anticuerpos modificados
comprenderan construcciones o variantes con dominio suprimido, en el que se ha eliminado todo el dominio CH2
(construcciones ACH2). En algunas realizaciones, el dominio omitido de la region constante se reemplazara por un
espaciador aminoacidico corto (por ejemplo, de 10 restos) que proporcione parte de la flexibilidad molecular
impartida por lo general por la region constante ausente.

Ademas de su configuracion, es sabido en la técnica que la regidn constante actla como mediadora en varias
funciones efectoras. Por ejemplo, la uniéon del componente C1 del complemento con anticuerpos activa el sistema
del complemento. La activacion de complemento es importante en la opsonizacion vy lisis de patégenos celulares. La
activacion del complemento también estimula la respuesta inflamatoria y también puede estar implicada en
hipersensibilidad autoinmunitaria. Ademas, los anticuerpos se unen a células mediante la regién Fc con un sitio
receptor Fc en la region Fc del anticuerpo que se une a un receptor Fc (FCcR) en una célula. Existen nimeros
receptores Fc que son especificos para clases diferentes de anticuerpo, que incluyen IgG (receptores gamma), IgE
(receptores eta), IgA (receptores alfa) e IgM (receptores mu). La unidn de los anticuerpos con los receptores Fc en
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las superficies celulares desencadena varias respuestas biolégicas importantes y diversas que incluyen la
reabsorcion y la destruccion de particulas recubiertas con anticuerpo, la depuracién de complejos inmunitarios, la
lisis de células diana recubiertas con anticuerpo por células citoliticas (denominada citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpo o CCDA), liberacién de mediadores inflamatorios, transferencia placentaria y control de produccién de
inmunoglobulina.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos de unién a FZD proporcionan funciones efectoras alteradas que, a su
vez, alteran el perfil biolégico del anticuerpo administrado. Por ejemplo, la supresién o inactivacién (a través de
mutaciones puntuales u otro medio) de un dominio de regién constante, puede reducir la unién del receptor Fc del
anticuerpo modificado circulante con lo que aumenta la localizacion del tumor. En otros casos puede ser que las
modificaciones de la region constante, que concuerdan con esta divulgacion, moderen la unién del complemento y
por lo tanto reduzcan la semivida en suero y la asociacion inespecifica de una citotoxina conjugada. Otras
modificaciones adicionales de la region constante se pueden utilizar para eliminar enlaces disulfuro o residuos
oligosacaridicos que permiten una localizacion aumentada debido a una especificidad de antigeno o flexibilidad de
anticuerpo aumentadas. De manera similar, pueden realizarse con facilidad modificaciones en la regién constante de
acuerdo con esta divulgacién utilizando técnicas de disefio a nivel bioquimico o molecular bien conocidas dentro del
alcance del experto en la técnica.

En determinadas realizaciones, un agente de uniéon a FZD, que es un anticuerpo, no tiene una o mas funciones
efectoras. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, el anticuerpo no tiene actividad de citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo (CCDA) y/o actividad de citotoxicidad dependiente de complemento (CDC). En
determinadas realizaciones, el anticuerpo no se une a un receptor Fc y/o a factores de complemento. En
determinadas realizaciones, el anticuerpo no tiene funcién efectora.

Se observara que en determinadas realizaciones, los anticuerpos modificados se pueden disefiar para fusionar el
dominio CH3 directamente con la regién bisagra de los anticuerpos modificados respectivos. En otras construcciones
puede ser deseable proporcionar un espaciador peptidico entre la region bisagra y los dominios CH2 y/o CH3
modificados. Por ejemplo, podrian expresarse construcciones compatibles en las que se ha suprimido el dominio
CH2 y el dominio CH3 restante (modificado o no modificado) se une a la regién bisagra con un espaciador de 5-20
aminoacidos. Dicho espaciador se puede afiadir, por ejemplo, para garantizar que los elementos reguladores del
dominio constante permanecen libres y accesibles o que la regiéon bisagra permanece flexible. No obstante, debe
observarse que los espaciadores de aminoacidos, en algunos casos, pueden demostrar ser inmunogénicos y
suscitar una respuesta inmunitaria no deseada contra la construccion. En consecuencia, en determinadas
realizaciones, cualquier espaciador afiadido a la construccion sera relativamente no inmunogénico o incluso se
omitira por completo de manera que se mantengan las cualidades bioquimicas deseadas de los anticuerpos
modificados.

Ademas de la supresion de todos los dominios de la regidon constante, se apreciard que los anticuerpos de la
presente divulgacion se pueden proporcionar por la supresion o sustitucion parcial de algunos o incluso de un solo
aminoacido. Por ejemplo, la mutacidon de un solo aminoacido en areas seleccionadas del dominio CH2 puede ser
suficiente para reducir sustancialmente la unién de Fc y de esta manera aumentar la localizacion del tumor. De
manera similar, puede ser deseable simplemente suprimir la parte de uno o mas dominios de la regién constante que
controlan la funcién efectora (por ejemplo, la unién de Clq al complemento) que se va a modular. Dichas supresiones
parciales de las regiones constantes pueden mejorar las caracteristicas seleccionadas del anticuerpo (semivida en
suero) mientras deja intactas otras funciones deseables asociadas al dominio de la regién constante en cuestion.
Ademas, como indica anteriormente, las regiones constantes de los anticuerpos desvelados pueden estar
modificadas por mutacion o sustitucién de uno o mas aminoacidos que incrementan el perfil de la construccion
resultante. A este respecto, puede ser posible que se altere la actividad proporcionada por un sitio de unién
conservado (por ejemplo, unién de Fc) mientras que mantiene sustancialmente la configuracion y el perfil
inmunogénico del anticuerpo modificado. Determinadas realizaciones pueden comprender la adicién de uno o mas
aminoéacidos en la regién constante para aumentar las caracteristicas deseables tales como disminucién o aumento
de la funcién efectora o para proporcionar mas citotoxinas o unién de hidratos de carbono. En dichas realizaciones
puede ser deseable insertar o copiar secuencias especificas derivadas de dominios de regién constante
seleccionados.

La presente divulgacion abarca adicionalmente variantes y equivalentes que son sustancialmente homaélogos a los
anticuerpos quiméricos, humanizados y humanos, o fragmentos de anticuerpo de los mismos, que se exponen en el
presente documento. Estos pueden contener, por ejemplo mutaciones de sustitucion conservadora, es decir, la
sustituciéon de uno 0 mas aminoacidos por aminoacidos similares. Por ejemplo, sustitucion conservadora se refiere a
la sustitucion de un aminoacido por otro dentro de la misma clase general, tal como, por ejemplo, un aminoacido
acido por otro aminoacido acido, un aminoacido béasico por otro aminoacido basico o un aminoacido neutro por otro
aminoacido neutro. Lo que se entiende por una sustitucién conservadora de aminoacidos es bien conocido en la
técnica.

La divulgacion también se refiere a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo conjugado con un agente
citotéxico. Los agentes citotdxicos incluyen agentes quimioterapéuticos, agentes inhibidores del crecimiento, toxinas
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(por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, o fragmentos de la
misma), isotopos radioactivos (es decir, un radioconjugado), etc. Los agentes quimioterapéuticos Utiles en la
generacion de dichos inmunoconjugados incluyen, por ejemplo, metotrexato, adriamicina, doxorrubicina, melfalan,
mitomicina C, clorambucilo, daunorrubicina u otros agentes intercalantes. Las toxinas enzimaticamente activas y
fragmentos de las mismas que se pueden utilizar incluyen cadena A de difteria, fragmentos activos que no se unen
de la toxina de la difteria, cadena A de exotoxina, cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modecina,
alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y
PAP-S), inhibidor de Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina,
restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos. Estan disponibles diversos radionuclidos para la produccion
de anticuerpos radioconjugados que incluyen 212Bi, 1311, 131In, 90Y y 186Re. Los conjugados del anticuerpo y el
agente citotoxico se fabrican utilizando diversos agentes acopladores de proteina bifuncionales tales como N-
succinimidil 3-(2-piridilditiol)-propionato (SPDP), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales
como clorhidrato de adipimidato de dimetilo), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos
(tales como glutaraldehido), compuestos bis-azido (tales como bis(p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de
bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como 2,6-diisocianato de
tolueno) y compuestos de fldor-bis-activos (tal como 1,5-difluoro-2,4 -dinitrobenceno). También pueden utilizarse
conjugados de un anticuerpo y una o mas toxinas de molécula pequefia, tales como una caliqueamicina,
maitansinoides, un tricoteno y CC1065 y los derivados de estas toxinas que tienen actividad de toxina.

Los anticuerpos de conjugados estan constituidos de dos anticuerpos unidos covalentemente. Se han propuesto a
los anticuerpos de tener, por ejemplo, como objetivo células inmunitarias a células no deseadas (patente de Estados
Unidos nimero 4.676.980), Se contempla que los anticuerpos se puedan preparar in vitro utilizando métodos
conocidos en quimica de proteina sintética, que incluyen aquellos que implican agentes reticulantes. Por ejemplo, se
pueden construir inmunotoxinas utilizando una reaccion de intercambio disulfuro o por formacién de un enlace
tioéter. Como ejemplos de reactivos adecuados para este propdsito se incluyen iminotiolato y metil-4-
mercaptobutirimidato.

Sin importar de qué manera se obtienen cantidades (tiles, los anticuerpos de la presente divulgacion se pueden
utilizar en cualquiera de numerosas formas conjugadas (es decir, un inmunoconjugado) o no conjugadas. De manera
alternativa, los anticuerpos de esta divulgacion se pueden utilizar en una forma no conjugada o "no marcada”. En
determinadas realizaciones, los anticuerpos utilizan en forma no conjugada para aprovechar los mecanismos de
defensa naturales del individuo que incluyen citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) y citoxicidad celular
dependiente de anticuerpo (CCDA) para eliminar Ias células neoplasicas. En algunas reahzamones Ios antlcuergos
seEPueden conjugar con radioisétopos tales como Py, 19|, 131 123 11y 105pp ¥3gm ¢7cy, Ga, * 1

®Re utilizando cualquiera de numerosos quelantes bien conocidos o marcaje directo. En otras reahzamones Ias
composmones desveladas pueden comprender anticuerpos acoplados a farmacos, profarmacos o modificadores de
respuesta biolégica, tales como metotrexato, adriamicina y linfocinas tales como interferén. Otras realizaciones
adicionales de la presente divulgacién comprenden el uso de anticuerpos conjugados con biotoxinas especificas
tales como toxina de ricina o de difteria. En otras realizaciones adicionales los anticuerpos modificados pueden
formar complejos con otros ligandos inmunolégicamente activos (por ejemplo anticuerpos o fragmentos de los
mismos) en el que la molécula resultante se une tanto a células neoplasicas como a células efectoras tales como
linfocitos T. La seleccién de cual anticuerpo modificado conjugado o no conjugado utilizar dependera del tipo y
estadio del cancer, del uso de tratamiento auxiliar (por ejemplo, quimioterapia o radiacion externa) y de la afeccion
del paciente. Se apreciara que un experto en la técnica puede realizar facilmente esta seleccion a la vista de las
ensefianzas de la presente memoria.

Los polipéptidos de la presente divulgacion pueden ser polipéptidos recombinantes, polipéptidos naturales o
polipéptidos sintéticos, que comprenden un anticuerpo, o un fragmento del mismo, contra un receptor FZD humano.
Se reconocera en la técnica que algunas secuencias de aminoacidos de la divulgacién pueden variar sin causar
ningun efecto significativo en la estructura o funcion de la proteina. Por tanto, la invencién incluye adicionalmente
variaciones de los polipéptidos que muestran actividad sustancial o que incluyen regiones de un anticuerpo, o
fragmentos de las mismas, contra una proteina receptora FZD humana. Dichos mutantes incluyen supresiones,
inserciones, inversiones, secuencias repetidas y sustituciones de tipo.

Los polipéptidos y analogos se pueden modificar adicionalmente para que contengan partes quimicas adicionales
gue normalmente no forman parte de la proteina. Estas partes derivatizadas pueden mejorar la solubilidad, la
semivida biolégica o la absorcion de la proteina. Las partes también pueden reducir o eliminar cualquier efecto
secundario deseable de las proteinas y similares. Una revision de estas partes se puede encontrar en
REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 202 ed., Mack Publisnhing Co., Easton, PA (2000).

Los polipéptidos aislados descritos en el presente documento se pueden producir por cualquier método adecuado
conocido en la técnica. Dichos métodos varian desde métodos de sintesis directa de proteinas hasta la construccion
de una secuencia de ADN que codifica secuencias polipeptidicas aisladas y que expresan estas secuencias en un
hospedador transformado adecuado. En algunas realizaciones, se construye una secuencia de ADN utilizando
tecnologia recombinante al aislar o sintetizar una secuencia de ADN que codifica una proteina natural de interés.
Opcionalmente, la secuencia puede mutagenizarse por mutagénesis especifica de sitio para proporcionar analogos
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funcionales de la misma. Véase, por ejemplo, Zoeller et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 81:5662-5066 (1984) y la
patente de Estados Unidos n°. 4.588.585.

En algunas realizaciones una secuencia de ADN que codifica un polipéptido de interés se puede construir por
sintesis quimica utilizando un sintetizador oligonucleotidico. Dichos oligonucleétidos se pueden disefiar basandose
en la secuencia de aminoacidos del polipéptido deseado y seleccionando aquellos codones que estan favorecidos
en la célula hospedadora en la que se producira el polipéptido recombinante de interés. Se pueden aplicar métodos
estandar para sintetizar una secuencia de polinucleétidos aislada que codifica un polipéptido aislado de interés. Por
ejemplo, para construir un gen retrotraducido se puede utilizar una secuencia completa de aminoacidos. Ademas, se
puede sintetizar un ADN oligomérico que contenga una secuencia de nucleotidos que codifique el polipéptido aislado
particular. Por ejemplo, se pueden sintetizar varios oligonucleétidos pequefios que codifican partes del polipéptido
deseado y después se pueden unir. Los oligonucledtidos individuales por lo general contienen partes salientes en 5'
0 3' para el ensamblado complementario.

Una vez ensambladas (por sintesis, mutagénesis dirigida a sitio u otro método), las secuencias de polinucleétidos
que codifican un polipéptido aislado particular de interés se insertaran en un vector de expresion y se uniran
operativamente a una secuencia de control de expresion apropiada para la expresion de la proteina en un
hospedador deseado. El ensamblado adecuado se puede confirmar por secuenciacion de nucleétidos, mapeo de
restriccion y expresion de un polipéptido biolégicamente activo en un hospedador adecuado. Como es bien conocido
en la técnica, con el fin de obtener niveles de expresion elevados de un gen transfectado en un hospedador, el gen
debe estar unido operativamente a secuencias de control de expresion transcripcionales y traduccionales que son
funcionales en el hospedador de expresion seleccionado.

En determinadas realizaciones, los vectores de expresion recombinantes se utilizan para amplificar y expresar ADN
que codifica anticuerpos, o fragmentos de los mismos, contra receptores frizzled humanos. Los vectores de
expresion recombinantes son construcciones de ADN replicables que tienen fragmentos de ADN sintéticos o
derivados de ADNc, que codifican una cadena polipeptidica de un anticuerpo anti FZD, o un fragmento del mismo,
unida operativamente a elementos reguladores transcripcionales o traduccionales adecuados derivados de genes de
mamifero, microbianos, viricos o de insecto. Una unidad transcripcional en general comprende un conjunto de (1) un
elemento genético o elementos que tienen un papel regulador en la expresion de genes, por ejemplo, promotores
transcripcionales o mejoradores, (2) una secuencia estructural o codificante que se transcribe en ARNm y se traduce
en una proteina, y (3) secuencias de inicio y de terminacién de la transcripcion y traduccién apropiadas, como se
describe con detalle mas adelante. Dichos elementos reguladores pueden incluir una secuencia operadora para
controlar la transcripcion. Adicionalmente se puede incorporar la capacidad de replicarse en un hospedador,
habitualmente conferida por un origen de replicaciéon y un gen de seleccién para facilitar el reconocimiento de
transformantes. Las regiones de ADN estan unidas operativamente cuando se relacionan funcionalmente entre si.
Por ejemplo, un ADN para un péptido sefial (lider secretor) esta unido operativamente a ADN para un polipéptido si
se expresa como un precursor que participa en la secrecién del polipéptido; un promotor esta unido operativamente
a una secuencia codificante si controla la transcripcion de la secuencia; o un sitio de union de ribosoma esta unido
operativamente a una secuencia codificante si esta colocado de manera que permite la traduccién. Los elementos
estructurales destinados para su uso en sistemas de expresion de levadura incluyen una secuencia lider que facilita
la secrecion extracelular de la proteina traducida por una célula hospedadora. De manera alternativa, cuando la
proteina recombinante se expresa sin una secuencia lider o transportadora, puede incluir un resto de metionina en el
extremo N terminal. Opcionalmente, este resto puede escindirse posteriormente de la proteina recombinante
expresada para proporcionar un producto final.

La eleccion de la secuencia de control de expresion y del vector de expresién dependerd de la eleccion del
hospedador. Se puede utilizar una amplia variedad de combinaciones de hospedador/vector de expresion. Los
vectores de expresion Utiles para hospedadores eucariotas incluyen, por ejemplo, vectores que comprenden
secuencias de control de expresion de SV40, del virus del papiloma bovino, de adenovirus y de citomegalovirus. Los
vectores de expresion Utiles para hospedadores bacterianos incluyen plasmidos bacterianos conocidos, tales como
plasmidos de Escherichia coli, que incluyen pCR 1, pBR322, pMB9 y sus derivados, plasmidos con alcance de
hospedador mas amplio, tales como M13 y fagos filamentosos de ADN de cadena sencilla.

Las células hospedadoras adecuadas para la expresion de un polipéptido o anticuerpo que se une a FZD (o una
proteina FZD para su uso como un antigeno), incluyen células procariotas, de levadura, de insecto o eucariotas
superiores, bajo el control de promotores apropiados. Las células procariotas incluyen organismos Gram negativos o
Gram positivos, por ejemplo, E. coli o bacilos. Las células eucariotas superiores incluyen lineas celulares
establecidas de origen mamifero como se describe mas adelante. También se pueden utilizar sistemas de traduccion
sin células. Pouwels et al. (Cloning Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier, N.Y., 1985), describen vectores de
clonacion y expresion apropiados para su uso con hospedadores celulares bacterianos, flngicos, de levadura y de
mamifero.

Puede encontrarse informacién adicional respecto a métodos de produccién de proteinas, que incluyen la produccion

de anticuerpos, por ejemplo, en la publicacion de patente de Estados Unidos n°. 2008/0187954, en las patentes de
Estados Unidos n°. 6.413.746 y 6.660.501 y en la publicacion de patente internacional nimero WO 04009823.
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Ventajosamente, para expresar proteinas recombinantes pueden utilizarse diversos sistemas de cultivo de células de
mamifero o de insecto. La expresion de proteinas recombinantes en células de mamifero se puede llevar a cabo
porque dichas proteinas estan, en general, correctamente plegadas, apropiadamente modificadas y son
completamente funcionales. Como ejemplos de lineas celulares hospedadoras de mamifero adecuadas se incluyen
las lineas COS-7 de células de rifion de mono, descritas por Gluzman (Cell 23:175, 1981) y otras lineas celulares
capaces de expresar un vector apropiado que incluyen, por ejemplo, células L, C127, 3T3, células de ovario de
hamster chino (CHO), células HelLa y lineas celulares BHK. Los vectores de expresion de mamifero pueden
comprender elementos no transcritos tales como un origen de replicacion, un promotor adecuado y un mejorador
unido al gen que se va a expresar y otras secuencias no transcritas flanqueantes 5' o 3' y secuencias no traducidas
5' 0 3, tales como sitios de unidn a ribosoma necesarios, un sitio de poliadenilacién, sitios donadores y aceptores de
empalme y secuencias de terminacién transcripcional. Luckow y Summers, Bio/Technology 6:47 (1988), revisan los
sistemas de baculovirus para la produccién de proteinas heter6logas en células de insecto.

Las proteinas producidas por un hospedador transformado se pueden purificar de acuerdo con cualquier método
adecuado. Dichos métodos estandar incluyen cromatografia (por ejemplo, cromatografia de intercambio iénico, de
afinidad y de columna de determinacién de tamafio), centrifugacién, solubilidad diferencial o por cualquier otra
técnica estandar para la purificacion de proteinas. Para facilitar la purificacion por pases sobre una columna de
afinidad apropiada, se pueden unir a la proteina etiquetas de afinidad, tales como una etiqueta de hexahistidina, un
dominio de unién a maltosa, una secuencia de la cubierta del virus de la gripe y una glutatién-S-transferasa. Las
proteinas aisladas también se pueden caracterizar fisicamente utilizando técnicas tales como protedlisis, resonancia
magnética nuclear y cristalografia de rayos X.

Por ejemplo, sobrenadantes de sistemas que secretan proteina recombinante en medios de cultivo se pueden
concentrar primero utilizando un filtro de concentracién de proteinas disponible comercialmente, por ejemplo, una
unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon. Después de la etapa de concentracion, el concentrado se puede
aplicar a una matriz de purificacién adecuada. De manera alternativa, se puede utilizar una resina de intercambio
aniénico, por ejemplo, una matriz 0 un sustrato que tenga grupos colgantes de dietilaminoetilo (DEAE). Las matrices
pueden ser acrilamida, agarosa, dextrano, celulosa u otros tipos utilizados comdnmente en la purificacion de
proteinas. De manera alternativa, se puede utilizar una etapa de intercambio cati6nico. Los intercambiadores
catidnicos adecuados incluyen diversas matrices insolubles que comprenden grupos sulfopropilo y carboximetilo.
Finalmente, para purificar adicionalmente un agente de unién a FZD, se pueden utilizar una o0 mas etapas de
cromatografia liquida de alta resolucion de fase inversa (RP-HPLC, por sus siglas en inglés reversed-phase high
performance liquid chromatography) que utilizan medios RP-HPLC hidrofobos, por ejemplo, gel de silice que tiene
grupos colgantes de metilo u otros grupos alifaticos. Algunas, o todas, las etapas de purificacion anteriores, en
diversas combinaciones, también se pueden utilizar para proporcionar una proteina recombinante homogénea.

La proteina recombinante producida en cultivo bacteriano se puede aislar, por ejemplo, por extraccion inicial de
sedimentos celulares, seguido de una 0 mas etapas de concentracion, desalinizacién, cromatografia de intercambio
i6nico acuoso o de exclusion por tamafio. Se puede utilizar la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para
etapas de purificacion final. Las células microbianas utilizadas en la expresion de una proteina recombinante se
pueden romper por cualquier método conveniente, incluyendo ciclos de congelaciéon y descongelacién, ultrasonido,
rotura mecanica o el uso de agentes que causan la lisis celular.

Los métodos conocidos en la técnica para purificar anticuerpos y otras proteinas también incluyen, por ejemplo, los
descritos en las publicaciones de patente de Estados Unidos n°. 2008/0312425, 2008/0177048 y 2009/0187005.

En determinadas realizaciones, el agente de unién a FZD es un polipéptido que no es un anticuerpo. Se conocen en
la técnica diversos métodos para identificar y producir polipéptidos que no son anticuerpos que se unen con alta
afinidad a una proteina diana. Véase, por ejemplo, Skerra, Curr. Opin. Biotechnol., 18:295-304 (2007), Hosse et al.,
Protein Science, 15:14-27 (2006), Gili et al., Curr. Opin. Biotechnol., 17:653-658 (2996), Nygren, FEBS J., 275:2668-
76 (2008) y Skerra, FEBS J., 275:2677-83 (2008). En determinadas realizaciones se ha utilizado la tecnologia de
presentacién en fago para identificar/producir el polipéptido de uniéon a FZD. En determinadas realizaciones, el
polipéptido comprende un armazdén de proteina de un tipo seleccionado del grupo que consiste en proteina A, una
lipocalina, un dominio de fibronectina, un dominio repetido de consenso de anquirina y tiorredoxina.

En algunas realizaciones el agente es una molécula que no es una proteina. En determinadas realizaciones el
agente es una molécula pequefia. Los expertos en la técnica conocen bibliotecas de quimica combinatorias y
técnicas Utiles en la identificacién de agentes de unién a FZD que no son proteinas. Véase, por ejemplo, Kennedy et
al., J. Comb. Chem, 10:345-354 (2008), Dolle et al, J. Comb. Chem., 9:855-902 (2007) y Bhattacharyya, Curr. Med.
Chem., 8:1383-404 (2001). En determinadas realizaciones adicionales, el agente es un hidrato de carbono, un
glucosaminoglucano, una glucoproteina o un proteoglucano.

En determinadas realizaciones el agente es un aptamero de acido nucleico. Los aptameros son moléculas
polinucleotidicas que se han selecciono (por ejemplo, de acumulados aleatorios 0 mutagenizados) en funcién de su
capacidad para unirse a otra molécula. En algunas realizaciones, el aptamero comprende un polinucleétido de ADN.
En determinadas realizaciones alternativas, el aptamero comprende un polinucleétido de ARN. En determinadas
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realizaciones, al aptamero comprende uno o mas restos de acido nucleico modificados. En la técnica se conocen
bien métodos de generacién y exploracion de aptameros de acido nucleico para determinar la unién con proteinas.
Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n°. 5.270.163; 5.683.867, 5.763.595, 6,344,321, 7,368,263,
5,582,981, 5,756,291, 5,840,867, 7.312,325 y 7,329,742; las publicaciones de patente internacional n°. WO
02/077262 y WO 03/070984, las publicaciones de solicitud de patente de Estados Unidos n°. 2005/0239134,
2005/0124565 y 2008/0227735.

La presente divulgacion proporciona adicionalmente métodos de exploracion de agentes para determinar la eficacia
en la inhibicién de la sefalizacion Wnt, la eficacia antitumoral y/o la eficacia contra células madre cancerosas. Estos
métodos incluyen, pero sin limitacién, métodos que comprenden comparar los niveles de uno 0 mas marcadores de
diferenciacion en un primer tumor sélido que se ha expuesto al agente, en relaciéon con los niveles de uno o mas
marcadores de diferenciacion en un segundo tumor sélido que no se ha expuesto al agente. En determinadas
realizaciones, estos métodos incluyen: (a) exponer al agente un primer tumor sélido, pero no un segundo tumor
sélido; (b) evaluar los niveles de uno o mas marcadores de diferenciacion en el primer y segundo tumor sélido; y (c)
comparar los niveles de uno o mas marcadores de diferenciacién en el primer y segundo tumor sdlido. En
determinadas realizaciones, el agente es un inhibidor de la via de sefializacion Wnt canénica, y/o inhibe la union de
una o0 mas proteinas Wnt humanas con uno o mas receptores frizzled humanos. En determinadas realizaciones, el
agente es un anticuerpo que se une especificamente a uno o mas receptores frizzled humanos. En determinadas
realizaciones, los niveles aumentados de uno o mas marcadores de diferenciacion en el primer tumor sélido en
relaciéon al segundo tumor sélido, indican eficacia contra células madre de tumor sdlido. En determinadas
realizaciones alternativas, los niveles disminuidos de uno o mas marcadores de diferenciacion (es decir, marcadores
negativos para la diferenciacion) en el primer tumor soélido en relacién al segundo tumor sélido, indica eficacia contra
las células madre del tumor sélido. En determinadas realizaciones, el tumor sélido, es un tumor pancreatico. En
determinadas realizaciones, el tumor sélido es un tumor pancreatico y el uno o mas marcadores de diferenciacion
pueden comprender una 0 mas mucinas (por ejemplo, Muc16) y/o cromogranina A (CHGA, por sus siglas en inglés).
En determinadas realizaciones alternativas, el tumor sélido es tumor de colon. En algunas realizaciones, el tumor
sélido es un tumor de colon y el uno 0 mas marcadores de diferenciacion comprenden citoqueratina 7. Los expertos
en la técnica conocen otros posibles marcadores de diferenciacion para tumores de pancreas y colon, asi como para
otros tipos de tumores. La utilidad de los posibles marcadores de diferenciacién en un método de exploracion puede
evaluarla facilmente un experto en la técnica tratando el tipo de tumor deseado con uno o mas de los anticuerpos
anti FZD desvelados en el presente documento, tales como 18R5 y/o 44R24, y después evaluando los cambios en la
expresion del marcador por el tumor tratado en relacién al control. Ejemplos no limitantes de dichos métodos se
pueden encontrar, por ejemplo, en los ejemplos especificos que se proporcionan mas adelante.

Il. Polinucle6tidos

En determinadas realizaciones, la divulgacion abarca polinucleétidos que comprenden polinucleétidos que codifican
un polipéptido que se une especificamente al receptor FZD humano, o un fragmento de dicho polipéptido. Por
ejemplo, la divulgacion proporciona un polinucleétido que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
un anticuerpo contra un receptor frizzled humano o que codifica un fragmento de dicho anticuerpo. Los
polinucleétidos de la divulgacién pueden estar en forma de ARN o en forma de ADN. ElI ADN incluye ADNc, ADN
gendmico y ADN sintético; y puede ser de cadena doble o de cadena sencilla y, si es de cadena sencilla, puede ser
la cadena codificante o la no codificante (antisentido).

En determinadas realizaciones, los polinucleétidos estan aislados. En determinadas realizaciones, los
polinucleétidos son sustancialmente puros.

La divulgacion proporciona un polinucleétido que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 10, 12 y 14. La divulgacion
proporciona adicionalmente un polinucleétido que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 85-86. También se proporciona
un polinucleétido que comprende polinucledtidos que codifican para un polipéptido que comprende las SEQ ID NO:
11, 13 0 15.

La divulgacion proporciona adicionalmente un polinucleétido que comprende una secuencia seleccionada del grupo
gue consiste en las SEQ ID NO: 17, 19 y 21. De manera alternativa, en determinadas realizaciones, el polinucleétido
puede comprender una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 87-90, 92 y 94-95.
También se proporcionan secuencias polinucleotidicas que comprenden la SEQ ID NO: 18, 20 o0 22,

También se proporciona un polinucleétido que comprende un polinucleétido que se hibrida con un polinucleétido que
tiene la secuencia de las SEQ ID NO: 17, 19 o 21 y/o con un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de las SEQ ID NO: 10, 12 o 14. También se proporciona un polinucleétido que comprende un
polinucleétido que se hibrida con un polinucleétido que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
las SEQ ID NO: 87-90, 92 y 94-95 y/o con un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de las
SEQ ID NO: 85 u 86. En determinadas realizaciones, la hibridacion se realiza en condiciones de alta rigurosidad.
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En determinadas realizaciones los polinucledtidos comprenden la secuencia codificante para el polipéptido maduro
fusionado en el mismo marco de lectura con un polinucleétido que ayuda, por ejemplo, en la expresion y secrecion
de un polipéptido de una célula hospedadora (por ejemplo, una secuencia lider que funciona como una secuencia
secretora para controlar el transporte de un polipéptido desde la célula). El polipéptido que tiene una secuencia lider
es una preproteina y puede tener la secuencia lider escindida por la célula hospedadora para formar la forma
madura del polipéptido. Los polinucleétidos también pueden codificar una proproteina que es la proteina madura
mas restos de aminoacidos adicionales en la parte 5. Una proteina madura que tiene una prosecuencia es una
proproteina y es una forma inactiva de la proteina. Una vez que la prosecuencia se escinde, lo que queda es una
proteina madura activa.

En determinadas realizaciones los polinucleétidos comprenden la secuencia codificante para el polipéptido maduro
fusionado en el mismo marco de lectura con una secuencia marcadora que permite, por ejemplo, la purificacion del
polipéptido codificado. Por ejemplo, la secuencia marcadora puede ser una etiqueta de hexahistidina suministrada
por un vector pQE-9 para proporcionar la purificacion del polipéptido maduro fusionado con el marcador en el caso
de un hospedador bacteriano, o la secuencia marcadora puede ser una etiqueta de hemaglutinina (HA) derivada de
la proteina de hemaglutinina de la gripe cuando se utiliza hospedador de mamifero (por ejemplo, células COS-7).

La presente divulgacion se relaciona adicionalmente con variantes de los polinucleétidos descritos anteriormente que
codifican, por ejemplo, fragmentos, analogos y derivados.

En determinadas realizaciones, la presente divulgacion proporciona polinucledtidos aislados que comprenden
polinucleétidos que tienen una secuencia de nucleétidos al menos 80 % idéntica, al menos 85 % idéntica, al menos
90 % idéntica, al menos 95 % idéntica y en algunas realizaciones al menos 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a un
polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende un anticuerpo, o fragmento del mismo, contra a un
receptor FZD humano descrito en el presente documento.

Por un polinucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos que es al menos, por ejemplo, 95 % "idéntica" a una
secuencia de nucledtidos de referencia, se quiere indicar que la secuencia de nucledtidos del polinucleétido es
idéntica a la secuencia de referencia, excepto que la secuencia de polinucledtidos puede incluir hasta cinco
mutaciones puntuales por cada 100 nucleétidos de la secuencia de nucleétidos de referencia. En otras palabras,
para obtener un polinucleétido que tenga una secuencia de nucledtidos que sea al menos 95 % idéntica a una
secuencia de nuclettidos de referencia, hasta el 5 % de los nucleétidos en la secuencia de referencia se puede
suprimir o sustituir por otro nucleétido, o diversos nucleétidos hasta el 5 % de los nucleétidos totales en la secuencia
de referencia, se pueden insertar en la secuencia de referencia. Estas mutaciones de la secuencia de referencia
pueden producirse en las posiciones amino o carboxilo terminales de la secuencia de nucleétidos de referencia o en
cualquier parte entre estas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre nucleétidos en la secuencia de
referencia 0 en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia.

Las variantes polinucleotidicas pueden contener alteraciones en las regiones codificantes, regiones no codificantes o
en ambas. En algunas realizaciones, las variantes polinucleotidicas contienen alteraciones que producen
sustituciones, adiciones o supresiones silenciosas pero que no alteran las propiedades o actividades del polipéptido
codificado. En algunas realizaciones, las variantes nucleotidicas se producen por sustituciones silenciosas debido a
la degeneracion del cédigo genético. Las variantes polinucleotidicas se pueden producir por diversas razones, por
ejemplo, para optimizar la expresién de codones por un hospedador particular (cambio de codones en el ARNm
humano por aquellos preferidos por un hospedador bacteriano tal como E. coli). También se proporcionan vectores y
células que comprenden los polinucledtidos descritos en el presente documento.

IV. Métodos de uso y composiciones farmacéuticas

Los agentes de union a FZD (que incluyen polipéptidos y anticuerpos) de la divulgacion, son utiles en diversas
aplicaciones, incluyendo, pero sin limitacion, métodos de tratamiento terapéutico, tal como el tratamiento del cancer.
En determinadas realizaciones, los agentes son Utiles para inhibir la sefializacién Wnt (por ejemplo, sefalizacion Wnt
canonica), inhibir el crecimiento tumoral, inducir diferenciacién, reducir el volumen tumoral y/o reducir la
tumorigenicidad de un tumor. Los métodos de uso pueden ser métodos realizados in vitro, ex vivo o in vivo. En
determinadas realizaciones, el agente, polipéptido o anticuerpo de unién a FZD es un antagonista de uno o mas
receptores frizzled humanos con los que se une. En determinadas realizaciones, los agentes o antagonistas de
unién a FZD se utilizan en el tratamiento de una enfermedad asociada a la activacion de la sefializacion Wnt. En
realizaciones particulares, la enfermedad es una enfermedad que depende de la sefializacion Wnt. En realizaciones
particulares, la sefializacion Wnt es sefializacion Wnt canénica. En determinadas realizaciones, los agentes o
antagonistas de unién a FZD se utilizan en el tratamiento de trastornos caracterizados por niveles aumentados de
células madre y/o células progenitoras.

En determinadas realizaciones, la enfermedad tratada con el agente o antagonista de union a FZD (por ejemplo, un
anticuerpo anti FZD) es un cancer. En determinadas realizaciones, el cancer se caracteriza por tumores
dependientes de Wnt. En determinadas realizaciones, el cancer se caracteriza por tumores que expresan uno de los
receptores frizzled con los que se une el agente de unién a FZD (por ejemplo, un anticuerpo). En determinadas
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realizaciones, el cancer se caracteriza por tumores que expresan uno o mas genes en una firma de gen Wnt.

En determinadas realizaciones, la enfermedad tratada con el agente o antagonista de unién a FZD no es un cancer.
Por ejemplo, la enfermedad puede ser un trastorno metabdlico tal como obesidad o diabetes (por ejemplo, diabetes
de tipo II) (Jin T., Diabetologia, oct 2008; 51(10):1771-80). De manera alternativa, la enfermedad puede ser un
trastorno éseo tal como osteoporosis, artrosis o artritis reumatoide (Corr M., Nat Clin Pract Rheumatol, oct 2008; 4
(10): 550-6; Day et al., Bone Joint Surg Am, feb, 2008; 90 Suppl 1:19-24). La enfermedad también puede ser un
trastorno renal, tal como renopatia poliquistica (Harris et al., Annu Rev Med, oct. 2008 23; Schmidt-Ott et al., Kidney
Int, 2008 Oct; 74 (8): 10 04-8; Benzing et al., J Am Soc Nephrol, mayo 2007; 18(5):1389-98). De manera alternativa,
pueden tratarse trastornos oculares incluyendo, pero sin limitacion, degeneracidon macular y vitreorretinopatia
exudativa familiar (Lad et al., Stem Cells Dev, 8 de agosto de 2008). También se pueden tratar trastornos
cardiovasculares que incluyen infarto de miocardio, aterosclerosis y valvulopatias (Al-Aly Z., Transi Res, 2008
May;151(5) :233 - 9 ; Kobayashi et al., Nat Cell Biol, 2009 Jan;11(1):46-55; van Gijn et al., Cardiovasc Res, jul. 2002;
55 (1) : 16-24; Christman et al., Am J Physiol Heart Circ Physiol, jun. 2008;294(6):H2864-70). En algunas
realizaciones, la enfermedad es un trastorno pulmonar tal como hipertension arterial pulmonar idiopatica o fibrosis
pulmonar (Laumanns et al., Am J Respir Cell Mol Biol, 2008, Nov 21; Kénigshoff et al., PLoS ONE, 14 de mayo de
2008; 3 (5):e2142). En algunas realizaciones, la enfermedad tratada con el agente de unién a FZD es una
hepatopatia, tal como cirrosis o fibrosis hepatica (Cheng et al., Am J Physiol Gastrointest Liver Phisiol, enero 2008;
294(1):G39-49). La presente divulgacion proporciona métodos para tratar cancer que comprenden administrar a un
individuo (por ejemplo, a un individuo que necesite tratamiento) una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente
de unién a FZD. En determinadas realizaciones, el cancer es un cancer seleccionado del grupo que consiste en
cancer colorrectal, cancer pancreatico, cancer de pulmoén, cancer de ovario, cancer hepatico, cancer de mama,
cancer renal, cancer de prostata, cancer gastrointestinal, melanoma, cancer cervicouterino, cancer de vejiga,
glioblastoma y cancer de las vias respiratorias y digestivas altas. En determinadas realizaciones, el cancer es cancer
pancreatico. En determinadas realizaciones, el cancer es cancer colorrectal. En determinadas realizaciones, el
individuo es un ser humano.

La presente divulgacion proporciona adicionalmente métodos para inhibir el crecimiento tumoral utilizando los
anticuerpos u otros agentes descritos en el presente documento. En determinadas realizaciones, el método para
inhibir el crecimiento tumoral comprende poner en contacto la célula con un agente de unién a FZD (por ejemplo, un
anticuerpo) in vitro. Por ejemplo, una linea celular inmortalizada o una linea celular de cancer que expresa uno o
varios FZD diana, se cultiva en un medio al cual se le afiade el anticuerpo u otro agente para inhibir el crecimiento
tumoral. En algunas realizaciones, las células tumorales se aislan de una muestra de un paciente tal como, por
ejemplo, una biopsia de tejido, un derrame pleural o una muestra de sangre y se cultivan en el medio al cual se
afiade un agente de unién a FZD para inhibir el crecimiento tumoral.

En algunas realizaciones, el método de inhibicién de crecimiento tumoral comprende poner en contacto el tumor o
las células tumorales con un agente de unién a FZD (por ejemplo, un anticuerpo) in vivo. En determinadas
realizaciones, la puesta en contacto de un tumor o de una célula tumoral con un agente de unién a FZD se lleva a
cabo en un modelo animal. Por ejemplo, los agentes de unién a FZD se pueden administrar a xenoinjertos que
expresan uno o0 mas FZD que se desarrollado en ratones inmunocomprometidos (por ejemplo, ratones NOD/SCID)
para inhibir el crecimiento del tumor. En algunas realizaciones, se aislan células madre de cancer de una muestra de
un paciente, tal como, por ejemplo, una biopsia de tejido, un derrame pleural o una muestra de sangre y se inyecta a
ratones inmunocomprometidos a los que después se les administra un agente de union a FZD para inhibir el
crecimiento de células tumorales. En algunas realizaciones, el agente de union a FZD se administra al mismo tiempo
0 poco después de la introduccion de células tumorigénicas en el animal para impedir el crecimiento tumoral. En
algunas realizaciones, el agente de unién a FZD se administra como una sustancia terapéutica después de que las
células tumorigénicas hayan crecido hasta alcanzar un tamafio especificado.

En determinadas realizaciones, el método de inhibicién del crecimiento tumoral comprende administrar a un
individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente de unién a FZD. En determinadas realizaciones, el
individuo es un ser humano. En determinadas realizaciones, el individuo tiene un tumor o se le ha extirpado un
tumor.

En determinadas realizaciones, el tumor es un tumor en el cual la sefalizacibn Wnt es activa. En determinadas
realizaciones, la sefializacion Wnt que es activa es sefializacion Wnt candnica. En determinadas realizaciones, el
tumor es un tumor dependiente de Wnt. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el tumor es sensible a la
sobreexpresion de axina. En determinadas realizaciones, el tumor no comprende una mutacién inactivante (por
ejemplo, una mutacién por truncamiento) en el gen supresor tumoral de la poliposis adenomatosa colénica (PAC) o
una mutacion activante en el gen de la beta-catenina. En determinadas realizaciones, el tumor expresa uno o mas
genes en una firma de gen Wnt. En determinadas realizaciones, el cancer para el que se trata un individuo implica
dicho tumor. En determinadas realizaciones, el tumor expresa uno o mas receptores frizzled humanos con los que se
une el agente de unién a FZD o el anticuerpo. En determinadas realizaciones, el tumor sobreexpresa uno o varios
receptores frizzled humanos.

En determinadas realizaciones, el tumor es un tumor seleccionado del grupo que consiste en un tumor colorrectal,
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tumor pancreatico, tumor pulmonar, tumor de ovario, tumor hepatico, tumor de mama, tumor renal, tumor de
préstata, tumor gastrointestinal, melanoma, tumor cervicouterino, tumor de vejiga, glioblastoma y tumor de las vias
respiratorias y digestivas altas. En determinadas realizaciones, el tumor es un tumor colorrectal. En determinadas
realizaciones, el tumor es un tumor pancreatico.

La divulgacién también proporciona un método para inhibir la sefializacion Wnt en una célula que comprende poner
en contacto la célula con una cantidad eficaz de un agente de unién a FZD. En determinadas realizaciones, la célula
es una célula tumoral. En determinadas realizaciones, el método es un método in vivo en el que la etapa de poner en
contacto la célula con el agente comprende administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz del agente.
En algunas realizaciones alternativas el método es un método in vitro o ex vivo. En determinadas realizaciones, la
sefializacion Wnt que se inhibe es sefializacion Wnt candnica. En determinadas realizaciones, la sefializacion Wnt es
sefializacion por WNT1, WNT2, WNT3, WNT3A, WNT7a, WNT7b y/o WNT10B. En determinadas realizaciones, la
sefializacion Wnt es sefializacion por WNT1, WNT3A, WNT7b y/o WNT10B. Ademas, la divulgacién proporciona un
método para reducir la tumorigenicidad de un tumor en un individuo, que comprende administrar al individuo una
cantidad terapéuticamente eficaz de un agente de unién a FZD. En determinadas realizaciones, el tumor comprende
células madre de cancer. En determinadas realizaciones, la frecuencia de las células madre cancerosas en el tumor
se reduce por la administracion del agente.

Por tanto, la divulgacion proporciona un método para reducir la frecuencia de células madre de cancer en un tumor,
gue comprende poner en contacto el tumor con una cantidad eficaz de un agente de unién a FZD (por ejemplo, un
anticuerpo anti FZD).

La divulgacion proporciona ademas métodos de diferenciacion de células tumorigénicas en células no tumorigénicas,
que comprenden poner en contacto las células tumorigénicas con un agente de uniéon a FZD (por ejemplo,
administrando el agente de unién a FZD a un individuo que tiene un tumor, o al cual se le ha extirpado un tumor, que
comprende las células tumorigénicas. En determinadas realizaciones, las células tumorigénicas son células
tumorales pancreaticas. En determinadas realizaciones alternativas, las células tumorigénicas son células de tumor
de colon.

También se proporciona el uso de agentes polipéptidos o anticuerpos de uniéon a FZD, descritos en el presente
documento para inducir la diferenciacion de células que incluyen, pero sin limitacién, células tumorales. Por ejemplo,
se contemplan métodos para inducir la diferenciacion de células que comprenden poner en contacto las células con
una cantidad eficaz de un agente de unién a FZD (por ejemplo, un anticuerpo anti FZD) descrito en el presente
documento. También se proporcionan métodos para inducir la diferenciacion de células en un tumor en un individuo,
que comprenden administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente, polipéptido o
anticuerpo de unién a FZD. En determinadas realizaciones, el tumor es un tumor pancredtico. En otras realizaciones
determinadas el tumor es un tumor de colon.

Se proporcionan adicionalmente métodos de tratamiento de una enfermedad o un trastorno en un individuo, en el
que la enfermedad o el trastorno se asocia a la activacion de la sefializacion Wnt y/o se caracteriza por un nivel
aumentado de células madre y/o células progenitoras. En algunas realizaciones, los métodos de tratamiento
comprenden administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz del agente, polipéptido o anticuerpo de
union a FZD. En determinadas realizaciones, la sefializacion Wnt es sefializacion Wnt candnica.

La presente divulgacién proporciona adicionalmente métodos para reducir activacion de miofibroblastos en el
estroma de un tumor sélido, que comprenden poner en contacto el estroma con una cantidad eficaz de un agente,
polipéptido o anticuerpo de unién a FZD.

La presente divulgacion proporciona adicionalmente composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas de
los agentes de unién a FZD descritos en el presente documento. En determinadas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas comprenden adicionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Estas composiciones
farmacéuticas se utilizan para inhibir el crecimiento tumoral y tratar cancer en pacientes humanos.

En determinadas realizaciones, se preparan formulaciones para su almacenamiento y uso, combinando un
anticuerpo o agente purificado de la presente divulgacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable (por
ejemplo, un transportador, excipiente) (Remington, The Science and Practice of Pharmacy 202 edicion Mack
Publishing, 2000). Los vehiculos adecuados, farmacéuticamente aceptables, incluyen, pero sin limitacion, tampones
no toxicos, tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; sales tales como cloruro de sodio; antioxidantes que
incluyen &cido ascoérbico y metionina; conservadores (por ejemplo, cloruro de octadecil-dimetil-bencil-amonio; cloruro
de hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos
tales como metil o propilparabeno; catecol, resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol y m-cresol); polipéptidos de bajo
peso molecular (por ejemplo, de menos de aproximadamente 10 restos de aminoacidos); proteinas tales como
seroalbumina, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales
como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; hidratos de carbono tales como monosacaridos,
disacéaridos, glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; azUcares tales como sacarosa,
manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo,
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complejos de Zn y proteina) y tensioactivos no iénicos tales como TWEEN o polietilenglicol (PEG).

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion se pueden administrar de varias maneras ya sea para
el tratamiento local o sistémico. La administracion puede ser tépica (tal como en las membranas mucosas, que
incluye la administracién vaginal y rectal) tal como parches transdérmicos, ungientos, lociones, cremas, geles,
gotas, supositorios, pulverizaciones, liquidos y polvos; pulmonar (por ejemplo, por inhalacion o insuflacién de polvos
0 aerosoles, incluyendo administracion mediante un nebulizador, intratraqueal, intranasal, epidérmica y
transdérmica); oral; o parenteral, incluyendo la administracion intravenosa, intraarterial, subcutanea, intraperitoneal o
inyeccion o infusion intramuscular; o intracraneal (por ejemplo, intratecal o intraventricular).

La formulacion terapéutica puede estar en una forma de dosificacion unitaria. Las formulaciones incluyen
comprimidos, pildoras, capsulas, polvos, granulos, soluciones o suspensiones en medios acuosos 0 N0 acuosos, 0
supositorios para administracion oral, parenteral o rectal o para administracion por inhalacién. En las composiciones
sélidas, tales como comprimidos, el ingrediente activo principal se mezcla con un transportador farmacéutico. Para la
formacion de comprimidos, como ingredientes convencionales se incluyen, almidon de maiz, lactosa, sacarosa,
sorbitol, talco, acido estearico, estearato de magnesio, fosfato dicalcico o gomas, y otros diluyentes (por ejemplo,
agua) para formar una composicién de preformulacion sélida que contiene una mezcla homogénea de un compuesto
de la presente divulgacion, o una sal del mismo, farmacéuticamente aceptable y no téxica. La composicion de
preformulacién sdlida después se subdivide en formas de dosificacién unitaria del tipo antes descrito. Los
comprimidos, pildoras, etc., de la composicion novedosa se pueden recubrir 0 se pueden formar compuestos de
alguna otra manera para proporcionar una forma de dosificacién que ofrezca la ventaja de una accion prolongada.
Por ejemplo, el comprimido o la pildora pueden comprender una composicién interna cubierta por un componente
externo. Ademas, los dos componentes se pueden separar por una capa entérica cuya funcién es resistir a la
disgregacion y permite que el componente interno pase intacto a través del estbmago o que se retrase su liberacion.
Se puede utilizar varios materiales para dichas capas o recubrimientos entéricos, incluyendo dichos materiales
diversos acidos poliméricos y mezclas de acidos poliméricos con materiales tales como goma laca, alcohol cetilico y
acetato de celulosa.

Los anticuerpos o agentes también pueden incluirse en microcapsulas. Dichas microcapsulas se preparan, por
ejemplo, por técnicas de coacervacion o por polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de
hidroximetilcelulosa o de gelatina y microcapsulas de poli(metacrilato de metilo), respectivamente, en sistemas
coloidales de suministro de farmacos (por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones,
nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones como se describe en Remington, The Science and Practice
of Pharmacy 202 Ed. Mack Publishing (2000).

En determinadas realizaciones, las formulaciones farmacéuticas incluyen anticuerpos u otros agentes de la presente
divulgacion que forman complejos con liposomas (Epstein, et al., 1985, Proc. Nati. Acad. Sci. USA 82:3688; Hwang,
et al.,, 1980, Proc. Nati. Acad. Sci. USA 77:4030; y patentes de Estados Unidos 4.485.045 y 4.544.545). En la
patente de Estados Unidos 5.013.556, se desvelan liposomas con tiempo de circulacion mejorado. Algunos
liposomas pueden generarse por evaporacion en fase inversa con una composicion lipidica que comprende
fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-PE, del inglés PEG-derivatized
phosphatidylethanolamine). Los liposomas se extruyen a través de filtros de tamafio de poro definido para producir
liposomas con el diametro deseado.

Ademas, se pueden preparar preparaciones de liberacion sostenida. Ejemplos adecuados de preparaciones de
liberacién sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el anticuerpo,
cuyas matrices estan en forma de articulos conformados, (por ejemplo peliculas o microcapsulas). Como ejemplos
de matrices de liberacion sostenida se incluyen poliésteres, hidrogeles tales como poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) o
poli(alcohol vinilico), polilactidas (patente de Estados Unidos 3.73.919), copolimeros de acido L-glutamico y 7-etil-L-
glutamato, copolimeros de etileno-acetato de vinilo no degradables, acido lactico-acido glicélico degradables, tales
como LUPRON DEPOT® (microesferas inyectables compuestas por copolimero de acido lactico-acido glicdlico y
acetato de leuprolida), acetato isobutirato de sacarosa y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

En determinadas realizaciones, ademas de administrar el agente de unién a FZD, el método o tratamiento
comprende ademas administrar un segundo agente anticanceroso (antes, de manera concurrente con, y/o después
de la administracion del agente de unién a FZD). También se proporcionan composiciones farmacéuticas que
comprenden el agente de unién a FZD y el segundo agente anticanceroso.

Se apreciara que la combinacién de un agente de unién a FZD y un segundo agente anticanceroso se puede
administrar en cualquier orden o de manera concurrente. En realizaciones seleccionadas, los agentes de union a
FZD se administraran a pacientes que anteriormente se hayan tratado con el segundo agente anticanceroso. En
otras realizaciones determinadas, el agente de unién a FZD y el segundo agente anticanceroso se administraran de
manera sustancialmente simultdnea o concurrente. Por ejemplo, a un individuo se le puede administrar el agente de
unién a FZD mientras que recibe un ciclo de tratamiento con el segundo agente anticanceroso (por ejemplo,
guimioterapia). En determinadas realizaciones, el agente de unién a FZD se administrara en el plazo de 1 afio del
tratamiento con el segundo agente anticanceroso. En determinadas realizaciones, el agente de unién a FZD se
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administrara en el plazo de 10, 8, 6, 4 0 2 meses de cualquier tratamiento con el segundo agente anticanceroso. En
determinadas realizaciones, el agente de unién a FZD se administrara en el plazo de 4, 3, 2 o 1 semanas de
cualquier tratamiento con el segundo agente anticanceroso. En algunas realizaciones, el agente de uniéon a FZD se
administrara en el plazo de 5, 4, 3, 2 o 1 dias de cualquier tratamiento con el segundo agente anticanceroso. Se
apreciara adicionalmente que se pueden administrar al individuo dos agentes o tratamiento al individuo en cuestién
de horas o minutos (es decir, sustancialmente de manera simultanea).

Las clases Utiles de agentes anticancerosos incluyen, por ejemplo, agentes antitubulina, auriestatinas, aglutinantes
del surco menor de ADN, inhibidores de replicacion de ADN, agentes alquilantes (por ejemplo, complejos de platino
tal como cis-platino, mono(platino), bis(platino) y complejos de platino trinucleares y carboplatino), antraciclinas,
antibiéticos antifolatos, antimetabolitos, quimiosensibilizantes, duocarmicinas, etopésidos, pirimidinas fluoradas,
ionéforos, lexitropsinas, nitrosoureas, platinoles, compuestos de desempefio, antimetabolitos de purina, puromicinas,
radiosensibilizantes, esteroides, taxanos, inhibidores de topoisomerasa, alcaloides de la vinca, o agentes similares.
En determinadas realizaciones, el segundo agente anticanceroso es un antimetabolito, un antimitético, un inhibidor
de topoisomerasa o un inhibidor de angiogénesis.

Los agentes anticancerosos que se pueden administrar en combinacién con los agentes de unién a FZD incluyen
agentes quimioterapéuticos. Por tanto, en determinadas realizaciones, el método o tratamiento implica la
administracion combinada de un anticuerpo o agente de la presente divulgacién y un agente quimioterapéutico o u
coctel de multiples agentes quimioterapéuticos diferentes. El tratamiento con un anticuerpo se puede realizar antes,
de manera concurrente o después de la administracion de quimioterapias. Las quimioterapias que se contemplan en
la divulgacién incluyen sustancias quimicas o farmacos que se conocen en la técnica y estan disponibles
comercialmente, tales como gemcitabina, ironotecan, doxorrubicina, 5-fluorouracilo, arabinésido de citocina ("Ara-
C"); ciclofosfamida; tiotepa; busulfan, citoxina, TAXOL, metotrexato, cisplatino, melfalan, vinblastina y carboplatino.
La administracién combinada puede incluir la coadministraciéon, ya sea en una sola formulaciéon farmacéutica o
utilizando formulaciones distintas, o la administracion consecutiva en cualquier orden pero en general dentro de un
periodo de tiempo de tal manera que todos los agentes activos puedan ejercer sus actividades biologicas
simultaneamente. La preparacion y los regimenes de dosificacion de dichos agentes quimioterapéuticos se pueden
utilizar de acuerdo con las instrucciones del fabricante o un experto en la técnica puede determinarlo empiricamente.
La preparacion y los regimenes de dosificacion de dicha quimioterapia también se describen en Chemotherapy
Service Ed., M. C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, Md. (1992).

Los agentes quimioterapéuticos utiles en la presente divulgacion también incluyen, pero sin limitacion, agentes
alquilantes tales como tiotepa y ciclofosfamida (CYTOXAN); sulfonatos de alquilo tales como busulfan, improsulfan y
piposulfan; aziridinas tales como benzodopa, carbocuona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas
que incluyen altetramina, trietilenmelamina, trietilenfosforamida, trietilentiofosfaoramida y mostazas nitrogenadas de
trimetilomelamima tales como clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina,
clorhidrato de 6xido de mecloretamina, melfalano, novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza
de uracilo; nitrosoureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, ranimustina;
antibidticos tales como aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina,
caligueamicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina,
6-diazo-5-0xo-L-norleucina, doxorrubicina, epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas, acido
micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorrubicina,
estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorrubicina; antimetabolitos tales como
metotrexato y 5- fluorouracilo (5-FU); analogos de é&cido folico tal como denopterina, metotrexato, pteropterina,
trimetrexato; analogos de purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de
pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina,
enocitabina, floxuridina, 5- FU; andrégenos tales como calusterona, propionato de dromostafiolona, epitiostanol,
mepitiostano, testolactona; antiadrenales tales como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reabastecedores de
acido félico tales como acido frolinico; aceglatona; glucésido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; amsacrina;
bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diazicuona; elformitina; acetato de eliptinio;
etoglucido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidamina; mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitracrina;
pentostatina; fenamet; pirarrubicina; acido podofilinico; 2-etilhidrazida; procarbazina; PSK; razoxano; sizofurano;
espirogermanio; acido tenuazénico; triazicuona; 2,2',2"- triclorotrietlamina; uretano; vindesina; dacarbazina;
manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabindsido ("Ara-C"); ciclofosfamida; tiotepa;
taxoides, por ejemplo paclitaxel (TAXOL, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.) y doxetaxel (TAXOTERE,
Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Francia); clorambucilo; gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato;
analogos de platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina; platino; etopdsido (VP-16); ifosfamida;
mitomicina C; mitoxantrona; vincristina; vinorrelbina, navelvina; novantrona, tenipésido; daunomicina; aminopterina;
xeloda; ibandronato; CPT-11; inhibidores de topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO, por sus siglas
en inglés); acido retinoico; esperamicinas; capecitabina y sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables
de cualquiera de los anteriores. Los agentes quimioterapéuticos también incluyen agentes anti hormonales, que
acttan regulando o inhibiendo la accién de las hormonas en tumores, tales como antiestrégenos, que incluyen, por
ejemplo, tamoxifeno, raloxifeno, 4(5)-imidazoles inhibidores de aromatasa, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno,
LY117018, onapristona y toremifeno (Fareston); y antiandrégenos tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida;
leuprolida y goserelina; y sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.
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En determinadas realizaciones, el agente quimioterapéutico es un inhibidor de topoisomerasa. Los inhibidores de
topoisomerasa son agentes quimioterapéuticos que interfieren con la accidon de una enzima topoisomerasa (por
ejemplo, topoisomerasa | o Il). Los inhibidores de topoisomerasa incluyen, pero sin limitacion, clorhidrato de
doxorrubicina, citrato de daunorrubicina, clorhidrato de mitoxantrona, actinomicina D, etopésido, clorhidrato de
topotecan, tenipdsido (VM-26) e irinotecan. En determinadas realizaciones, el segundo agente anticanceroso es
irinotecan. En determinadas realizaciones, el tumor que se va a tratar es un tumor colorrectal y el segundo agente
anticanceroso es un inhibidor de topoisomerasa, tal como irinotecan.

En determinadas realizaciones, el agente quimioterapéutico es un antimetabolito. Un antimetabolito es una sustancia
quimica con una estructura que es similar a la de un metabolito necesario para reacciones bioquimicas normales,
aunque suficientemente diferente para interferir con una o mas funciones normales de las células, tal como division
celular. Los antimetabolitos incluyen, pero sin limitaciéon, gemcitabina, fluorouracilo, capecitabina, metotrexato de
sodio, ralitrexed, pemetrexed, tegafur, arabinésido de citosina, TIOGUANINA (GlaxoSmithKline) , 5-azacitidina, 6-
mercaptopurina, azatioprina, 6-tioguanina, pentostatina, fosfato de fludarabina y cladribina, asi como sales, acidos o
derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de estos. En determinadas realizaciones, el segundo agente
anticanceroso es gemcitabina. En determinadas realizaciones, el tumor que se va a tratar es un tumor pancreatico y
el segundo agente anticanceroso es un antimetabolito (por ejemplo, gemcitabina).

En determinadas realizaciones, el agente quimioterapéutico es un agente antimitético que incluye, pero sin
limitacion, agentes que se unen a tubulina. A modo de ejemplo no limitante, el agente comprende un taxano. En
determinadas realizaciones, el agente comprende paclitaxel o docetaxel o una sal, acido o derivado
farmacéuticamente aceptable de paclitaxel o docetaxel. En determinadas realizaciones, el agente es paclitaxel
(TAXOL), docetaxel (TAXOTERE), paclitaxel unido a albimina (por ejemplo, ABRAXANE), DHA-paclitaxel o PG-
paclitaxel. En determinadas realizaciones alternativas el agente antimitético comprende un alcaloide de la vinca tal
como vincristina, vinblastina, vinorrelbina o vindesina, o sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de
los mismos. En algunas realizaciones, el agente antimitético es un inhibidor de cinesina Eg5 o un inhibidor de una
cinasa mitética tal como Aurora A o PIkl. En determinadas realizaciones en las que el agente quimioterapéutico
administrado en combinacion con el agente o polipéptido o anticuerpo de uniéon a FZD comprende un agente
antimitético, el cancer o tumor que se estéa tratando es cancer de mama o un tumor de mama.

En determinadas realizaciones, el tratamiento implica la administracion combinada de un anticuerpo (u otro agente)
de la presente divulgacion y radioterapia. El tratamiento con el anticuerpo (o0 agente) puede producirse antes, de
manera concurrente o después de la administracion de radioterapia. Se puede utilizar cualquier régimen de
dosificacién para dicha radioterapia, segun lo determine el experto en la técnica.

En algunas realizaciones, el segundo agente anticanceroso comprende un anticuerpo. Por tanto, el tratamiento
puede implicar la administracion combinada de anticuerpos (u otros agentes) de la presente divulgaciéon con otros
anticuerpos contra antigenos adicionales asociados a tumor que incluyen, pero sin limitacién, anticuerpos que se
unen a EGFR, ErbB2, HER2, DLL4, Notch y/o VEGF. Se describen ejemplos de anticuerpos anti DLL4, por ejemplo,
en la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos n°. US 2008/0187532. En determinadas realizaciones, el
segundo agente anticanceroso es un anticuerpo que es un inhibidor de angiogénesis (por ejemplo, un anticuerpo anti
VEGF). Anticuerpos anti DLL4 adicionales se describen, por ejemplo, en las publicaciones de patente
internacionales n°. WO 2008/091222 y WO 2008/0793326 asi como en las publicaciones de solicitud de patente de
Estados Unidos n® US 2008/0014196; US 2008/0175847; US 2008/0181899 y US 2008/0107648. Se describen
ejemplos de anticuerpos anti Notch, por ejemplo, en la publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos n® US
2008/0131434. En determinadas realizaciones, el segundo agente anticanceroso es un anticuerpo que es un
inhibidor de angiogénesis (por ejemplo, un anticuerpo anti VEGF). En determinadas realizaciones, el segundo
agente anticanceroso es un inhibidor de sefializacion Notch. En determinadas realizaciones, el segundo agente
anticanceroso es AVASTIN (Bevacizumab), Herceptin (Trastuzumab), VECTIBIX (Panitumumab) o Erbitux
(Cetuximab). La administracion combinada puede incluir la coadministracién, ya sea en una sola formulacién
farmacéutica o utilizando formulaciones distintas, o la administracion consecutiva en cualquier orden, pero en
general dentro de un periodo de tiempo de tal manera que todos los agentes activos pueden ejercer sus actividades
bioloégicas simultaneamente.

Ademas, el tratamiento puede incluir la administracion de una o mas citocinas (por ejemplo, linfocinas, interleucinas,
factores de necrosis tumoral y/o factores de crecimiento) o puede ir acompafado de extirpacion quirdrgica de células
cancerosas o de cualquier otro tratamiento que considere necesario el médico tratante.

Para el tratamiento de la enfermedad, la dosificacion apropiada de un anticuerpo o agente de la presente divulgacion
depende del tipo de enfermedad que se vaya a tratar, de la gravedad y evolucion de la enfermedad, de la capacidad
de respuesta de la enfermedad, de si el anticuerpo o agente se administra para propdsitos terapéuticos o
preventivos, del tratamiento previo, del historial clinico del paciente, etcétera y todo segun el criterio del médico
tratante. El anticuerpo o agente se puede administrar una vez o durante una serie de tratamientos que duran de
varios dias a varios meses, 0 hasta que se efectlie una curacién o se obtenga una disminucién del estado de la
enfermedad (por ejemplo reduccién en el tamafio del tumor). Los regimenes de dosificacion éptimos se pueden
calcular a partir de mediciones de la acumulacion del farmaco en el cuerpo del paciente y variaran dependiendo de
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la fuerza relativa del anticuerpo o agente individual. EI médico que realiza la administracion puede determinar
facilmente las dosificaciones dptimas, las metodologias de dosificacion y las tasas de repeticion. En determinadas
realizaciones, la dosificacion es de 0,01 pg a 100 mg por kg de peso corporal y se puede suministrarse una 0 mas
veces al dia, a la semana al mes o al afio. En determinadas realizaciones, el anticuerpo u otro agente de unién a
FZD se suministra una vez cada dos semanas o una vez cada tres semanas. En determinadas realizaciones, la
dosificacién del anticuerpo u otro agente de unién a FZD es de aproximadamente 0,1 mg a 20 mg por kg de peso
corporal. EI médico tratante puede calcular las tasas de repeticion de la dosificacion basandose en los tiempos de
residencia medidos y en las concentraciones del farmaco en los fluidos o tejidos corporales

V. Firma del gen Wnt y sus usos

La presente divulgacion proporciona adicionalmente una firma del gen Wnt, una firma del gen indicativa de actividad
de sefializacién Wnt en tumores, que se puede utilizar en la seleccion de tumores, pacientes y/o terapia.

La firma del gen Wnt comprende la expresion diferencial de un conjunto de genes en tumores en los que se activa la
sefializacion Wnt (y/o que depende de la sefializacion Wnt), en relacién a tumores en los que no se activa la
sefializacion Wnt. En determinadas realizaciones, la sefializacién Wnt es sefializacion Wnt candnica. La firma del
gen Wnt es (til para la identificacion de tumores y/o pacientes que probablemente respondan al tratamiento con un
inhibidor de sefializacion Wnt (por ejemplo, un agente de unién a FZD que es un antagonista de al menos un
receptor frizzled humano y/o un inhibidor de sefializacién Wnt).

En determinadas realizaciones, la firma del gen Wnt comprende uno o mas genes (es decir 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 o 19 genes), incluidos en la Tabla 3 a continuacién. Los ndmeros "ID de conjunto
de sonda" son los nimeros de ID de conjunto de sonda de la matriz GeneChip® Human Genome U133 Plus 2.0
("HG U133 Plus_2"; Affymetrix, Santa Clara, CA). En los tumores en los que la sefalizacion Wnt esta activa (es
decir, tumores que son positivos para una firma de gen Wnt), uno o varios de los niveles de expresion de uno o
varios de los genes en la Tabla 3 que comprenden la firma del gen Wnt estan elevados en relacion a los tumores en
los que no esta activa la sefializacion Wnt. En algunas realizaciones, la firma del gen Wnt comprende dos o mas
genes enumerados en la Tabla 3 siguiente. En algunas realizaciones, la firma del gen Wnt comprende tres 0 mas,
cuatro o mas, cinco o mas, seis 0 mas, siete 0 mas, ocho o mas, nueve o mas, diez o0 mas, once o mas, doce o0 mas,
trece 0 mas, catorce 0 mas, quince o mas, dieciséis 0 mas, diecisiete 0 mas, dieciocho o mas o diecinueve de los
genes enumerados en la Tabla 3 siguiente. En determinadas realizaciones, el tumor que se evalla para determinar
los niveles de expresion de uno o mas genes indicados en la Tabla 3, es un tumor colorrectal. En determinadas
realizaciones, la firma del gen Wnt comprende AXIN2 y/o FOXQ1. En determinadas realizaciones, el tumor es un
tumor colorrectal y la firma del gen WNT comprende AXIN2, LGRS y/o FOXQL1.

Tabla 3. Ejemplos de genes de firma de gen Wnt

ID de conjunto de sonda

HG U133 Plus_2 Simbolo del gen Descripcion

222696 at AXIN2 axina 2 (conductina, axil)

206286 s_at TDGF1 factor 1 de crecimiento derivado de teratocarcinoma

213880_at LGR5 receptor 5 acoplado a proteina G que contiene
repeticiones ricas en leucina

207217-s_at NOX1 NADPH oxidasa 1

209588 _at EPHB2 receptor B2 de EPH

212 850_s_at LRP4 proteina 4 relacionada con el receptor de
lipoproteina de baja densidad

205107 s at EFNA4 efrina-A4

214058_at MYCL1 homologo 1 de oncogén virico de mielocitomatosis
v-myc, derivado de carcinoma de pulmén (aviar)

209864 _at FRAT2 dispuesto frecuentemente en linfomas 2 de
linfocitos T avanzados

202121 s at PTPRO proteina tirosina fosfatasa, receptor de tipo, O

229376_at etiqueta de secuencia expresada (EST, expressed
sequence tag) desconocida

202431 _s_at MYC homologo del oncogén virico de mielocitomatosis v-
myc (aviar)

212444 at GPCR5A receptor acoplado a proteina G, familia C, grupo 5,
miembro A

222938 x at ENPP3 pirofosfatasa ectonucleotidica/fosfodiesterasa 3

241607 _at LOC370102 proteina hipotética LOC730102

227475 at FOXQ1 caja forkhead Q1

230398 at TNS4 tensina 4

4 02 84 _at FOXA2 caja forkhead A2

219704 at YBX2 proteina 2 de union de caja Y
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También se proporcionan métodos de uso de la firma del gen Wnt para seleccionar pacientes (o para identificar un
paciente) adecuados para el tratamiento con un inhibidor de la via Wnt o para determinar la eficacia de una terapia
particular. En determinadas realizaciones, el inhibidor de sefializacion Wnt es un agente que se une a FZD, tal como
un anticuerpo FZD antagonista. Por ejemplo, se puede identificar a un paciente como adecuado para el tratamiento
con uno o varios agentes de unién a FZD determinando si un tumor en el paciente, o un tumor extirpado del
paciente, presentan una firma de gen Wnt. En determinadas realizaciones, la deteccion de la firma del gen Wnt
comprende determinar el nivel de expresion en el tumor de uno o0 mas genes indicados la Tabla 3. Si los niveles de
expresion de uno o mas genes indicados en la Tabla 3 que comprenden la firma del gen Wnt son elevados en el
tumor (por tanto indicando que la sefializacion Wnt es activa en el tumor), el paciente se identifica como adecuado
para el tratamiento con un agente de unién a FZD, tal como un anticuerpo anti FZD que inhibe la sefializacién Wnt.
Asimismo se proporcionan métodos de uso de la firma del gen Wnt para seleccionar una terapia adecuada para un
paciente particular.

La divulgacion proporciona un método para tratar cancer en un paciente que tiene un tumor, o del cual se ha
extirpado un tumor, que comprende: (a) proporcionar el nivel de expresion en el tumor de uno o mas genes
indicados la Tabla 3; (b) seleccionar al paciente para que comience o continde el tratamiento con un agente de unién
a FZD basandose en el nivel de expresion de uno 0 mas genes, y (¢) administrar al paciente el agente de unién a
FZD. En determinadas realizaciones, el método comprende medir el nivel de expresion de uno o mas genes en el
tumor. En determinadas realizaciones, el nivel de expresién de uno o0 mas genes se compara con un nivel de control
o de referencia.

También se proporcionan métodos para identificar un tumor que puede responder al tratamiento con un inhibidor de
sefializacion Wnt. En determinadas realizaciones, el inhibidor de sefializacion Wnt es un agente de unién a FZD. En
determinadas realizaciones, el método comprende someter el tumor a ensayo para determinar una firma de gen Wnt.
En determinadas realizaciones, los métodos comprenden determinar en el tumor el nivel de expresion de uno o mas
genes indicados la Tabla 3.

También se proporcionan métodos de exploracion de candidatos farmacolégicos contra tumores identificados como
gue presentan la firma del gen Wnt. En determinadas realizaciones, los candidatos farmacoldgicos son inhibidores
de la sefializacién Wnt. Dichos candidatos farmacologicos se someten preferentemente a ensayo para determinar su
eficacia sobre aquellos tumores en los que la sefializacién Wnt es activa y/o que dependen de la sefializacion Wnt.
La presente divulgacion también proporciona un método de exploracion de un candidato farmacoldgico que
comprende (a) evaluar en un tumor el nivel de expresion de uno o mas genes indicados en la Tabla 3 (b) seleccionar
el tumor para someter a ensayo con el candidato farmacolégico basandose (al menos en parte) en el nivel de
expresion de uno o mas genes, y (c) someter a ensayo el efecto del candidato farmacolégico sobre el tumor.

Ademas, en determinadas realizaciones, se puede determinar el efecto de un farmaco sobre la firma del gen Wnt y
se utilizarse para determinar la eficacia del tratamiento de un tumor en el que la sefializacion Wnt es activa. En
determinadas realizaciones, esto proporciona un método de control del tratamiento de un paciente. En algunas
realizaciones alternativas, esto proporciona un método para determinar la eficacia de un candidato farmacolégico. En
determinadas realizaciones, una disminucion en los niveles de expresién de uno o mas genes indicados la Tabla 3
(es decir, una reduccion o una eliminacién de la firma del gen Wnt) indica eficacia del tratamiento.

En determinadas realizaciones, la determinacién del nivel de uno o mas genes en una firma de gen Wnt comprende
determinar los niveles de expresion de polinucleétidos de uno o mas genes. En determinadas realizaciones, la
deteccion de una firma de gen Wnt comprende detectar la expresion de ARNm de polinucleétidos de uno o mas
genes que comprenden la firma. En algunas realizaciones, la deteccion de la expresion de ARNm se realiza
mediante transferencia Northern. En algunas realizaciones, la deteccién de la expresion de ARNm se realiza
mediante RT-PCR, PCR en tiempo real o PCR cuantitativa, utilizando conjuntos de cebadores que amplifican
especificamente los polinucleétidos que comprenden la firma de células madre cancerosas. En determinadas
realizaciones, la deteccion de ARNm comprende exponer una muestra a sondas de acido nucleico complementarias
a polinucledétidos que comprenden una firma de gen de célula madre cancerosa. En algunas realizaciones, el ARNm
de la muestra se convierte a ADNc antes de la deteccion. En determinadas realizaciones, la detecciéon de ARNm es
mediante micromatrices que comprenden polinucleétidos que se hibridan con uno o mas genes en la firma del gen
Wnt.

En determinadas realizaciones, la determinacién del nivel de uno o mas genes en una firma de gen Wnt comprende
detectar polipéptidos codificados por uno o mas genes. En determinadas realizaciones, la determinacion de los
niveles de los productos de expresién polipeptidicos de uno 0 mas genes comprende exponer una muestra a
anticuerpos especificos para los polipéptidos y detectar la unién de los anticuerpos a los polipéptidos, por ejemplo,
mediante inmunofluorescencia cuantitativa o ELISA. Otros métodos de deteccion se conocen por aquellos
habitualmente expertos en la técnica, véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n°. 6.057.105.

También se proporciona una matriz que comprende polinucleétidos que se hibridan en condiciones rigurosas con
uno o mas genes indicados en la Tabla 3. También se proporciona un kit que comprende la matriz.
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También se proporcionan Kits que comprenden anticuerpos que se unen al producto de expresién de uno o mas
genes indicados en la Tabla 3.

VI. Kits que comprenden agentes de unién a FZD.

La presente divulgacion proporciona kits que comprenden los anticuerpos u otros agentes descritos en el presente
documento y que se pueden utilizar para realizar los métodos descritos en el mismo. En determinadas realizaciones,
un kit comprende al menos un anticuerpo purificado contra uno o mas receptores frizzled humanos en uno o mas
recipientes. En algunas realizaciones, los kits contienen todos los componentes necesarios y/o suficientes para
realizar un ensayo de deteccion, que incluye todos los controles, instrucciones para realizar el ensayo, y cualquier
programa informatico necesario para el andlisis y la presentacion de resultados. Un experto en la materia reconocera
facilmente que los anticuerpos o agentes desvelados de la presente divulgacion se pueden incorporar faciimente en
uno de los formatos de kits establecidos que son muy conocidos en la técnica.

Se proporcionan adicionalmente kits que comprenden un agente de uniéon a FZD (por ejemplo, un anticuerpo de
uniéon a FZD), asi como un segundo agente anticanceroso. En determinadas realizaciones, el segundo agente
anticanceroso es un agente quimioterapéutico (por ejemplo, gemcitabina o irinotecan). En determinadas
realizaciones, el segundo agente anticanceroso es un inhibidor de la angiogénesis. En determinadas realizaciones el
segundo agente anticanceroso es un inhibidor de la sefializacién Notch (por ejemplo, un anticuerpo anti DLL4 o anti
Notch).

También se proporcionan kits que comprenden un agente de unién a FZD y uno o mas reactivos para determinar la
expresion de uno o mas genes indicados la Tabla 3 anterior ("ejemplos de genes de firma de gen Wnt ).

Las realizaciones de la presente divulgacion se pueden definir adicionalmente con referencia a los siguientes
ejemplos no limitantes, que describen con detalle la preparacion de determinados anticuerpos de la presente
divulgacion y sus métodos de uso. Sera evidente para los expertos en la técnica que pueden realizarse muchas
modificaciones, tanto en los materiales como en los métodos, sin apartarse del alcance de la presente divulgacion.

Ejemplos

Se entiende que los ejemplos y las realizaciones que se describen en el presente documento son solo para fines
ilustrativos y que teniendo en cuenta lo anterior, los expertos en la técnica sugeriran diversas modificaciones o
cambios y se incluiran dentro del espiritu y alcance de esta solicitud.

Ejemplo 1
Identificaciéon/generacién de anticuerpos anti FZD

Los anticuerpos humanos que reconocen especificamente uno o mas receptores Frizzled humanos se pueden aislar
utilizando la tecnologia de presentacion en fago. Por ejemplo, para determinar el reconocimiento especifico y de alta
afinidad del dominio extracelular del receptor FZD7 humano, se puede seleccionar una biblioteca de anticuerpos
sintéticos que contenga dominios variables de anticuerpo humano. Una vez que se haya identificado un Fab
especifico con las caracteristicas deseadas, las regiones variables humanas del Fab se clonan después en un vector
de expresion de Ig que contiene la cadena pesada y la cadena ligera (kappa o lambda) de 1gG2 para la expresién de
anticuerpos humanos en células CHO.

Para identificar un Fab especifico, 18R8, que se une al dominio extracelular de FZD7, se utiliz6 presentacion en
fago. Se incubaron 2 x 10" particulas de fago presentadoras de Fab de una fagoteca Fab humana con proteina Fc
DEC FZD7 recombinante inmovilizada de manera pasiva. El fago inespecifico se elimind por lavado, y después, el
fago especifico se eluy6 con DTT. El resultado de lo eluido se utiliz6 para infectar bacterias F+ TG1, rescatadas con
fago auxiliar. Después, se indujo la presentacion de Fab con IPTG (0,25 mM). El resultado de esta ronda rescatada
sirvi6 como el punto de partida para rondas de seleccién adicionales. Las selecciones continuaron hasta la ronda 3,
y después el resultado se exploré en un ensayo ELISA para determinar los Fab especificos para la proteina Fc DEC
FZD7 recombinante. Se identifico un Fab que se unia especificamente a FZD7 humano.

Se obtuvieron las secuencias de las regiones variables de los Fab identificados. Se eliminé un sitio de glucosilacion
unido a N de la secuencia precursora a través de mutagénesis dirigida a sitio. El sitio de glucosilacién unido a N,
Asn, en la CDR1 de cadena pesada se cambia por His. Esta mutacion se realiz6 para impedir la glucosilacion
durante la expresion en sistemas de mamifero. El Fab resultante se denominé 18R8. Las secuencias de las CDR de
la cadena pesada y de la cadena ligera de 18R8 se muestran a continuacion en la Tabla 4 siguiente. Las secuencias
VH y VL de 18R8 se proporcionan en las SEQ ID NO: 10 y 12, respectivamente.
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El Fab 18R5, anti FZD, se gener6 asociando las cadenas VH-CH1 del Fab 18R8 con diversas cadenas VL-CL de la
fagoteca Fab original de la cual se identific6 18R8. Después de tres rondas de seleccion con proteina Fc DEC FZD7
recombinante inmovilizada se aisl6 el anticuerpo 18R5 de la biblioteca. Las secuencias de las CDR de 18R5 se
muestran en la Tabla 4 anterior. La VL del anticuerpo 18R5 tiene la secuencia que se muestra en la SEQ ID NO: 14.
Las CDR de cadena pesada y la VH del anticuerpo 18R5 son idénticas a las del anticuerpo 18R8.

Las regiones variables humanas de los Fab 18R8 y 18R5 se clonaron en el vector de expresion de Ig que contenia la
cadena pesada y la cadena ligera (lambda) de IgG2 humana para la expresion en células CHO. Las secuencia de
aminoéacidos de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo de IgG 18R8 (que incluye secuencias sefial) se
proporcionan en las SEQ ID NO: 11 y 13, respectivamente. La secuencia sefial en el extremo N terminal de la
secuencia de aminoacidos de cada una de las cadenas se escinde después de la secrecion. Las secuencias de
acido nucleico que codifican las cadenas pesada y ligera del anticuerpo de IgG 18R8 se proporcionan en las SEQ ID
NO; 18y 20, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo de 1gG
18R5 se proporcionan en las SEQ ID NO: 11 y 15, respectivamente. (Nuevamente, la secuencia sefial en el extremo
N terminal de la secuencia de aminoacidos de cada una de las cadenas se escinde después de la secrecion). Las
secuencias de acido nucleico que codifican las cadenas pesada y ligera del anticuerpo de IgG 18R5 se proporcionan
en las SEQ ID NO: 18 y 22, respectivamente. Para purificar los anticuerpos se utilizé purificacion con proteina A

Utilizando el sistema Biacore 2000 de Biacore Lifescience (GE Healthcare) se determinaron las Kp de los
anticuerpos 18R8 y 18R5. Especificamente, se realizaron diluciones en serie con factor 2, de 100 a 0,78 nM, de los
anticuerpos anti Fzd7 purificados, en HBS-P (HEPES 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15M, tensioactivo P20 al 0,005 % v/v).
Cada diluciéon se sometio a ensayo frente a proteinas Fc Fzd recombinantes inmovilizadas en una microplaca CM5
de Biacore. Se midieron las velocidades de asociaciéon y de disociacién y utilizando el programa informatico
Biaevaluation (Tabla 5, a continuacién), se determinaron los valores Kp.

Tabla 5. Afinidad de los anticuerpos de IgG 18R8 y 18R5

18R8  18R5
FZD Ko (nM) Ko (NM)
1 156 4,6
2 6,2 3,3
5 42 1,9
7 52 1,8
8 293 58

Ejemplo 2

Analisis FACS de anticuerpos anti FZD que demuestran la unién a multiples proteinas FZD humanas expresadas en
la superficie celular

Para determinar la capacidad de los anticuerpos para unirse a proteinas FZD expresadas en la superficie celular se
utilizé analisis de citometria de flujo

Para fomentar una fuerte expresion en la superficie celular de las proteinas FZD seleccionadas, se generaron
plasmidos de expresion de mamifero que comprendian un promotor de CMV en direccién 5’ de los polinucleétidos
gue codifican FZD utilizando tecnologia de ADN recombinante estandar (dichas construcciones de denominaron "FL
sin FLAG"). Se generaron plasmidos de expresion similares para cada una de las diez proteinas frizzled humanas.
También se prepararon versiones alternativas de los vectores de expresion de FZD en los que también se generaron
polinucleétidos que codificaban una etiqueta epitopica FLAG de secuencia sefal N terminal fusionada al extremo N
terminal de la proteina FZD madura, por tecnologia recombinante estandar (dichas construcciones se denominaron
"etiqgueta FL"). Adicionalmente, se disefiaron plasmidos de expresién que codificaban proteinas quiméricas que
comprendian el dominio DRC (también denominado dominio "fri") o el FZD o todo el dominio extracelular N terminal
de la proteina FZD fusionado a un epitopo FLAG de secuencia sefial N terminal (denominado "etiqueta fri" y
"etiqueta DEC", respectivamente), asi como una seccion C terminal que codifica el dominio transmembrana y
citoplasmatico de una proteina CD4 humana.

Para medir la unién del anticuerpo a FZD por citometria de flujo, se cotransfectaron células HEK 293 con vectores de
expresion FZD y el marcador de transfeccién GFP. Al cabo de 24 a 48 horas posteriores a la transfeccion, se
recogieron las células en suspensién y se incubaron en hielo con anticuerpos anti FZD (10 pg/ml, a menos que se
indique otra cosa) o IgG de control, para detectar la uniéon de fondo del anticuerpo. Las células se lavaron y los
anticuerpos primarios detectados con anticuerpos secundarios especificos de dominio Fc se conjugaron con un
cromoforo fluorescente (por ejemplo, anti IgG humana conjugada con ficoeritrina). Después, las células marcadas se
analizaron por citometria de flujo para identificar anticuerpos anti FZD que reconocian especificamente la expresion
de la proteina FZD en la superficie celular. Los anticuerpos monoclonales 18R5 y 18R8 reconocieron la proteina
FZD en células transfectadas. Como se muestra en las Figuras 1 y 2, tanto 18R8 como 18R5 se unen a FZD
multiples, incluyendo FZD1, FZD2, FZD5, FZD6, y FZD8. Para examinar la capacidad relativa de 18R8 y 18R5 para
unirse a cada proteina FZD, se llevaron a cabo analisis de titulacién en los que se modifico la cantidad de anticuerpo
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en la reaccion de union (Figura 2). Este analisis demostré que 18R5 presentaba mayor fuerza de union con cada uno
de los receptores FZD (FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y FZD8) en comparacion con 18R8.

Ejemplo 3
Inhibicién de la sefializacion Wnt por 18R8 y 18R5

La capacidad de los anticuerpos de IgG 18R8 y 18R5, anti FZD, para bloquear la activacion de la via de sefializacion
Whnt, se determind in vitro utilizando ensayos con indicador luciferasa.

Se cultivaron células STF293 en DMEM complementado con antibiéticos y FCS al 10 %. Las células STF293 son
células 293 en las que se ha integrado de manera estable lo siguiente: (1) un vector indicador de Luc 8xTCF que
contiene siete copias del sitio de union a TCF unido a un promotor en direccion 5’ (upstream) de un gen indicador de
luciferasa de luciérnaga para medir niveles de sefalizacion Wnt candnica (Gazit et al., 1999, Oncogene 18:5959-66)
y (2) un indicador de luciferasa de Renilla (Promega; Madison, WI) como un control interno para determinar la
eficiencia de la transfeccion. Las células se afiadieron a placas de cultivo. Se afiadieron los anticuerpos FZD a
ensayar (0 sin anticuerpos). Después, las células se incubaron en presencia o0 ausencia de medio acondicionado con
Wnt3A que se habia preparado a partir de células L que expresaban de manera estable Wnt3a (linea celular CRL-
2647 de la ATCC) o medio acondicionado de control a partir de células L que no sobreexpresaban Wnt3A (linea
celular CRL-2648 de la ATCC). Después de incubar durante la noche, se midieron los niveles de luciferasa utilizando
un kit de analisis de luciferasa doble (Promega; Madison, WI) con actividad de luciferasa de luciérnaga normalizada
a actividad de luciferasa de Renilla.

De esta manera se determiné la capacidad de los anticuerpos 18R8 y 18R5 para inhibir la activacién de la via
inducida por Wnt. Se trataron células STF 293 con diferentes concentraciones de anticuerpos de IgG 18R8 o0 18R5 y
se afiadié medio acondicionado con Wnt3A. Las células se analizaron 18 horas después utilizando el kit de analisis
de luciferasa doble. En la Figura 3 se muestran los resultados. Con el anticuerpo 18R5, anti FZD, se observé una
mayor inhibicién de la sefializacion por TCF de la via Wnt3a.

En experimentos adicionales se determiné la capacidad del anticuerpo 18R8 para antagonizar la sefializacion por
diferentes ligandos de Wnt. Durante 48 horas, se transfectaron células HEK 293 con Wntl, Wnt2, Wnt2b2, Wnt3,
Wnt3a, Wnt7a, Wnt7b, Wnt8a, Wnt9b y Wnt10b, con Fugene 6 (Roche). Como un control de activacion positivo se
utilizé medio acondicionado con Wnt3A ("WNT3ACM"). Las células STF293 se cultivaron en DMEM complementado
con antibidticos y FCS al 10 % y se trataron con 20 pug/ml de anticuerpo 18R8 o0 sin anticuerpo. Después, se
afiadieron las células HEK293 que sobreexpresan Wnt. Dieciocho horas después del tratamiento se midieron los
niveles de luciferasa utilizando el kit de analisis de luciferasa doble. En la Figura 4 se muestran los resultados. Se
demostré que el anticuerpo 18R8, anti FZD, inhibia la sefializacion de diversas Wnt, incluyendo la inhibicion de
Wntl, Wnt2, Wnt3, Wnt7A, Wnt7B y Wnt10B, ademas de Wnt3A.

Ejemplo 4
18R8 bloquea la unién de FZD con Wnt

Para determinar la capacidad de 18R8 para bloquear la uniéon de FZD con Whnt, se afiadieron al medio de cultivo 2 pl
de FZD8-Fc soluble 1,32 pg/ul que contenia el dominio Fri (aminoéacidos 1-157 de FZD8 ligados en marco a Fc de
IgG1 humana) para unir Wnt3A (afiadido como 20 pl de medio acondicionado Wnt3A) solo o en presencia del
anticuerpo de 1gG 18R8 (afiadido como 4 pl de 3,71 pg/ul). Las mezclas se incubaron solas o en presencia de
esferas de proteina A Sepharose (GE Healthcare products; 20 ul de solucién al 50 % en PBS) durante 2 h a 4 °C.
Después de la incubacion las esferas de proteina A (y cualquier proteina que forme complejo con las esferas de
proteina A) en cada muestra se eliminaron por centrifugacién y el sobrenadante se analizé para determinar la
capacidad de inducir actividad de luciferasa 8xTCF. El sobrenadante se afiadié a células STF293, que expresaban
de manera estable 8xTCF (ocho copias del dominio de unién a TCF hacia el extremo 5’ de un gen indicador de
luciferasa de luciérnaga) para medir los niveles de sefializacion Wnt candnica y que se cultivaron en DMEM
complementado con antibiéticos y FCS al 10 %. Al cabo de 18 horas de tratamiento de las células CTF293, se
midieron los niveles de luciferasa utilizando el kit de analisis de luciferasa doble (promega; Madison, W1).

Como se observa en la Figura 5, Wnt3A y la proteina A inducen una fuerte activacion del gen indicador, medida en
unidades de luciferasa (RLU) (Figura 5, columna 1). La adicion de Fzd8-fc induce la formacién de un complejo entre
Wnt3A-Fzd8 y la proteina de fusibn Fc con las esferas de proteina A Sepharose, y una vez eliminado por
centrifugacion el complejo de proteina A-Wnt3A-Fzd8, el sobrenadante resultante ya no es capaz de activar el gen
indicador (Figura 5, columna 2). Después de la adicion de 18R8, este complejo probablemente se ve interrumpido
por el bloqueo del anticuerpo sobre el dominio de interaccion Wnt3A de Fzd8, porque aunque el complejo de
proteina-A-Fzd8-fc se elimina junto con 18R8, que puede interaccionar facilmente con la proteina A a través de su
propia parte Fc, la actividad del indicador se puede observar facilmente, lo que sugiere niveles suficientes de Wnt3A
sin formar complejos (Figura 5, columna 3). 18R8 también funciona en los Fzd endégenos presentes en las células
STF293, porque la incapacidad de la proteina A para eliminar 18R8 no muestra el retorno de la activacién de Wnt3A
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(Figura 5, columna 6).

Los datos de la Figura 5 muestran que la presencia del anticuerpo de IgG 18R8 en la reaccion de incubacion hace
gue se retenga la actividad de Wnt3A en el sobrenadante en relacién a la actividad observada solo con FZD8-Fc.
Estos resultados indican que 18R8 bloquea la capacidad de FZD8 para unirse con Wnt3A e indican que la union del
anticuerpo con el epitopo reconocido por 18R8 es capaz de bloquear las interacciones entre Wnt y FZD.

Ejemplo 5
Mapeo epitdpico de 18R8 y 18R5

Para identificar el epitopo de FZD reconocido por el anticuerpo de 1gG 18R8, se realiz6 un mapeo epitépico. Se
utilizé andlisis de citometria de flujo de FZD expresado en la superficie celular para medir la unién del anticuerpo. Se
generaron vectores plasmidicos de expresion de mamifero que comprendian un promotor de CMV en direccion 5’ de
los polinucleétidos que codifican una etiqueta epitopica FLAG de secuencia sefial N-terminal fusionada al extremo N
el dominio Fri de FZD8 a su vez fusionado al dominio transmembrana y al dominio intracelular de la proteina CD4
utilizando tecnologia recombinante estandar. Esta construccién de expresion permite la expresion del dominio Fri de
FZD8 en la superficie de la célula, asi como la expresion de una etiqueta epitépica FLAG para controlar la expresion.
Después, se utilizd6 mutagénesis dirigida para modificar aminoacidos seleccionados dentro del dominio extracelular
de FZD. Las células HEK293 se cotransfectaron con vectores de expresion que codificaban el FZD y el marcador de
transfeccion GFP. Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion se recogieron las células en suspension y se
incubaron en hielo con anticuerpo anti FZD o IgG de control para detectar union de fondo del anticuerpo. Las células
se lavaron y los anticuerpos primarios se detectaron con anticuerpos secundarios anti anticuerpo conjugados con un
croméforo fluorescente. Después, las células marcadas se analizaron por citometria de flujo para medir la unién de
anticuerpo anti FZD con FZD en la superficie celular.

De esta manera, se identificaron aminoacidos especificos dentro del dominio extracelular FZD que eran importantes
para la unién de los anticuerpos anti FZD. Cuando los restos de aminoacidos 82-83 de FZD8 se mutaron de PD a
SQ, la unién de FZD8 por 18R8 no se vio en gran parte afectada (Figura 6). De manera similar, cuando el
aminoacido 109S se cambid por 109Q, no se observé ningin efecto apreciable en la unién. Por otra parte, cuando
los restos 70-71 de FZD8 se cambiaron de HQ a AE, la unién de 18R8 con FZD8 disminuyd claramente en las
células (Figuras 6 y 7). Cuando los aminoacidos 66-67 se mutaron de GL a AA, o cuando los aminoacidos 68-69 se
mutaron de EV a QL, o cuando los aminoacidos 126-127 se mutaron de FG a NV, la unién del anticuerpo 18R8 con
FZD8 en las células se perdié de manera similar. La pérdida de unién a FZD, cuando determinados aminoacidos se
han sustituido por el dominio extracelular de FZD, revel6 sitios de reconocimiento especificos del anticuerpo. De esta
manera, se determino que el anticuerpo 18R8 se unia a un epitopo que comprendia los aminoacidos 66-71 GLEVHQ
(SEQ ID NO: 25) de FZD8 y los aminoacidos 124-128 GF de FZD8 humano. Esta region epitdpica esta bien
conservada en todos los receptores frizzled humanos a los que se une FZD8 (es decir, FZD1, FZD2, FZD5, FZD7 y
FzZD8) y no muy conservada en los receptores frizzled humanos a los que no se une FZD8 (es decir, FZD3, FZD4,
FZD6, FZD9 o FZD10).

También se realizaron experimentos FACS que comparaban la unién de 1IgG 18R5 e IgG 18R8 con FZD8 natural y
mutante en las células. Estos experimentos demostraron que los anticuerpos 18R8 y 18R5 se unian a un epitopo
similar en FZD8 (Figura 7).

Ejemplo 6
Identificacion del sitio de unién biologica (SUB de los receptores FZD)

El descubrimiento de anticuerpos que inhiben la sefializacion Wnt y el descubrimiento del epitopo dentro de la
proteina FZD unida por estos anticuerpos, ha permitido analizar ahora qué regiones de la estructura de la proteina
FZD son importantes para la sefializacion Wnt. Para examinar esto, se examiné la estructura cristalina del dominio
Fri de la proteina Fzd 8 de raton. Identificamos el epitopo de uniéon de 18R8 y 18R5 que se encuentra dentro de una
region de la estructura FZD en la que anteriormente no se habia apreciado un papel funcional especifico. Ademas, el
epitopo contenia dos elementos de superficie distintos de Fzd (que se denominaron "borde superior" y "borde
inferior") separados por una hendidura. Al comparar los diez receptores frizzled humanos, también se descubrié que
existia una notable conservacioén de la identidad de los aminoacidos que cubre la parte inferior de esta hendidura. La
regién que comprende esta hendidura, asi como el "borde superior" y el "borde inferior" con los que se une 18R8 y
18R5, se ha denominado sitio de union biolégica (SUB) de FZD. En la Figura 9 se muestran imagenes de la
estructura de un dominio Fri de Fzd basados en el analisis de la estructura cristalina anteriormente descrita de FZD8
de ratén (Dann CE et al., Nature 412 (6842) 86-90, 2001) y en andlisis realizados utilizando el programa informatico
Pymol. En la imagen izquierda superior se muestra una vista de la superficie del dominio Fri de FZD comprendiendo
la region de la proteina Fzd el sitio de unién biolégica (SUB) indicado con un circulo blanco. Cada una de las
regiones denominadas "borde superior", "borde inferior" y "hendidura" del SUB se destacan con una coloracion de
superficie mas oscura en imagenes distintas en la parte inferior del panel. En la imagen derecha superior de la
Figura 9 se destacan con una superficie mas oscura, los restos que se conservan en 9 o 10 de los diez miembros de
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familia de Fzd humanos.

Ejemplo 7

Inhibicién de crecimiento tumoral in vivo por 18R5

Prevencién de crecimiento tumoral dependiente de Wnt por 18R5

Ratones NOD/SCID hembra de 5-7 semanas de vida, recibieron inyecciéon de 50.000 células derivadas de virus de
tumor mamario de ratén (VTMM)-WNT1 en el paniculo adiposo mamario derecho superior. Los ratones transgénicos
(VTMM)-Wnt-1 muestran etapas definidas de tumorigénesis mamaria, que incluyen hiperplasia, carcinoma ductal
invasivo y metastasis distante, y por lo tanto este modelo de raton de cancer de mama proporciona una herramienta
til para analizar el papel de Wnt en la formacion y crecimiento tumoral (Nusse y Varmus (1982) Cell 31:99-109). Los
tumores de estos ratones se disociaron y estas células tumorales disociadas se utilizaron para la propagacion
tumoral. Los ratones con células tumorales implantadas en el paniculo adiposo mamario se controlaron dos veces a
la semana. Una vez que los tumores eran palpables, se midieron dos veces cada semana y se determiné el volumen
del tumor utilizando la férmula %2 (a x b2); en la que a = longitud y b = anchura. Los datos se expresan como media y
media + E.T.M. (error tipico de la media). Las medias de los grupos se compararon utilizando la prueba de la t de
Student bilateral para muestras no relacionadas. Los valores de probabilidad (p) de <0,05 se interpretaron como
significativamente diferentes. El dia 19, los ratones con un volumen de tumor promedio de 44 mm? se distribuyeron
al azar en dos grupos de 10 animales cada uno. A los animales se les inyecté el anticuerpo de control o el anticuerpo
de 1gG 18R5 (10 mg/kg). La administracion de los anticuerpos se realiz6é por inyeccion en la cavidad intraperitoneal,
dos veces a la semana. El tratamiento con el anticuerpo 18R5 anulé completamente el crecimiento tumoral en
comparacion con tumores tratados con anticuerpo de control (Figura 10; p = 0,002).

Reduccion de crecimiento de tumor de xenoinjerto OMP-C28 por tratamiento combinado de 18R5 e irinotecan

En otra realizacion se analizaron anticuerpos anti FZD para determinar su capacidad para reducir el crecimiento de
xenoinjertos de tumor de colon OMP-C28. Células OMP-C28 humanas disociadas (10.000 por animal) se inyectaron
por via subcutanea a ratones NOD/SCID macho de 6-8 semanas de vida. Semanalmente, se controlé el crecimiento
tumoral y se iniciaron mediciones tumorales una vez que los tumores eran palpables. El dia 24, los ratones con un
volumen de tumor promedio de 129 mm? se distribuyeron al azar en 4 grupos de 10 animales cada uno. A los
animales se les inyecté anticuerpo de control o anticuerpo de IgG 18R5 (10 mg/kg) o irinotecan (7,5 mg/kg) o una
combinacién tanto de 18R5 como de irinotecan. La administracion de los anticuerpos e irinotecan se realiz6 por
inyeccion en la cavidad intraperitoneal, dos veces a la semana. Los tumores se midieron dos veces a la semana y se
determiné el volumen del tumor utilizando la férmula % (a x b2); en la que a = longitud y b = anchura. Los datos se
expresan como media y media + E.T.M. (error tipico de la media). Las medias de los grupos se compararon
utilizando la prueba de la t de Student bilateral para muestras no relacionadas. Los valores de probabilidad (p) de
<0,05 se interpretaron como significativamente diferentes. El tratamiento con 18R5 produjo una reduccién del 40 %
en el crecimiento tumoral, como se muestra en la Figura 11 (p = 0,02). Ademas, el tratamiento con 18R5 e irinotecan
produjo una reduccion en el crecimiento tumoral del 53 % en relacién al tratamiento solo con irinotecan (p = 0,0002
vs. solo irinotecan) (Figura 11). Por tanto, 18R5 demuestra actividad de crecimiento antitumoral en el modelo de
tumor de colon OMP-C2 8 como un agente nico, asi como en combinacioén con irinotecan.

Reduccién de crecimiento de tumor de xenoinjerto OMP-Pn4 por tratamiento combinado de 18R5 y gemcitabina

En otra realizacion, se analizaron anticuerpos anti FZD para determinar su capacidad para reducir el crecimiento de
xenoinjertos de tumor pancreatico OMP-Pn4. Se adquirieron ratones NOD/SCID de Harian (Indianapolis, Indiana) y
antes de realizar los estudios, se permitié que se aclimataran durante varios dias. Anteriormente se ha descrito el
establecimiento y la caracterizaciéon de modelos de xenoinjerto de pancreas generados in vivo por células madre
cancerosas (Li et al., Cancer res., 67:1030-7, 2007). Para estudios de eficacia, células tumorales pancreaticas
humanas OMP-Pn4 se disociaron en suspensiones de células sueltas, se resuspendieron en una mezcla 1:1 (v/v) de
tampon FACS (solucion salina equilibrada de Hank [HBSS, por sus siglas en inglés Hank’s balanced salt solution]
complementada con suero bovino fetal termoinactivado al 2 % y Hepes 20 mM) y Matrigel (BD Bioscience, San José,
CA) y con una aguja de calibre 25, que contenia 50.000 células/100 pl, se implantaron por via subcutanea en la
region del costado derecho de ratones NOD/SCID macho de 6-7 semanas de vida. El crecimiento del tumor se
control6 semanalmente y las mediciones tumorales se iniciaron una vez %ue los tumores eran palpables. El dia 36,
los volimenes tumorales medios alcanzaron aproximadamente 120 mm® y los animales portadores del tumor se
distribuyeron al azar (4 grupos de 9 por grupo). El tratamiento se inicié dos dias después. A los animales se les
inyecté anticuerpo de control, anticuerpo de IgG 18R5 (10 mg/kg), gemcitabina (40 mg/kg) o una combinacion de
anticuerpo de IgG 18R5 y gemcitabina. La administracion de los anticuerpos y/o gemcitabina se realiz6 por inyeccion
en la cavidad intraperitoneal, una vez a la semana. Con un calibrador electrénico (Coast Tools Company, San
Leandro, CA) se midio el crecimiento tumoral. Los tumores se midieron una vez a la semana y el volumen tumoral se
determiné utilizando la férmula % (a x bz); en la que a = longitud (eje mas largo del tumor) y b = anchura (eje mas
corto del tumor). Los animales se pesaban todos los dias si mostraban una pérdida de peso corporal mayor de 15 %
y se sacrificaban si mostraban un peso corporal de 20 %. Los datos se expresan como media + E.T.M. Las
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diferencias en la media de valores entre los grupos se analizaron mediante un ensayo t no paramétrico. Para las
comparaciones multiples se utilizé ensayo ANOVA unilateral con comparacion de ensayo t a posteriori. Las
diferencias de p<0,05 se consideraron significativamente diferentes. El programa informatico para el analisis
estadistico fue GradhPad Prism4 (GradhPad Software Inc., San Diego, CA). Al final del estudio los ratones se
sacrificaron utilizando una camara de CO; seguido de luxacion cervical. Los tumores se extirparon para su analisis
de ARN e histolégico. Los tumores restantes se transfirieron a medio 199 enfriado para su procesamiento en
suspensiones de células sueltas para el analisis de la frecuencia de células madre cancerosas.

En la Figura 12 se muestran los resultados del estudio del xenoinjerto OMP-Pn4. En este experimento, el tratamiento
con el anticuerpo 18R5, como tratamiento Unico, no produjo ninguna reduccién significativa en el crecimiento
tumoral. No obstante, el tratamiento con 18R5 y gemcitabina produjo una reduccién de 42 % en el crecimiento
tumoral con respecto al tratamiento con gemcitabina (Figura 12; p = <0,001 versus solo gemcitabina). Por tanto,
18R5 demostré una actividad de crecimiento antitumoral sinérgica en el modelo de tumor pancreatico OMP-Pn4 en
combinacién con gemcitabina, un agente quimioterapéutico de referencia aprobado.

Reduccion de crecimiento tumoral de mama PE-13 por tratamiento combinado con 18R5 y paclitaxel

Se implantaron 10.000 células de tumor de mama humano PE-13 (HER2 negativo) en ratones NOD-SCID y se
dejaron crecer durante 22 dias hasta que se alcanz6 un volumen promedio de aproximadamente 120 mm?®. Después,
los animales se distribuyeron al azar en 4 grupos de 10 animales cada uno y recibieron dosis de un anticuerpo de
control, anti FZD 18R5, paclitaxel (TAXOL®) o 18R5 mas paclitaxel. La Figura 37 muestra el promedio de los
volimenes tumorales de ratones dosificados con anticuerpo de control, anti FZD 18R5, paclitaxel o 18R5 y
paclitaxel. Los anticuerpos se administraron a una dosis de 10 mg/kg, por via IP, dos veces a la semana. El
paclitaxel se administré6 a una dosis de 10 mg/kg, IP, una vez a la semana. Los tumores se midieron los dias
indicados en la Figura 37. La Figura 38 muestra el crecimiento tumoral de los animales individuales en el grupo
tratado con 18R5 y paclitaxel. Se observé que el tratamiento con 18R5 y paclitaxel producia una actividad
antitumoral y regresion de los tumores de mama establecidos.

Ejemplo 8
Analisis para determinar el efecto sobre la frecuencia de células madre cancerosas

Se pueden utilizar ensayos de dilucién limitante (LDA, por sus siglas en inglés Limiting dilution assays) para
determinar el efecto de un agente o anticuerpo de unién a FZD sobre células madre cancerosas de tumor sélido y
sobre la tumorigenicidad de un tumor que comprende las células madre cancerosas. Los ensayos se pueden utilizar
para determinar la frecuencia de células madre cancerosas en tumores de animales tratados con el anticuerpo de
unién a FZD u otro agente y comparar esa frecuencia con la frecuencia de células madre cancerosas en tumores de
animales de control.

Efecto del tratamiento combinado de 18R5 e irinotecan sobre células madre cancerosas en tumores OMP-C28

Al final del estudio (dia 48) se extrajeron tumores de control y tratados del estudio de xenoinjerto OMP-C28 descrito
anteriormente (ejemplo 7). Los tumores se procesaron y se disociaron en células sueltas. Las células tumorales se
incubaron después con anticuerpos de ratén biotinilados (o CD45 de raton-biotina, dilucion 1:200 y (o H2Kd de ratén
de rata-biotina, dilucién 1:100, BioLegend, San Diego, CA) en hielo durante 30 min seguido de la adicidn de esferas
magnéticas marcadas con estreptavidina (Invitrogen, Carlsbad, CA) para eliminar con un iman las células de raton.

Para la LDA, se recogieron células humanas en la suspension, se contaron y las dosis de células apropiadas (5, 25y
125 células) en tampén FACS se mezclaron en una mezcla 1:1 con Matrigel y se inyectaron por via subcutanea a
ratones NOD/SCID (10 ratones por dosis de célula por grupo de tratamiento). Se permitié que los tumores crecieran
hasta los 4 meses. En el momento deseado, se determind el porcentaje de ratones con tumores detectables en
todos los grupos inyectados con células tumorales tratadas con el anticuerpo anti FZD y se compard con el
porcentaje de ratones con tumores detectables en los controles. Por ejemplo, el niUmero de ratones inyectados con
125 células tumorales tratadas con control que presentaron tumores detectables se determind y se compar6 con el
numero de ratones inyectados con 125 células tumorales tratadas con anticuerpo FZD que presentaban tumores
detectables. Después se calculé la frecuencia de células madre cancerosas utilizando el programa informatico L-
CalcTM (StemCell Technologies Inc.). Resumiendo, basandose en datos estadisticos de Poisson, si el 37 % de los
animales no desarrollan tumores, existe exactamente una célula madre cancerosa entre el nimero conocido de
células inyectadas.

Para analisis de marcadores de superficie celular, la suspensidon de células tumorales disociadas se tifié con
anticuerpos anti ESA (Biomeda) y anti CD44 (BD Biosciences) que se conjugaron directamente con fluorocromos.
Las células muertas se excluyeron utilizando el colorante de viabilidad DAPI. Se realiz6 citometria de flujo utilizando
un FACS Aria (Becton Dickinson). Para eliminar grumos de células se utilizan perfiles de dispersion lateral y directa.
El analisis de los tumores tratados con anticuerpo de control mostré que el 64 % del volumen de la poblacién tumoral
expresaba tanto ESA como CD44 a niveles altos (Figura 39). La poblacion doble positiva no se vio significativamente
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afectada por el tratamiento con irinotecan solo (55 %), como se muestra en la Figura 39, pero el tratamiento bien con
18R5 o0 con la combinacion de 18R5 con irinotecan redujo la poblacion doble positiva (40 % y 32 %,
respectivamente).

Efecto del tratamiento combinado de 18R5 y gemcitabina en células madre cancerosas sobre tumores OMP-Pn4

Se extrajeron tumores de control y tratados del estudio de xenoinjerto OMP-Pn4 descrito anteriormente (Ejemplo 7)
al final de 41 dias de tratamiento. Los tumores se procesaron y disociaron en células disociadas. Las células
tumorales se incubaron después con anticuerpos de ratén biotinilados (a-CD45 de ratén-biotina, diluciéon a 1:200 y
rata a-H2Kd de ratén-biotina, diluciéon a 1:100, BioLegend, San Diego, CA) en hielo durante 30 min seguido de la
adicion de esferas magnéticas marcadas con estreptavidina (Invitrogen, Carlsbad, CA) para eliminar las células de
ratén. Las células humanas que quedaban en la suspension se recogieron, se contaron y se diluyeron a las dosis de
célula apropiadas (30, 90, 270 y 810 células), se mezclaron en la mezcla de tampén FACS 1:1 (v/v) y Matrigel y se
inyectaron por via subcutanea a ratones NOD/SCID (10 ratones por dosis de células por grupo de tratamiento). Se
permitié que los tumores crecieran durante 75 dias como se muestra en la Figura 40. Cada punto en la Figura 40
representa el volumen del tumor de un ratén individual. Se determind el porcentaje de ratones con tumores
detectables en todos los grupos inyectados con células tumorales tratadas con anticuerpo anti FZD y se comparé
con el porcentaje de ratones con tumores detectables en los controles. Por ejemplo, el nimero de ratones
inyectados con 810 células tumorales tratadas con control que tenian tumores detectables se determind y se
compar6 con el numero de ratones inyectados con 810 células tumorales tratadas con anticuerpo FZD que tenian
tumores detectables. Se utilizd la frecuencia de crecimiento tumoral para calcular la frecuencia de células madre
cancerosas utilizando el programa informatico L-CalcTM. Las frecuencias de células madre cancerosas calculadas
para cada uno de los grupos de tratamiento se muestran en la Figura 41. El tratamiento con 18R5 solo y el
tratamiento con 18R5 combinado con gemcitabina redujeron la frecuencia de células madre cancerosas, mientras
gue el tratamiento con gemcitabina sola no tuvo ningun efecto.

Ejemplo 9
Produccién de anticuerpos FZD
Produccién de antigenos

Los fragmentos de polipéptidos recombinantes del dominio extracelular (DEC) o del dominio Fri (Fri) de los
receptores FZD humanos (FZD) se generaron como antigenos para la produccion de anticuerpos. Se utilizé la
tecnologia de ADN recombinante estandar para aislar polinucleétidos que codifican los aminoacidos de estos
dominios del receptor o receptores frizzled humanos deseados. Estos polinucleétidos se ligaron en marco en el
extremo N ya sea a la etiqueta Fc humana o a la etiqueta de histidina y se clonaron en un vector de transferencia
plasmidico para la expresion mediada por baculovirus en células de insecto. La transfeccion estandar, la infeccion y
los protocolos de cultivo celular se utilizan para producir células de insecto recombinantes que expresan los
polipéptidos FZD correspondientes (O'Reilley et al., Baculovirus expression vectors: A Laboratory Manual, Oxford:
Oxford University Press (1994)).

La proteina antigénica se purifica del medio acondicionado de células de insecto utilizando proteina A y
cromatografia de afinidad con Ni"*-quelato. La proteina antigénica purificada se dializa contra PBS (pH = 7), se
concentra a aproximadamente 1 mg/ml y se esteriliza por filtracién en la preparacién para la inmunizacion.

Inmunizacion

Se inmuniza a los ratones con la proteina antigénica FZD purificada utilizando técnicas estandar. La sangre de
ratones individuales se explora aproximadamente 70 dias después de la inmunizacion inicial para el reconocimiento
antigénico utilizando analisis de ELISA y FACS (descrito detalladamente mas adelante). Los dos animales con los
titulos mas altos de anticuerpo se seleccionan para el refuerzo final con antigeno, después de lo cual se aislan
esplenocitos para la produccion del hibridoma. Las células del hibridoma se siembran en placa a 1 célula por pocillo
en placas de 96 pocillos y el sobrenadante de cada pocillo se explora mediante ELISA y andlisis FACS contra la
proteina antigénica. Se seleccionan varios hibridomas con alto titulo de anticuerpo y se mejoran en un cultivo de
matraz estatico. Los anticuerpos se purifican del sobrenadante de hibridoma utilizando cromatografia en agarosa con
proteina A o proteina G. Los anticuerpos monoclonales purificados se someten nuevamente a ensayo con FACS y
se determina el isotipo para seleccionar los anticuerpos de IgG e IgM.

Mapeo epitépico

Para identificar anticuerpos que reconocen regiones especificas del dominio de FZD extracelular, que incluyen el
dominio rico en cisteina, se realiza un mapeo epitdpico. Los vectores de expresion plasmidicos de mamifero que
comprenden un promotor de CMV hacia el extremo 5' de los polinucleétidos que codifican fragmentos del dominio de
FZD extracelular se generan utilizando tecnologia de ADN recombinante estandar. Las proteinas recombinantes
después se expresan en células de mamifero cultivadas por transfeccion transitoria. Veinticuatro a 48 horas después
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de la transfeccion, las células se recogen y las proteinas resultantes del lisado celular se separan en geles de
acrilamida de SDS-PAGE para transferencia Western utilizando anticuerpos de ratones inmunizados con antigeno
FZD. Los anticuerpos que reconocen el dominio de union a ligando de FZD se pueden analizar adicionalmente por
ELISA para determinar la unién competitiva con proteinas Wnt.

Para identificar epitopos especificos dentro de los dominios extracelulares reconocidos por un anticuerpo contra
FZD, se utiliza el sistema SPOT (sigma Genosys, The Woodlands, TX). Una serie de péptidos lineales de 10 restos
que se superponen por un aminoacido y que abarcan la totalidad del dominio de FZD extracelular se sintetizan y se
unen de manera covalente con una membrana de celulosa por la técnica de sintesis SPOT. La membrana se
preincuba durante 8 horas a temperatura ambiente con tampén de bloqueo y se hibrida con anticuerpo durante la
noche a 4 °C. Después, la membrana se lava, se incuba con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de
rabano picante (HRP) (Amersham Bioscience, Piscataway, NJ), se vuelve a lavar y se visualiza con solucién de
revelado de sefial que contiene 3-amino-9-etilcarbazol. De esta manera se determinan los epitopos especificos
reconocidos por un anticuerpo.

Andlisis FACS

Para seleccionar los anticuerpos monoclonales producidos por clones de hibridomas que reconocen la proteina FZD
en la superficie celular nativa, se utiliza el analisis FACS. Se transfectan células HEK293 con un vector se expresion
que codifica un clon de ADNc de longitud completa del FZD correspondiente, ya sea solo o cotransfectado con un
vector que expresa GFP. Se puede introducir una etiqueta epitépica Flag en el extremo amino terminal, lo que
permite verificar la expresion de los receptores FZD etiquetados sobre la superficie celular. Veinticuatro a 48 horas
después de la transfeccion se recogen las células en suspension y se incuban en hielo con anticuerpos anti FZD,
anticuerpos FLAG, suero inmunitario (para células que expresan FZD5) o IgG de control para detectar la unién de
fondo del anticuerpo. Las células se lavan y los anticuerpos primarios se detectan con anticuerpos secundarios anti
ratdn conjugados con un croméforo fluorescente. Las células marcadas se clasifican después por FACS para
identificar anticuerpos anti FZD que reconocen especificamente la expresion del receptor FZD correspondiente en la
superficie celular. Se identifican anticuerpos que reconocen uno o varios de los receptores frizzled humanos
deseados.

Anticuerpos quiméricos

Después de que se identifican los anticuerpos monoclonales que reconocen especificamente un receptor FZD, estos
anticuerpos se modifican para superar la respuesta inmunitaria de anticuerpo humano anti raton (HAMA, por sus
siglas en inglés human anti-mouse antibody) cuando como agentes terapéuticos se utilizan anticuerpos de roedor.
Las regiones variables de la cadena pesada y de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal seleccionado se aislan
por RT-PCR de células de hibridoma y se ligan en marco a las regiones constantes de la cadena pesada de IgG1
humana y cadena ligera kappa, respectivamente, en vectores de expresion de mamifero. De manera alternativa, se
utiliza un vector de expresion de Ig humana, tal como TCAE 5.3, que contiene los genes de la regién constante de
cadena pesada de IgG1 humana y cadena ligera kappa en el mismo plasmido (Preston et al., 1998, Infection &
Immunity 66: 4137-42). Los vectores de expresién que codifican las cadenas pesada y ligera quiméricas se
cotransfectan después en células de ovario de hamster chino (CHO) para la produccion de anticuerpos quiméricos.
La inmunorreactividad y afinidad de los anticuerpos quiméricos se comparan con las de los anticuerpos murinos
precursores mediante ELISA y FACS.

Anticuerpos humanizados

Dado que las sustancias terapéuticas de anticuerpos quiméricos con frecuencia siguen siendo antigénicas, la
produccién de una respuesta inmunitaria de anticuerpo humano antiquimérico (HACA, por sus siglas en inglés
human anti-chimeric antibody), los anticuerpos quiméricos contra un receptor FZD pueden experimentar
humanizacion adicional. Para generar anticuerpos humanizados, los aspectos clave de los motivos determinantes de
especificidad del anticuerpo, que incluyen posiblemente elementos tanto de las tres secuencias hipervariables
cortas, o regiones determinantes de complementariedad (las CDR) y/o como de las regiones estructurales
necesarias para colocar correctamente las regiones CDR de los dominios variables de cadena pesada y ligera de los
anticuerpos descritos anteriormente, se modifican por ingenieria genética utlizando tecnologia de ADN
recombinante en las secuencias de ADN de linea germinal de los genes de anticuerpos de cadena pesada y ligera
humanas, respectivamente, y después se clonan en un vector de expresién de mamifero para su expresion en
células CHO. La inmunorreactividad y afinidad de los anticuerpos humanizados se comparan con las de los
anticuerpos quiméricos precursores mediante ELISA y FACS. Adicionalmente, para optimizar la especificidad,
afinidad, etc. del anticuerpo humanizado, se puede utilizar mutagénesis dirigida a sitio o de alta densidad de la
region variable.

Anticuerpos humanos
En algunas realizaciones, los anticuerpo humanos que reconocen especificamente el dominio extracelular de un

receptor FZD se aislan utilizando tecnologia de presentacion en fago. Se explora una biblioteca de anticuerpos de
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presentacién en fago que contiene dominios variables de anticuerpo humano presentados como dominios Fv de
cadena uUnica o como dominios Fab, para el reconocimiento especifico y de alta afinidad de un antigeno de
receptores FZD descrito anteriormente. Después, las secuencias de anticuerpo de dominio variable identificadas, se
reformatean en un vector de expresion de Ig que contiene la cadena pesada y la cadena ligera kappa de la IgG1
humana para la expresion de anticuerpos humanos en células CHO.

Ejemplo 10
Produccién de anticuerpos que reconocen epitopos especificos
Anticuerpos monoclonales de hibridomas

En determinadas realizaciones, los anticuerpos que reconocen epitopos funcionales de receptores FZD se generan
inmunizando ratones con uno o mas de los antigenos de receptores FZD. Los ratones se inmunizan con la proteina
antigénica de FZD purificada utilizando técnicas estandar. En determinadas realizaciones, los ratones se inmunizan
secuencialmente con distintos antigenos de receptores FZD. La sangre de ratones individuales se explora
aproximadamente 70 dias después de la inmunizacion inicial. Se seleccionan animales que tienen el titulo de
anticuerpo alto para el antigeno FZD para refuerzo final con antigeno, después de lo cual se aislan esplenocitos para
la produccién de hibridoma. Las células de hibridoma se siembran en placas a 1 célula por pocillo en placas de 96
pocillos y los sobrenadantes de cada pocillo se exploran por ELISA y analisis de citometria de flujo. Para identificar
anticuerpos monoclonales que reconocen epitopos especificos, incluidos los epitopos dentro del sitio de unién
biologica (SUB), o que se superponen con este, el sobrenadante de hibridoma se explora para determinar tanto la
unién del anticuerpo con uno o mas FZD deseados, como la no unién con FZD que tiene sustituciones de
aminoacidos especificas dentro del epitopo especifico deseado (por ejemplo, el SUB).

Anticuerpos Humanos

Para identificar anticuerpos que reconocen los epitopos deseados de los receptores FZD (por ejemplo, epitopos
comunes a FZD multiples y/o epitopos dentro del SUB, o que se superponen con este o con una parte del mismo) se
puede utilizar una fagoteca de presentacién. Por ejemplo, el dominio Fri de un FZD seleccionado se expresa como
proteina recombinante y se aplica sobre una superficie apropiada a 10 pg/ml. Después, se selecciona una fagoteca
humana a través de dos o mas rondas de enriquecimiento (véase, por ejemplo Griffiths et al., EMBO J. 12: 715-34).
Opcionalmente, pueden realizarse rondas de seleccién posteriores utilizando distintas proteinas FZD.
Opcionalmente, cada ronda de seleccion se puede realizar en presencia de proteina FZD soluble de sefiuelo que
contiene sustituciones de aminoacidos especificas dentro de la regidn epitdpica diana deseada (por ejemplo, que
incluye los epitopos dentro del sitio de unién biolégica (SUB)). Los clones individuales del resultado de las
selecciones de seleccion se exploran después para determinar la capacidad de unirse a una o varias de las
proteinas FZD deseadas por ELISA o andlisis de citometria de flujo y la unién a un epitopo deseado se evalla por la
falta de unién a la proteina FZD que contiene sustituciones de aminodacidos especificas dentro del epitopo diana
deseado. Los genes que codifican el dominio de unién a antigeno se recuperan después del fago y se utilizan para
construir una molécula completa de anticuerpo humano uniendo el dominio de unién a antigeno con las regiones
constantes para su expresion en una linea celular hospedadora adecuada. Los anticuerpos se identifican y se
someten a ensayo para determinar la capacidad de impedir el crecimiento de células tumorales, como se describe
en cualquier otra parte de este documento.

Ejemplo 11
Andlisis adicionales in vitro para evaluar anticuerpos contra un receptor FZD

Este ejemplo describe andlisis representativos in vitro para ensayar la actividad de anticuerpos generados contra un
receptor FZD sobre la proliferacion, activaciéon de la via y citotoxicidad celular.

Andlisis de Proliferacion

La expresion de un receptor FZD por diferentes lineas celulares de cancer se cuantifica utilizando analisis Tagman.
Las lineas celulares identificadas que expresan un receptor FZD se siembran en placa a una densidad de 10* células
por pocillo, en microplacas de cultivo tisular de 96 pocillos y se permite su propagacion durante 24 horas.
Posteriormente, las células se cultivan durante 12 horas mas en DMEM reciente con FCS al 2 %, momento en el
cual se afiaden al medio de cultivo anticuerpos anti FZD frente a anticuerpos de control en presencia de BrdU 10
pmol/l. Después del marcado con BrdU, el medio de cultivo se retira y las células se fijan a temperatura ambiente
durante 30 minutos en etanol y se hacen reaccionar durante 90 minutos con anticuerpo monoclonal anti BrdU
conjugado con peroxidasa (fragmentos de Fab, clon BMG 6H8). El sustrato se revela en una solucién que contiene
tetrametilbencidina y se detiene después de 15 minutos con 25 pl de H>S04 1 mol/l. La reaccién de color se mide con
un lector de placa ELISA automatico utilizando un filtro de 450 nm (lector de microplaca UV; Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA). Todos los experimentos se realizan por triplicado. Se determina la capacidad de los anticuerpos anti
FZD para inhibir la proliferacion celular en comparacién con los anticuerpos de control.
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Andlisis de activacién de la via

En determinadas realizaciones, la capacidad de los anticuerpos contra un receptor de FZD para bloquear la
activacion de la via de sefalizacion Wnt se determina in vitro. Por ejemplo, células HEK293 cultivadas en DMEM
complementado con antibiéticos y con FCS al 10 %, se cotransfectan con 1) vectores de expresion de Wnt7B y
FZD10 para activar la via de sefializacion Wnt; 2) un vector indicador de TCF/Luc natural 0 mutante que contiene
tres u ocho copias del dominio de uniéon a TCF hacia el extremo 5’ de un gen indicador de luciferasa de luciérnaga
para medir los niveles de sefializacion Wnt candnica (Gazit et al.,1999, Oncogene 18: 5959-66); y 3) un indicador de
luciferasa de Renilla (Promega; Madison, WI) como un control interno para determinar eficiencia de la transfeccion.
Después, anticuerpos anti FZD10 y de control se afiaden al medio de cultivo celular. Cuarenta y ocho después de la
transfeccion, los niveles de luciferasa se miden utilizando un kit de analisis de luciferasa doble (Promega; Madison,
WI) con la actividad de la luciferasa de luciérnaga normalizada a la actividad de luciferasa de Renilla. Se realizan por
triplicado tres experimentos independientes. De esta manera, se determina la capacidad de los anticuerpos anti FZD
para inhibir la activacién de la via Wnt.

Analisis de citotoxicidad dependiente del complemento

En determinadas realizaciones, para medir la citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) mediada por un
anticuerpo contra un receptor FZD, se utilizan las lineas celulares de cancer que expresan un receptor FZD o células
madre cancerosas aisladas de una muestra de un paciente sometidas a pases como un xenoinjerto en ratones
inmunocomprometidos. Las células se suspenden en 200 pl de medio de cultivo RPMI 1640 complementado con
antibioticos y FBS al 5 %, a 10° células/ml. Después, las células suspendidas se mezclan con 200 pl de suero o de
suero termoinactivado con anticuerpos contra un receptor FZD o anticuerpos control, por triplicado. Las mezclas
celulares se incuban durante 1 a 4 horas a 37 °C en CO; al 5 %. Después, las células tratadas se recogen, se
resuspenden en anexina V 100 pl marcada con FITC diluida en medio de cultivo y se incuban a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Se afiaden 100 pl de una solucion de yoduro de propidio (25 pug/ml) diluida en HBSS y
se incuba durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las células se recogen, se resuspenden en medio de cultivo y
se analizan por citometria de flujo. La citometria de flujo de células tefiidas con FITC proporciona recuentos totales
de células y la absorcion de yoduro de propidio por células muertas como un porcentaje de los niumeros de células
totales, se utiliza para medir la muerte celular en presencia de suero y anticuerpos contra un FZD en comparacion
con suero termoinactivado y anticuerpos de control. De esta manera se determina la capacidad de los anticuerpos
anti FZD para mediar la citotoxicidad dependiente del complemento.

Analisis de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo

Para medir la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (CCDA), mediada por un anticuerpo contra un receptor
FZD, pueden utilizarse lineas celulares de cancer que expresan un receptor FZD o células madre cancerosas
aisladas de una muestra de un paciente sometidas a pases como un xenoinjerto en ratones inmunocomprometidos.
Las células se suspenden en 200 ul de medio de cultivo RPMI 1640 sin rojo de fenol, complementado con
antibiéticos y FBS al 5 % a 10° células/ml. Células mononucleares de sangre periférica (CMSP) se aislan de sangre
periférica heparinizada por centrifugacién en un gradiente de densidad de Ficoll-Paque para su uso como células
efectoras. Después, se mezclan células diana (D) con células PBMC efectoras (E) a relaciones de E/D de 25:1, 10:1
y 5:1 en placas de 96 pocillos en presencia de al menos un anticuerpo anti receptor FZD o un anticuerpo de control.
Los controles incluyen la incubacion de células diana solas y de células efectoras solas en presencia de anticuerpo.
Las mezclas de células se incuban durante 1 a 6 horas a 37 °C en CO; al 5 %. Después, la lactato deshidrogenasa
(LDH) liberada, una enzima citosdlica estable liberada después de la lisis celular, se mide mediante un analisis
colorimétrico (analisis de citotoxicidad no radioactiva CytoTox96; Promega; Madison, WI). Con un lector de placa de
96 pocillos estandar se recogen los datos de absorbancia a 490 nm y se corrige el fondo. Se calcula el porcentaje de
citotoxicidad especifica de acuerdo con la formula: % de citotoxicidad = 100 x (liberaciéon experimental de LDH -
liberacion espontanea de LDH efectora - liberacién diana de LDH espontanea)/(liberacion maxima diana de LDH -
liberacion diana de LDH espontanea). De esta manera se determina la capacidad de los anticuerpos contra un
receptor FZD para mediar citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo.

Ejemplo 12
Prevencion in vivo de crecimiento tumoral utilizando anticuerpos anti receptores FZD

Este ejemplo describe el uso de anticuerpos anti receptores FZD para prevenir el crecimiento tumoral en un modelo
de xenoinjerto. En determinadas realizaciones, las células tumorales de una muestra de un paciente (biopsia de
tumor sélido o derrame pleural) que se han sometido a pasajes como un xenoinjerto en ratones, se preparan para
someterlas de nuevo a pases en animales experimentales. Se retira el tejido tumoral en condiciones estériles, se
corta en trozos pequefios, se tritura completamente utilizando cuchillas estériles y se obtienen suspensiones de
células disociadas por digestion enzimatica y rotura mecéanica. Especificamente, células de derrame pleural o trozos
de tumor resultantes se mezclan con colagenasa Il ultrapura en medio de cultivo (200-250 unidades de colagenasa
por ml) y se incuban a 37 °C durante 3-4 horas pipeteando de arriba a abajo con una pipeta de 10 ml cada 15-20
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minutos. Las células digeridas se filtran a través de una malla de nylon de 45 uM, se lavan con RPMI/FBS al 20 % y
se lavan dos veces con HBSS. Después, las células tumorales disociadas se inyectan por via subcutanea en los
paniculos adiposos mamarios de ratones NOD/SCID para inducir el crecimiento tumoral.

En determinadas realizaciones, las células tumorales disociadas se clasifican primero en células tumorigénicas o no
tumorigénicas basandose en marcadores de superficie celular antes de la inyeccién en animales experimentales.
Especificamente, las células tumorales disociadas, como se describe anteriormente, se lavan dos veces con
solucién salina tamponada con Hepes (HBSS, Hepes buffered saline solution) que contiene suero de ternero
termoinactivado (HICS, heat-inactivated calf serum) al 2 % y se resuspenden a 10° células por 100 pl. Los
anticuerpos se afiaden y las células se incuban durante 20 minutos en hielo seguido de dos lavados con HBSS/HICS
al 2 %. Los anticuerpos incluyen anti ESA (Biomeda, Foster City, CA), anti CD44, anti CD24, y marcadores de Linaje
anti CD2, -CD3, -CD10, -CD16, -CD18, -CD31, y -CD140b (denominados colectivamente Lin; PharMingen, San
José, CA). Los anticuerpos se conjugan directamente con fluorocromos para seleccionar de manera positiva o
negativa células que expresan estos marcadores. Las células de ratén se eliminan seleccionando contra células
H2Kd+ y las células muertas se eliminan utilizando el colorante de viabilidad 7AAD. Se realiza citometria de flujo en
un FACSvantage (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Para eliminar grumos de células se utilizan perfiles de
dispersion lateral y directa. Después, células tumorigénicas aisladas ESA+, CD44+, CD24-/bajo, Lin-, se inyectan por
via subcutanea a ratones NOD/SCID para inducir el crecimiento tumoral.

Como ejemplo, se analizan anticuerpos anti FZD para determinar su capacidad para reducir el crecimiento de células
tumorales. Por via subcutanea, se inyectan células tumorales disociadas (10.000 por animal) en la region del
costado de ratones NOD/SCID de 6-8 semanas de vida. Dos dias después de la inyeccion de las células tumorales,
se inyectan a los animales, por via intraperitoneal (i.p.), 10 mg/kg de cualquiera de los anticuerpos anti FZD, dos
veces a la semana. El crecimiento tumoral se controla semanalmente hasta que se detecta el crecimiento, punto
después del cual el crecimiento tumoral se mide dos veces a la semana durante un total de 8 semanas. De esta
manera se identifican anticuerpos de union a FZD, que reducen de manera significativa el crecimiento tumoral en
comparacién con controles inyectados con PBS.

Ejemplo 13
Tratamiento in vivo de tumores utilizando anticuerpos anti receptores FZD

Este ejemplo describe el uso de anticuerpos anti receptores FZD para tratar cancer en un modelo de xenoinjerto. En
determinadas realizaciones, las células tumorales de una muestra de un paciente (biopsia de tumor sélido o derrame
pleural) que se han sometido a pasajes como un xenoinjerto en ratones, se preparan para someterlas de nuevo a
pases en animales experimentales. Se retira el tejido tumoral en condiciones estériles, se corta en trozos pequefios,
se tritura completamente utilizando cuchillas estériles y se obtienen suspensiones de células disociadas por
digestion enzimatica y rotura mecanica. Después, las células tumorales disociadas se inyectan por via subcutanea
en los paniculos adiposos mamarios, para tumores mamarios, o en el costado, para tumores no mamarios, de
ratones NOD/SCID, para inducir el crecimiento tumoral. De manera alternativa, se aislan células tumorales
tumorigénicas ESA+, CD44+, CD24-/bajo, Lin- como se describe anteriormente y se inyectan.

Después de la inyeccion de células tumorales, se controla a los animales para determinar crecimiento del tumor. Una
vez que los tumores alcanzan el tamafio promedio de aproximadamente 150 a 200 mm, comienza el tratamiento con
los anticuerpos. Cada animal recibe 100 pg de anticuerpos anti receptores FZD o anticuerpos de control por via i.p.
dos a cinco veces a la semana durante un total de 6 semanas. Se determina el tamafio del tumor dos veces a la
semana durante estas 6 semanas. De este modo se determina la capacidad de los anticuerpos anti receptores FZD
para evitar el crecimiento tumoral adicional o para reducir el tamafio del tumor en comparacion con anticuerpos de
control.

En el punto final del tratamiento con anticuerpos, los tumores se extirpan para andlisis adicional. En determinadas
realizaciones, una parte del tumor se analiza por inmunofluorescencia para determinar la penetracién de los
anticuerpos en el tumor y la respuesta del tumor. Una parte de cada tumor extirpado de los ratones tratados con
anticuerpos anti receptor FZD y de los tratados con anticuerpo de control, se congela en fresco en nitrégeno liquido,
se incluye en O.C.T. y se corta en un criostato en secciones de 10 um sobre portaobjetos de vidrio. En algunas
realizaciones, una parte de cada tumor se fija en formalina, se incluye en parafina y se corta en un microtomo como
una seccion de 10 um sobre portaobjetos de vidrio. Las secciones se fijan posteriormente y se incuban con
anticuerpos marcados con cromdéforo que reconocen especificamente anticuerpos inyectados para detectar los
anticuerpos anti receptor FZD o anticuerpos de control presentes en la biopsia de tumor. Ademas, para determinar
los efectos del tratamiento con anticuerpos, por ejemplo, sobre la angiogénesis, el crecimiento tumoral y la
morfologia de tumores, se pueden utilizar anticuerpos que detectan tipos diferentes de células tumorales y
acumuladas en tumores, tales como, por ejemplo, anticuerpos anti cadherina VE (CD144) o anti PECAM-1 (CD31)
para detectar células endoteliales vasculares, anticuerpos anti alfa actina de musculo liso, para detectar células de
musculo liso vasculares, anticuerpos anti Ki67 para detectar células proliferantes, andlisis TUNEL para detectar
células que mueren, anticuerpos anti-B-catenina para detectar sefializacion Wnt y anticuerpos anti fragmento Notch
del dominio intracelular (DIC) para detectar sefializaciéon Notch.
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En determinadas realizaciones, también se evalué el efecto del tratamiento con anticuerpos anti receptor FZD sobre
la expresion genica de células tumorales. Se extrae ARN total de una parte de cada tumor extirpado de ratones
tratados con anticuerpo anti FZD o tratados con anticuerpo de control y se utilizé para realizar RT-PCR cuantitativa.
Los niveles de expresion de los receptores FZD, componentes de la via de sefializacion Wnt, incluyen, por ejemplo,
Whntl y B-catenina, asi como marcadores de células madre cancerosas identificados anteriormente (por ejemplo
CD44) se analizan en relacién al gen constitutivo GAPDH como un control interno. De esta manera se determinan
los cambios en la expresidn génica de células tumorales después del tratamiento con anticuerpos anti receptor FZD.

Ademas, se evalué el efecto del tratamiento con anticuerpos anti receptor FZD sobre la frecuencia de células madre
cancerosas. Las muestras de tumor de ratones tratados con anticuerpos anti FZD frente a anticuerpos de control se
cortan en trozos pequefios, se trituran completamente utilizando cuchillas estériles y se obtienen suspensiones de
células disociadas por digestion enzimatica y rotura mecanica. Las células tumorales disociadas se analizan
después por andlisis FACS para determinar la presencia de células madre cancerosas tumorigénicas basandose en
la expresion de marcadores de células en superficie ESA+, CD44+, CD24-/bajo, Lin-, como se describe con detalle
anteriormente.

Después, se puede evaluar la tumorigenicidad de células aisladas basandose en la expresion de ESA+, CD44+,
CD24-/bajo, Lin- tras el tratamiento con anticuerpos anti FZD. Las células madre cancerosas ESA+, CD44+, CD24-
/bajo, Lin-, aisladas de ratones tratados con anticuerpos anti FZD frente a anticuerpos de control, se inyectan de
nuevo por via subcutanea en los paniculos adiposos mamarios de ratones NOD/SCID. Después, basandose en el
namero de células inyectadas, necesarias para la formacion de un tumor consistente, se determind la
tumorigenicidad de células madre cancerosas.

Ejemplo 14
Identificacion de una firma de gen Wnt

Se llevaron a cabo experimentos para identificar un grupo de genes cuya expresion es especifica para la activacion
de la via de sefializacion Wnt en tumores de colon humano.

Anulacién del crecimiento tumoral por sobreexpresion de axina

La axina es un importante regulador de la via Wnt candnica. Es parte del complejo multiproteico que desencadena la
degradacion de la B-catenina, manteniendo de esta manera el silencio de la via en ausencia de Wnt. Este efecto lo
invierte Wnt, que retira la axina del complejo de destruccion, lo que permite la traslocaciéon de la B-catenina y la
activacion mediada por TCF de genes diana especificos. Tanto la sobreexpresion exdégena de axina como la
expresion de una forma truncada negativa dominante de TCF (DNTCF4) representan medios bien caracterizados
para bloquear la via de sefializacién Wnt.

Se demuestra que la sobreexpresién de axina mediada por lentivirus anula por completo el crecimiento de tumores
de mama UM-PE13 y UM-T3, asi como el crecimiento de tumores de colon OMP-C11 y OMP-C17 en ratones
NOD/SCID. La expresién estable de DNTCF4 en células tumorales UM-T3 tiene el mismo efecto. Considerados en
su conjunto, estos datos demuestran que el bloqueo de Wnt intracelular puede afectar de manera negativa al
desarrollo de diferentes tipos de tumor, respaldando que la via Wnt es una diana relevante para el tratamiento de
canceres de mama y colon.

La via de sefializacion Wnt se activa de manera constitutiva en muchos tipos de tumor. En la mayor parte de los
tumores de colon esta activacion se debe a una mutacién de truncamiento de la poliposis adenomatosa colénica
(PAC) o a mutaciones de activacién de la B-catenina. Dichas mutaciones no se han descrito en otros tejidos, en los
que la via de sefializaciébn Wnt se puede activar a través de otro conjunto de mutaciones o de un mecanismo
autocrino. En los tumores en los que la via de sefializacion Wnt permanece sensible a estimulos autocrinos, el
bloqueo de la via utilizando medios extracelulares, tales como anticuerpos u otros inhibidores de proteina solubles,
debe ser factible e incidir sobre el desarrollo del tumor. La identificacion de dichos tumores dependientes de Wnt
puede ser Util para desarrollar agentes anti Wnt y definir tipos de tumores que se tengan como diana en el entorno
clinico.

Los datos inmunohistoquimicos muestran que la mayoria de las células tumorales OMP-C11 expresan niveles altos
de B-catenina citoplasmatica/nuclear, lo que sugiere que la via de sefalizaciébn Wnt esta activada de manera
constitutiva en este tipo de tumor. Esto se confirmé por la deteccidon de niveles altos de B-catenina en células
tumorales OMP-C11 por transferencia Western. La combinacion de la activacion de la via Wnt y la sensibilidad a la
sobreexpresion de axina, hace que las células tumorales OMP-C11 sean un buen tumor en el cual estudiar la
regulacion de la expresion genica en respuesta a Wnt y el bloqueo de Wnt, y a partir del cual obtener una firma del
gen Wnt.

Analisis de micromatriz de expresion genica diferencial en respuesta a la sobreexpresion de axina
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La expresién genica diferencial después de tratamiento de células de tumor de colon OMP-C11 con axina, se
determiné por andlisis de micromatriz.

Como fuente de células de tumor de colon, se utilizaron ratones NOD/SCID de los que se extirparon tumores OMP-
C11 de colon humano recientes (modelo de tumor de xenoinjerto). Se generaron dos vectores lentiviricos para el
suministro de un casete de expresion axina-IRES-GFP constitutivo y un casete de expresion IRES-GFP de control,
que se denominaron, LOM91 y LOM92, respectivamente.

Los tumores OMP-C11 se procesaron a una suspension de células disociadas y se empobrecieron de células de
linaje (lin) de ratén. Las células con empobrecimiento de lin se infectaron con los vectores lentiviricos LOM91 (axina)
0 LOM92 (control) utilizando una multiplicidad de infeccion de 2,5 mantenida en cultivo durante 3-4 dias y clasificada
para expresion de GFP. Se extrajo ARN total de cada muestra de células clasificadas. Los ARN se analizaron en la
micromatriz GeneChip® Human Genome U133 Plus 2.0 (Affymetrix, Santa Clara, California). Los experimentos se
repitieron dos veces.

Se genero una firma génica que contenia un conjunto vital de genes regulados por la via Wnt mediante el andlisis de
los genes que se expresaron de manera diferencial después del tratamiento con axina y que también mostraron
correlacion con la expresion de axina2 a través de un conjunto de muestras de tumor de colon normal y maligno. Se
identificaron genes del experimento de micromatriz de axina (anteriormente) que mostraron regulacién por
disminucion en respuesta a la sobreexpresion de axina. El limite para esta seleccién fue la regulacién por
disminucion en 50 % o mas en muestras que sobreexpresan axinal, en comparacién con muestras de control (la
relacion log2 de muestras que sobreexpresan axinal con respecto a muestras de control debe ser de -1 o menor),
con un valor de p con la prueba T menor de 0,1. Dado que se sabe que la axinal es un inhibidor de la via Wnt, los
genes regulados por disminucion por sobreexpresion de axinal seran dianas directas o indirectas de la via Wnt.
Después, esta seleccién se refind adicionalmente por identificacion de aquellos genes que mostraron una correlacion
alta (valor de correlacién > 0,3) con axina2 entre un conjunto de muestras de tumor maligno de tejido de
colon/intestino/otro (232 muestras), Puesto que la axina2 es una diana conocida de Wnt, los genes que muestran un
patréon de expresion similar al de la axina2 probablemente también sean dianas de Wnt. Este andlisis produce una
firma genica para la actividad de la via Wnt (Tabla 6). Los niveles de expresion de los genes en esta firma se pueden
utilizar para determinar si las muestras de tumor individuales o tipos diferentes de tumores muestran pruebas de
sefializacion de via Wnt alterada.

Tabla 6. Listado de firma génica de tumores de colo _ n

ID de conjunto de|Correlacion relacion de|Simbolo del gen

sonda logaritmo 2

HG U133 Plus_2 Descripcion

222696 at 1 -1,52705 AXIN2 axina 2 (conductina, axil)

206286_s_at 0,81941 -1,15086 TDGF1 factor 1 de crecimiento derivado de
teratocarcinoma

213880_at 0,787599 -3,32482 LGR5 receptor 5 acoplado a proteina G que
contiene repeticiones ricas en leucina

207217 s at 0,781543 -1,15534 NOX1 NADPH oxidasa 1

209588 at 0,762464 -1,09556 EPHB2 receptor B2 de EPH

212850_s_at 0,75362 -2,00386 LRP4 proteina 4 relacionada con el receptor de
lipoproteina de baja densidad

205107 s at 0,744062 -1,01296 EFNA4 efrina-A4

214058_at 0,718735 -1,74381 MYCL1 homologo 1 de oncogén virico de
mielocitomatosis v-myc, derivado de
carcinoma de pulmén (aviar)

209864 _at 0,714811 -1,25716 FRAT2 dispuesto frecuentemente en linfomas 2
de linfocitos T avanzados

208121 s at 0,711694 -1,87702 PTPRO proteina tirosina fosfatasa, receptor de
tipo, O

229376_at 0,711672 -1,73296 etiqueta de secuencia expresada (EST)
desconocida

202431 s at 0,659255 -1,49975 MYC homélogo del oncogén virico de
mielocitomatosis v-myc (aviar)

212444 at 0,656023 -2,15908 GPCR5A receptor acoplado a proteina G, familia
C, grupo 5, miembro A

222938 x_at 0,654955 -2,43139 ENPP3 pirofosfatasa
ectonucleotidica/fosfodiesterasa 3

241607 at 0,640554 -1,00413 LOC730102 proteina hipotética LOC730102

227475 at 0,637963 -3,60987 FOXQ1 caja forkhead Q1
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230398 at 0,628654 -1,65124 TNS4 tensina 4

40284 at 0,601382 -1,21862 FOXA2 caja forkhead A2

219704 at 0,557276 -1,33216 YBX2 proteina 2 de union de caja Y
Ejemplo 15

Tratamiento de cancer humano utilizando anticuerpos anti receptor FZD

Este ejemplo describe métodos para el tratamiento de cancer utilizando anticuerpos contra un receptor FZD dirigido
a tumores que comprenden células madre cancerosas y/o células tumorales en las que se ha detectado la expresién
del receptor FZD y/o células tumorales que tienen una firma génica Wnt que indique que responden a la inhibicién de
sefializacion Wnt (por ejemplo, la firma génica Wnt del Ejemplo 14),

La presencia de un marcador de célula madre cancerosa o de receptor FZD o la expresion de uno o mas genes en
una firma génica Wnt se puede determinar primero a partir de una biopsia de tumor. Las células tumorales de una
biopsia de un paciente a quien se le ha diagnosticado cancer se extraen en condiciones estériles. En algunas
realizaciones, la biopsia de tejido se congela en fresco en nitrégeno liquido, se incluye en O.C.T. y se corta en un
criostato en secciones de 10 um sobre portaobjetos de vidrio. En algunas realizaciones, la biopsia de tejido se fija en
formalina, se incluye en parafina y se corta en un microtomo como una secciéon de 10 um sobre portaobjetos de
vidrio.

Las secciones se incuban con anticuerpos contra un receptor FZD para detectar expresion de proteina FZD. De
manera alternativa, las secciones se pueden analizar para determinar la presencia de uno o0 mas genes en la firma
génica Wnt como se describe en el Ejemplo 14,

También se puede determinar la presencia de células madre cancerosas. Las muestras de biopsia de tejido se
rompen en trozos pequefios, se trituran completamente utilizando cuchillas estériles y las células se someten a
digestion enzimatica y rotura mecanica para obtener una suspension de células disociadas. Después, las células
tumorales disociadas se incuban con anticuerpos anti ESA, CD44, -CD24, -Lin y -FZD para detectar células madre
cancerosas y la presencia de células madre tumorales ESA+, CD44+, CD24-/bajo, Lin-, FZD+ se determina por
citometria de flujo como se describe con detalle anteriormente.

Los pacientes con cancer cuyos tumores se diagnostican como que expresan un receptor FZD y/o uno o mas genes
en la firma génica Wnt, se tratan con anticuerpos anti receptor FZD. En determinadas realizaciones, los anticuerpos
anti receptor FZD monoclonales, humanizados o humanos, generados como se describe anteriormente se purifican y
formulan con un vehiculo farmacéutico adecuado para inyeccién. En algunas realizaciones, los pacientes se tratan
con anticuerpos anti FZD al menos una vez al mes durante al menos10 semanas. En algunas realizaciones, los
pacientes se tratan con los anticuerpos anti FZD al menos una vez a la semana durante al menos aproximadamente
14 semanas. Cada administracion del anticuerpo debe ser una dosis farmacéuticamente eficaz. En determinadas
realizaciones, se administran entre aproximadamente 2 a aproximadamente 100 mg/ml de un anticuerpo anti FZD.
En algunas realizaciones se administran entre aproximadamente 5 a aproximadamente 40 mg/ml de anticuerpo anti
FZD. El anticuerpo se puede administrar antes, de manera concurrente o después de regimenes de radioterapia
estandar o regimenes de quimioterapia utilizando uno o mas agentes quimioterapéuticos, tales como oxaliplatino,
fluorouracilo, leucovorina o estreptozocina. Se hace un control de los pacientes para determinar si dicho tratamiento
produce una respuesta antitumoral, por ejemplo, basada en regresion de tumor, reduccién de las incidencias de
tumores nuevos, menor expresion de antigeno tumoral, nimeros disminuidos de células madre cancerosas u otro
medio para evaluar el pronéstico de la enfermedad,

Ejemplo 16
Diferenciacion de células tumorales pancreaticas después del tratamiento con 18R5 y gemcitabina
Andlisis de expresion génica de células tumorales pancreaticas tratadas por PCR cuantitativa (Q-PCR)

Tumores de xenoinjerto PN4 tratados con Ab de control, anticuerpo de 1gG 18R5, gemcitabina, o la combinacion de
gemcitabina y anticuerpo de IgG 18R5, como se describe anteriormente (Ejemplo 7), se analizaron para determinar
la expresion de cromogranina A (CHGA) por andlisis de PCR cuantitativa, la CHGA es muy conocida como marcador
de diferenciacion neuroendocrina de diversos tumores que incluyen tumores de mama, colon, pulmén y pancreatico
y se ha descubierto que la expresion elevada de CHGA en tumores pancreaticos se relaciona con supervivencia
mejorada (Tezel et al, 2000, Cancer 89, 2230-6),

Se preparé ARN total de 5 tumores de cada grupo en el estudio de xenoinjerto PN4 y se evalud por transcripcion
inversa (RT)-PCR de una etapa utilizando sondas registradas de Applied Biosystems Tagman® de acuerdo con
protocolos estandar. El conjunto sonda-cebador (Hs00154441 ml) utilizado para analisis de CHGA incluyé una
sonda marcada con colorante FAM y el siguiente cebador: 5'- CGCTCTCCAAGGCGCCAAGGAGAGG-3' (SEQ ID
NO: 75), Se utilizé6 Gus B como un control interno. Resumiendo, se realizé transcripcién inversa a 48 °C durante 30
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min, desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de desnaturalizaciéon a 95 °C durante 15
segundos y extensién a 60 °C durante 1 minuto y la amplificacién/incorporaciéon de las sondas fluorescentes se
observo en tiempo real.

El marcador de células B de islotes, CHGA, solo aumenta significativamente en muestras de ratones tratados con
gemcitabina y 18R5. Los tumores de los grupos tratados con Ab de control, 18R5 y gemcitabina solo, expresaron
niveles similares de ARN de CHGA, mientras que los tumores del grupo tratado con la combinacién mostraron un
claro incremento en la expresion de CHGA. Los niveles de CHGA aumentaron 10 y 7 veces en dos experimentos en
tumores tratados tanto con 18R5 como con gemcitabina. En la Figura 42 se muestran los resultados de un
experimento representativo.

Andlisis de expresion génica de células tumorales pancreaticas tratadas por inmunohistoquimica

La expresion aumentada de CHGA también se observé a nivel de proteina por inmunohistoquimica en secciones de
tejido preparadas a partir de tumores tratados (datos no mostrados). Los tumores tratados con Ab de control
muestran una tincion intensa de un subconjunto pequefio de células dispersadas a través de los tumores. Los
tumores tratados con 18R5 solo 0 gemcitabina sola expresaron CHGA a niveles similares a los de los controles. En
cambio, los tumores tratados con la combinacion de 18R5 y gemcitabina mostraron un incremento en el nimero de
células positivas a CHGA, lo que concuerda con la expresion aumentada de ARN detectada por Q-PCR.

Tinciéon con azul alcian y anticuerpo contra ki67

Otra caracteristica de las células endocrinas, secretoras o ductales es la produccidon de mucina y estas células se
detectan por tincién con azul alcian (van Es et al, 2005, Nature 435 959-63), Se observd durante la recogida y
procesamiento de tumores que los tumores tratados con 18R5 eran mucho mas mucinosos que los tumores tratados
con anticuerpo de control. Por lo tanto, secciones de tumores PN4 de ratones tratados con anticuerpo de control,
Unicamente con gemcitabina, Unicamente con 18R5 o con 18R5 mas gemcitabina, se tifieron con azul alcian. Los
tumores tratados con 18R5 mostraron un claro incremento en la tincién con azul alcian en los grupos tratados tanto
con 18R5 solo como con 18R5 mas gemcitabina, en relacién a los controles y el grupo tratado Unicamente con
gemcitabina (datos no mostrados).

También se observé un aumento de células mucinosas en una segunda linea de tumor pancreatico, PN13, después
del tratamiento con 18R5 o con anticuerpo de control (Figura 43). En este experimento, los ratones portadores de
tumores PN13 se trataron como se describe anteriormente (Ejemplo 7). Las secciones de tumores se tifieron con
azul alcian para mostrar células mucinosas y también se tifieron por inmunohistoquimica con un anticuerpo contra
ki67 para mostrar células que experimentan proliferacion. Los resultados muestran que el tratamiento con 18R5
produce una gran cantidad de células mucinosas positivas a azul alcian. Adicionalmente, se redujo la frecuencia de
células positivas a ki67 por tratamiento con 18R5. De manera interesante, no hubo superposicién entre las células
mucinosas y las células que eran positivas a ki67, lo que sugiere que las células mucinosas no son proliferativas.
Esto proporciona pruebas de que el tratamiento con 18R5 promueve la diferenciacion de células tumorales en
descendencia no proliferativa,

En resumen, la expresion aumentada de CHGA, la produccion aumentada de mucinas, como se pone de manifiesto
por la tincién con azul alcian, y la produccion de descendencia no proliferativa, como se pone de manifiesto por
tincion con el anticuerpo contra ki67, concuerdan con un modelo que, al inhibir la sefializacion Wnt-FZD con
tratamiento con 18R5, promueve la diferenciacién de células tumorales pancreaticas hacia multiples tipos de células
distintas con caracteristicas definitorias de células diferenciadas no proliferativas.

Ejemplo 17
Estudios adicionales de eficacia in vivo con 18R5 solo y/o en combinacién con otros agentes anticancerosos
Efecto sobre el crecimiento tumoral de xenoinjerto OMP-LU24

Se determind in vivo, la eficacia del anticuerpo 18R5, anti FZD, solo y en combinacién con Taxol® (paclitaxel), para
inhibir el crecimiento de tumores de pulmén humano OMP-LU24.

Por via subcutanea, se inyectaron 50.000 células de tumor de pulmén humano OMP-LU24, a ratones NOD/SCID. Se
permitié que los tumores crecieran durante 27 dias hasta que alcanzaron un volumen promedio de 143 mm?°. Los
animales se distribuyeron al azar en 4 grupos (n = 9 por grupo) y se trataron con anticuerpo de control ("Ab de
control"), anticuerpo 18R5, anti FZD ("18R5"), Taxol® ("Taxol") o la combinacién de 18R5 mas Taxol®
("18R5+Taxol"). Se realizaron mediciones del tumor los dias indicados en la Figura 44. Los anticuerpos y el Taxol®
se administraron por via intraperitoneal (IP) una vez a la semana, a una dosis de 10 mg/kg y 15 mg/kg,
respectivamente.

Los resultados se muestran en la Figura 44. Se observd que el tratamiento con anti FZD reduce el crecimiento
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tumoral y el tratamiento combinado muestra actividad antitumoral aumentada en relacién con Taxol® solo.
Efecto sobre el crecimiento tumoral de xenoinjerto OMP-LU33

También se ensaydé in vivo la eficacia del anticuerpo 18R5, anti FZD, solo y en combinacién con Avastin®
(bevacizumab) para inhibir el crecimiento de tumores de pulmén humano OMP-LU33.

Por via subcutanea, se inyectaron 10.000 células de tumor de pulmén humano OMP-LU33 a ratones NOD/SCID. Se
permitié que los tumores crecieran durante 30 dias hasta que alcanzaron un volumen promedio de 124 mm?°. Los
animales se distribuyeron al azar en 4 grupos (n = 10 por grupo) y se trataron con anticuerpo de control (cuadrados),
Avastin® (triangulos gue apuntan hacia abajo), anticuerpo 18R5, anti FZD (triangulos que apuntan hacia arriba) o la
combinacién de 18R5 mas Avastin® (circulos). Se realizaron mediciones del tumor los dias indicados en la Figura
45. Los anticuerpos se administraron por via IP, a una dosis de 10 mg/kg, dos veces a la semana.

Los resultados se muestran en la Figura 45. Se observé que el tratamiento con anticuerpo anti FZD reduce el
crecimiento tumoral y el tratamiento combinado muestra actividad antitumoral aumentada en relaciéon a Avastin®
solo.

Efecto sobre el crecimiento tumoral de xenoinjerto T3

También se determind in vivo la eficacia del anticuerpo 18R5, anti FZD, tanto solo como combinado con Herceptin®
(trastuzumab) para inhibir el crecimiento de tumores de mama humanos T3 positivos a HER2.

Por via subcutanea, se inyectaron 50.000 células de tumor de mama humano T3 a ratones NOD/SCID. Se permitio
que los tumores crecieran durante 32 dias hasta que alcanzaron un volumen promedio de 125 mm? .Los animales se
distribuyeron al azar en 4 grupos (n = 10 por grupo) y se trataron con anticuerpo de control (cuadrados), anticuerpo
18R5 , anti FZD (triangulos), Herceptin® (circulos negros pequefios) o la combinacion de 18R5 mas Herceptin®
(circulos blancos). Se realizaron mediciones del tumor los dias indicados en la Figura 46. Los anticuerpos se
administraron por via IP a una dosis de 10 mg/kg dos veces a la semana.

Los resultados se muestran en la Figura 46, El tratamiento de combinacién con 18R5 y Herceptin® mostré actividad
antitumoral aumentada en relacion a Herceptin® solo.

Ejemplo 18

Secuencias de los anticuerpos anti FZD

Las CDR de cadena pesada y de cadena ligera de los anticuerpos anti FZD se proporcionan en las Tablas 7y 8 a
continuacion, respectivamente. Las regiones variables de cadena pesada (VH, por las siglas heavy chain variable
regions) y las regiones variables de cadena ligera (VL, por las siglas light chain variable regions) de los anticuerpos
anti FZD y sus secuencias codificantes se identifican en la Tabla 9 a continuacion. Las secuencias de aminoacidos y
de polinucleétidos de VH y VL enumeradas en la Tabla 9 se proporcionan en las Figura 13-15 o en las Tablas 10 y
11 a continuacién. Las secuencias que codifican las cadenas pesada o ligera de los anticuerpos anti FZD se
proporcionan en las Figuras 14-15 o en la Tabla 12 mas adelante.

Tabla 7. Las CDR de cadena pesada de anticuerpos humanos anti FZD

Anticuerpo(s) Cadena pesada
CDR1 CDR 2 CDR3

18R8 GFTFSHYTLS (SEQ ID NO:1) |VISGDGSYTYYADSVKG (SEQ IDNFIKYVFAN (SEQ ID NO:3)
NO:2)

18R5 GFTFSHYTLS (SEQ ID NO:1) [VIS GDGSYTYYADSVKG (SEQ IDINFIKYVFAN (SEQ ID NO:3)

18R4605 NO:2)

18R4805

44R24 GFTFSSYYIT (SEQ ID NO: 77) [TISYSSSNTYYADSVKG (SEQ IDSIVFDY (SEQ ID NO: 79)
NO: 78)

Tabla 8. Las CDR de cadena ligera de anticuerpos humanos anti FZD

Anticuerpo(s) Cadena ligera
CDR1 CDR2 CDR3
18R8 SGDKLGKKYAS EKDNRPSG SSFAGNSLE
(SEQ ID NO: 4) (SEQ ID NO: 5) (SEQ ID NO: 6)
18R5 SGDNIGSFYVH DKSNRPSG QSYANTLSL
18R4605 (SEQ ID NO: 7) (SEQ ID NO: 8) (SEQ ID NO: 9)
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18R4805
44R24 S GDALGNRYVY SG GSWDTRPYPKY
(SEQ ID NO: 80) (SEQ ID NO: 81) (SEQ ID NO: 82)
Tabla 9. VH y VL de anticuerpos humanos anti FZD
Anticuerpo(s) secuencia de secuencia de secuencia secuencia
aminoacidos de la aminoacidos de la codificante de la codificante de la
region variable de region variable de region variable de  [region variable de
cadena pesada (VH) |cadena ligera (VL) cadena pesada (VH)|cadena ligera (VL)
18R8 SEQ ID NO: 10 SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 17 SEQ ID NO: 19
18R8 (optimizada con/SEQ ID NO: 10 SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 87 SEQ ID NO: 88
codones)
18R5 SEQ ID NO: 10 SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 17 SEQ IDNO' 21
18R5 (optimizada con/SEQ ID NO: 10 SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 87 SEQ ID NO: 89
codones)
18R4605 SEQ ID NO: 10 SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 87 SEQ ID NO: 90
18R4805 SEQ ID NO: 10 SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 87 SEQ ID NO: 92
44R24 SEQ ID NO: 85 SEQ ID NO: 86 SEQ ID NO: 94 SEQ ID NO: 95

Tabla 10. Secuencias de aminoacidos de VH y VL de anti FZD adicionales

SECUENCIA (SEQ ID NO:)

44R24 VH (SEQ ID NO: 85):

EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYYITWVRQAPGKGLEWVSTISYSSSNTYY
ADSVKGRFTISRDNS KNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCARSIVFDYWGQGTLVTVS S

44R24 VL (SEQ ID NO: 86):

DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDALGNRYVYWYQQKPGQAPVLVIPSGIPERFSGSNS
GNTATLTISGTQAEDEADYYCGSWDTRPYPKYVFGGGTKLTVLG

Tabla 11. Secuencias de nucleétidos adicionales que codifican la VH y la VL de anticuerpos anti FZD

SECUENCIA (SEQ ID NO))

secuencia codificante de VH de 18R5/18R8 (optimizada con codones)(SEQ ID NO: 87):

GAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGCGGCGGACTGGTGCAGCCTGGCGGCTCCCTGAGACTG
TCCTGCGCCGCCTCCGGCTTCACCTTCTCCCACTACACCCTGTCCTGGGTGCGCCAGGCA
CCAGGGAAGGGACTGGAGTCGETCTCCGTGATCTCCGGCGACGGCTCCTACACCTACTAC
GCCGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCTCCGACAACTCCAAGAACACCCTGTAC
CTGCAGATGAACTCTCTGAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCCGGARCTTC
ATCAAGTACGTETTCGCCAACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGTCCTCC

secuencia codificante de VL de 18R8 (optimizada con codones) (SEQ ID NO: 88):

GACATCGAGCTGACCCAGCCTCCCTCCGTGTCTGTGGCTCCTGGCCAGACCGCCCGGATC
TCCTGCTCCGGCGACAAGCTGGGCAAGAAGTACGCCTCCTGGTATCAGCAGAAGCCTGGA
CAGGCCCCTGTGCTGGTCATCTACGAGAAGGACAACCGCCCTAGCGGCATCCCTGAGCGG
TTCTCCGGCTCCAACTCCGGCAACACCGCCACCCTGACCATCTCCGGCACCCAGGCCGAG
GACGAGGCCGACTACTACTGCTCCTCCTTCGCCGGCAACTCCCTGGAAGTGTTCGGCGGA
GGCACCAAGCTGACCGTGCTGGGC

secuencia codificante de VL de 18R5 (optimizada con codones) (SEQ ID NO: 89):

GACATCGAGCTGACCCAGCCTCCCTCCCTGTCCGTGEGCCCCTGGCCAGACCGCCCGGATC
TCCTGCTCCGGCGACAACATCGGCAGCTTCTACGTGCACTGGTATCAGCACGAAACCTGGA
CAGGCCCCTGTGCTGGTGATCTACGACAAGTCCARCCGGCCTTCCGGCATCCCTGAGCGG
TTCTCCGGCTCCAACTCCGGCAACACCGCCACCCTGACCATCTCCGGCACCCAGGCCGAG
GACGAGGCCGACTACTACTGCCAGTCCTACGCCAACACCCTGTCCCTGGTGTTTGGCGEC
GGAACAAAGCTGACCGTGCTGGGC

secuencia codificante de VL de 18R4605 (SEQ ID NO: 90):
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GACATAGAACTAACTCAGCCACCCTCTGTTAGCCGTTGCACCGGGACAGACGGCACGTATA
TCGTGCTCGGGAGACAATATAGGAAGTTTCTATGTACATTGGTATCAACAGAAACCTGGT
CAAGCACCTGTATTAGTAATCTATGACAAAAGTAACCGACCTTCCGGAATACCTGAGCGT
TTCAGTGGTTCGAACTCCGGCAACACTGCAACTTTAACTATATCTGGAACTCAGGCGGAG
GATGAGGCTGACTACTACTGCCAGAGTTACGCARACACTCTGTCCCTGGTGTTTCGCGGC
GGAACAAAGTTAACCGTGCTGGGC

secuencia codificante de VL de 18R4805 (SEQ ID NO: 92):

GACATAGAACTAACTCAGCCGCCGTCTIGTTAGCGTTGCACCGGGACAGACGGCACGTATA
TCGTGCTCGGGAGACAATATTGGTTCTTTCTATGTACATTGGTATCAACAGAAACCTGGT
CAAGCACCTGTATTAGTAATATATGACAAAAGTAACCGTCCTTCGGGAATACCTGAGCGT

TTCAGTGGTTCGAACTCGEGCAACACTGCAACTTTAACTATATCTGEGAACGCAGGCGGAG
GATGAGGCGGACTACTATTGCCAAAGTTACGCAAACACTCTATCCTTAGTGTTTGGTGGA
GGARCAAAGTTAACCGTGCTAGGC

secuencia codificante de VH de 44R24 (SEQ ID NO: 94):'

GAGGTGCAGCTGCGTGCGAGTCTGGCCGGAGGACTCGGTGCAGCCTGGCGECTCCCTGAGACTG
TCTTGCGCCGCCTCCGGCTICACCTTCTCCTCTTACTACATCACCTGCGGTGCGCCAGGCT
CCTGCCAAGGCGACTGGAATGCGGTGTCCACCATCTCCTACTCCTCCAGCAACACCTACTAC
GCCGACTCCGTGAAGGECCGGTTCACCATCTCCCGGGACAACTCCAAGAACACCCTGTAC
CTGCAGATGAACTCCCTGAGGEGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCCGEGTCCATC
GTGITTCCACTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGTCCTCT

secuencia codificante de VL de 44R24 (SEQ ID NO: 95):

GACATCGAGCTGACCCAGCCTCCCTCTEGTGCTCTGTGGCCCCTGGCCAGACCGCCAGGATC
TCTTGCTCTGGCGACGCCCTGCGCAACAGATACGTGTACTCGGTATCAGCAGAAGCCAGGC
CAGGCCCCTGTGCTGGTGCGATCCCTTCCCGGCATCCCTGAGCGGTTCTCCGGCTCCAACTCC
GGCAACACCGCCACCCTGACCATCTCTGEGCACCCAGGCCEAGGACCGAGGCCGACTACTAC
TGCGGCTCCTGGCGACACCCGGCCTTACCCTAAGTACGTGTTCGECGGAGGCACCAAGCTG
ACCGTGCTGGGC

Tabla 12. Secuencias de nucleétidos adicionales que codifican las cadenas pesadas (HC) o las cadenas ligeras (LC)
de anticuerpos de IgG anti FZD (que incluyen secuencias sefial)

SECUENCIA (SEQ ID NO))

secuencia codificante de HC de IgG2 18R5/18R8/18R4605/18R4805 (optimizada con codones) (SEQ ID
NO: 96):
ATGAAGCACCTCTGETTCTTTCTGCTGCTGGTCGCCGCTCCTAGATGGGTGCTGTCCGAG
GTGCAGCTGGTCGAGTCTCGGCGGCCEGACTECGTGCAGCCTGGCCGGCTCCCTGAGACTGTCC
TGCGCCGECCTCCEGGCTTCACCTTCTCCCACTACACCCTGTCCTGGGTGCGCCAGGCACCA
GGGAAGGGACTGCGACTCGEETCTCCGTGATCTCCGGCGACGGCTCCTACACCTACTACGCC
GACTCCGTGAAGGGCCGETTCACCATCTCCTCCGACAACTCCAAGAACACCCTGTACCTG
CAGATGAACTCTCTGACAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCCGGAACTTCATC
AAGTACGTGTTCGCCAACTGGGGCCAGGGCACCCTCGGTGACCGTGTCCTCCGCCTCCACC
AAGGGCCCTTCCETETTCCCTCTEECCCOTTGCTCCCGGTCCACCTCCGAGTCCACCGCT
GCTCTGGGCTGCCTGGTCAAGCGACTACTTCCCTGAGCCTGTGACAGTGTCCTGGAACTCT
GGCGCCCTGACCT CCGGCETGCACACCTTCCCTGCCETECTGCAGTCCTCCGGCCTGTAC
TCCCTETCCTCCGTEGCTGACAGTGCCTTCCTCCAACTTCGCCACCCAGACCTACACCTGC
AACGTCGACCACAACCCTTCCAACACCAAGGTGGACAAGACCGTGGAGCGGAAGTGCTGC
GCTGGAGTGCCCTCCTTGCCCTGCCCCTCCTGTGECTGGTCCTAGCGTGTTCCTGTTCCCT
CCTAAGCCTAAGGACACCCTGATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTGACCTGCEGTGGTGGTG
GACGTGTCCCACGAGGATCCTGAAGTCCAGTTCAATTGGTACGTGCACGGCGTCGGAGGTG
CACAACGCCAAGACCAAGCCTCGGGAGGAGCAGTTCAACTCCACCTTCCGGGTGGTGTCC
GTGCTGACCGTCETGCACCAGCGACTGGCTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCARAGTCTCC
AACAAGGGCCTGCCTGCCCCTATCGAAAAGACCATCAGCAAGACCAAGGGCCAGCCTCGC
GAGCCTCAGGTGTACACCCTEGCCTCCCTCTCEGCGAAGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCC
CTGACCTGTCTCETCGAAGGGCTTCTACCCTTCCGATATCGCCGTGCAGTGGGAGT CCAAC
GGCCAGCCTGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCTATGCTGGACTCCGACGGCTCTTTC
TTCCTGTACTCCAAGCTGACAGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCTCC
TGCTCCGTCGATCCACCGAGGEGCCCTGCACAATCACTACACCCAGAAGTCCCTGTCCCTGTCT
CCTGGCAAG

secuencia codificante de LC lambda de 18R8 (optimizada con codones) (SEQ ID NO: 97):

ATGGCCTGEGCCCTGCTEGCTGCTGACCCTGCTGACACAGEGCACCGGCTCTTGGGCCGAC
ATCCAGCTGACCCAGCCTCCCTCCGTGTCTCTGGCTCCTGGCCAGACCGCCCGGATCTCC
TGCTCCGGCCGACAAGCTGEGCGCAAGAAGTACGCCTCCTGCGTATCAGCAGAAGCCTGGACAG
GCCCCTGTGCTGGTCATCTACGAGAAGGACAACCGGECCTAGCCGGCATCCCTGAGCGGTTC
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TCCGGCTCCAACTCCGGCAACACCGCCACCCTGACCATCTCCGGCACCCAGGCCGAGGAC
GAGGCCGACTACTACTGCTCCTCCTTCGCCGGCARCTCCCTGGAAGTGTTCGGCGGAGGC
ACCAAGCTGACCGTGCTGGGCCAGCCTAAGGCCGCTCCTTCCGTGACCCTGTTCCCTICCT
TCCTCCGAGGAACTGCAGGCCAACAAGGCCACCCTGGTCTGCCTGATCTCCGACTTCTAC
CCTGGCGCCGTCACCETGCCCTGGAAGGCCGACTCCTCCCCTEGTGARGGCCGGCGTGGAG
ACAACCACCCCTTCCAAGCAGTCCAACAACAAGTACGCCGCCTCCTCCTACCTGTCCCTG
ACCCCTGAGCAGTGGAAGTCCCACCGGTCCTACTCTTGCCAGGTCACCCACGAGGGCTCC
ACCGTGGAAARGACAGTGGCCCCCACCGAGTGCTCC

secuencia codificante de LC de 18R5 (optimizada con codones) (SEQ ID NO: 76):

ATGGCCTGGGCCCTGCTGCTGCTEGACCCTGCTAGACACAGGGCACCGGCTCTTGGGCCGAC
ATCGAGCTGACCCAGCCTCCCTCCGTGTCCGTGGCCCCTGGCCAGACCGCCCGGATCTCC
TGCTCCGGCGACAACATCGGCAGCTTCTACGTGCACTGGTATCAGCAGAARCCTGGACAG
GCCCCTGTGCTGGTGATCTACGACAAGTCCAACCGGCCTTCCGGCATCCCTGAGCGGTTC
TCCGGCTCCAACTCCGGCAACACCGCCACCCTGACCATCTCCGGCACCCAGGCCGAGGAC
GAGGCCGACTACTACTGCCAGTCCTACGCCAACACCCTGTCCCTGGTGTTTGGCGGCGGA
ACAAAGCTGACCGTGCTGGGCCAGCCTAAGGCCGCTCCTTCCGTGACCCTGTTCCCTCCT
TCCTCCGAGGAGCTGCAGGCCAACAAGGCCACCCTGGTEGTGCCTGATCTCCGACTTCTAC
CCTGGCGCTGTGACTGEGCGCTTGGAAGGCCGACTCCTCCCCTGTGAAGECCCGCGTGGAG
ACAACCACCCCTTCCAAGCAGTCCAACAACAAGTACGCCGCCTCCTCCTACCTGTCCCTG
ACCCCTGAGCAGTGGAAGTCCCACCGGTCCTACTCTTGCCAGGTGACCCACGAGGGCTCC
ACCGTGGAAAARGACAGTGGCACCCACCGAGTGCTICC

secuencia codificante de LC de 18R4605 (SEQ ID NO: 83):

ATGGCATGGGCATTATTGCTACTTACTCTATTGACGCAAGGAACGGGTTCATGGGCAGAC
ATAGARCTAACTCAGCCACCCTCTGTTAGCGTTGCACCGGGACAGACGGCACGTATATCG
TGCTCGGGAGACAATATAGGARAGTTTCTATGTACATTGGTATCAACAGAAACCTGGTCAA
GCACCTGTATTAGTAATCTATGACAAARAGTAACCGACCTTCCGGAATACCTGAGCGTTTC
AGTGGTTCGAACTCCGGCAACACTGCAACTTITAACTATATCTGGAACTCAGGCGGAGGAT
GAGGCTGACTACTACTGCCAGAGTTACGCAAACACTCTGTCCCTGGTGTTTCGCGGCGGA
ACAAAGTTAACCGTGCTGGGCCAGCCTAAGGCCGCACCTTCGGTGACCCTATTCCCTCCT
TCATCCGAGGAGCTACAGGCCAACAAGGCCACCTTAGTGTGCCTAATCTCCGACTTCTAT
CCTGGTGCTGTAACGGTAGCGTGGAAGGCCGACTCATCGCCGGTGARAGGCCGGTGTGGAG
ACAACGACTCCTTCCAAGCAGTCCAACAACAAATACGCCGCGTCCTCCTACCTGTCCCTA
ACCCCTGAGCACGTGGAAGTCCCACCGTTCATACTCGTGCCAGGTGACGCACGAGGGTTCA
ACGGTCGAAAAGACAGTAGCACCTACTGAATGCTCA

secuencia codificante de LC de 18R4805 (SEQ ID NO: 84):

ATGGCATGGGCATTATTACTACTTACTCTACTTACGCARGGAACGGGTTCATGGGCAGAC
ATAGAACTAACTCAGCCGCCGTCTGTTAGCGTTGCACCGGGACAGACGGCACGTATATCG
TGCTCGGGAGACAATATTGGTTCTTTCTATGTACATTGGTATCAACAGAAACCTGGTCAA
GCACCTGTATTAGTAATATATGACAAAAGTAACCGTCCTTCGGGAATACCTGAGCGTTTC
AGTGGTTCGAACTCGGCGCAACACTGCAACTTTAACTATATCTGGARCGCAGGCGGAGGAT
GAGGCGGACTACTATTGCCAAAGTTACGCAAACACTCTATCCTTAGTGTTTGGTGCAGGA
ACAAAGTTAACCGTGCTAGGCCAGCCTAAGGCCGCACCTTCGGTGACCCTATTCCCTCCT
TCATCCGAGGAGCTACAGGCGAACAAAGCCACCTTAGTGTGCCTAATCTCAGACTTITTAT
CCTGGTGCTGTAACGCTAGCGTGGAAGGECGGACTCATCGCCGGTGAAGGCCEGTGTGGAC
ACAACGACTCCTTCCAAGCAGTCCAACAACAAATACGCAGCGAGTAGTTACCTGTCCCTA
ACCCCTGAGCACTGGAAGCTCGCACCGTTCATACTCGTGCCAGGTTACGCACGAGGGTTCA
ACGGTCGARAAGACAGTAGCACCTACGGAATGCTCA

secuencia codificante de HC de 44R24 (SEQ ID NO: 91):

ATGAAGCACCTGTGGTTCTTTCTGCTGCTGGTGGCCGCTCCTAGATGGGTGCTGTCC

GAGGTGCAGCTGGTGGAGT CTGGCGGAGCGACTGEGTGCAGCCTGGCGGCTCCCTGAGACTG
TCTTGCGCCGCCTCCGGCTTCACCTTCTCCTCTTACTACATCACCTGGGTGCGCCAGGCT
CCTGGCAAGGGACTGCAATGGCTCTCCACCATCTCCTACTCCTCCAGCAACACCTACTAC
GCCGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCCGGGACAACTCCAAGAACACCCTGTAC
CTGCAGATGAACTCCCTGAGGGCCCAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGLCCGGTCCATC
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G TSTTITCGACTACTGGGECCAGGCCCACCCTGCGTCACCGTGTCCTCTTITCCGTGTTCCCTCTG
CCCCCTI T TGCTCCCGGTCCACCTCTGAGTC TACCGCCGCTCTGEGGGOCTGCCTGGTGAAGGAC
TACTTITCCOCTITGAGCC TG TGACCGTGTCOCTGGAACTOTGGEGCGCCCTGACCTCTGGCATGCAC
ACCITITCCCTGCCGTGCTGCAGTCCTCCGGCOCTGTACTCCCTGTCCTCCGTGATGACCGTG
COTTCOCTCCAACTITCCGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTGGACCACAAGCCITCCAAC
ACCAAGCETGGACAAGACCETGCGCAGCGGAAGCGTGCGCTGCGTCEAGTGCCCTCCTTGTCCTCCT
CCTCOCTGTGGCTGGCCUCTTOCTITG TG TITCCIGT TCCCTCCTAAGCCTAAGGACACCCTGATG
ATCTCCCGAACCCOCTGAAGCGTCACCTGCGTGG TGO TCGACGTGTCCCACGAGCGACCCTGAG
G TECAGTTCAATTGG TACGTGCACGGCUCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGCGACCAARAGCCTCGG
GAGGAACAGT ITCAACTCCACCTTCCEEGTGETGTCTOCTGUTGCACCGTCGTGCACCAGGAC
TGGCTCAACGCGCARAAGAATACAAGCGTGCAAGCETOGTCCAACAAGGGCCTGCCTGCCCCTATC
GAAAAGACCATCTOTAAGACCAACCSGCCAGCGCCOCTCEGCGACCOTCAGGTCTACACCCTGECCT
COTAGCCGEGAGCGARARATCGACCARAGAACCAGG TG TCCCTGACCTGTOCTGETEAAGGGCTTC
TACCCTTCCGATATCECCEGTCEGAGTCCCGAGTCTAACGGCCAGCCTGAGAACAACTACAAG
ACCACCCCTCOTATGCCTGEGACTCCGACCGGOTCCTTCOCTTCCTGTACTCCAAGCGCTGACAGTG
GACAAGTCOCGESTGCOAGCACGCGGUAACG TG TTCTCCTGCTCCGTGATCCACGAGECCCTG
CACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTGTCCCTGTCTCOCTGGCARAGTGA

secuencia codificante de LC de 44R24 (SEC ID NO: 93):
ATGECTTGGECTCTEC TGO TECTCACCC TGO T GACACACGGCACCGGCTCTTGEECC
GACATCGAGCTGACCCAGCCTCCCTCTGTETCTGTEGOCL CTGECCAGACCECCAGEATC
TCTTGCTCTGECEGACGOCCTEEECAMCAGATACGTETACTGETATCAGCAGAAGCCAGGC
CAGGCCCCTETECTEETGATCCCTTCOGECAT CCCTEAGCGETTOTCCGECTCCARCTCC
GCGCAACACCGCCACCCTGACCATCTCTGGCACCCAGGCCGAGGACGAGGCCGACTACTAC
TGCOGCTCCTEEGACACCCGECCT TACCCTARAGTACGTETTCOGUGGAGGCACCARGCTG
ACCOGTGCTGGGCCCTTCCGTGACCCTGTTCCCTCCATCCTCCGAGGAACTGCAGGCCAAC
AAGECCACCCTGETGTGCCTGATCTCCGACTTCTACCCTGECGCOGTGACCGTEECTTGE
ARGGCCGACTCTAGCCCTGTGAACGGCCGEUGTGGAGACARCCACCCCTTCCAAGCAGTCC
AACAACAAGTACGCCGCCTCCTCCTACCTGTCCCTGACC CCTGAGCAGTGGAAGTCCCAC
CEGTCCTACTCT TGO CAGETGACCCACGAGGECTCCACCGTGEARARCGACOGTEECCCOT
ACCGAGTCCTCCTAG

Los plasmidos aislados de E. coli que codifican los anticuerpos de IgG, anti FZD, 18R4605 (ATCC, depdésito no,
PTA-10307), 18R4805 (ATCC, depdsito no, PTA-10309) y 44R24 (ATCC, depdsito no, PTA-10311) se depositaron
en la American Type Culture Collection (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, VA, Estados Unidos, segin
las condiciones del tratado de Budapest el 26 de agosto del 2009.

Ejemplo 19
Perfiles de union de anticuerpos anti FZD

Se utilizé el andlisis FACS para caracterizar los perfiles de unién a FZD1, 2, 5, 7 y 8 de los anticuerpos
monoclonales (mAb) anti FZD.

Con un ADN plasmidico que expresaba FZD1, 2, 5, 7 u 8 de longitud completa, se cotransfectaron células HEK293
junto con otro plasmido que expresaba el gen indicador GFP utilizado como un marcador de transfeccion. Como
reactivo de transfeccion se utilizé Fugene 6 (Roche) segln las instrucciones del fabricante. Las células transfectadas
se incubaron de veinticuatro a cuarenta y ocho horas a 37 °C y con CO; al 5 %. Después, los mAb anti FZD se
diluyeron en un volumen final de 50 pl comenzando con una concentracién de 20 pg/ml y se diluyeron en serie en
diluciones con factor 4 durante un total de 8 diluciones. Cada grupo de células HEK293, transfectado de manera
transitoria con FZD/GFP, se recogi6 en suspension y durante 30-60 minutos se incubaron 100.000 células
transfectadas en hielo con el mAb anti FZD diluido que se va a ensayar. Las células se lavaron y los anticuerpos anti
FZD unidos se detectaron con un anticuerpo secundario anti ser humano conjugado con un cromoforo fluorescente.
Las células marcadas se detectaron después y se contaron por analisis FACS. Los datos generados del analisis
FACS se expresaron en unidades de intensidad de fluorescencia media (MFI, por sus siglas Mean Fluorescence
Intensity). Para las representaciones graficas y analizar los datos se utilizé el programa informatico GraphPad Prism.
Las MFI se representan graficamente como una funcién de la concentracién de Ab para establecer curvas de
respuesta a la dosis. Para ajustar la curva y calcular las CEsg se aplicé una regresion no lineal a los nimeros.

Los perfiles de unién de los mAb 18R5 y 44R24 se determinaron y se compararon. En la Figura 47 se muestra la
curva de respuesta a la dosis que representa la union de cada uno de los mAb 18R5 y 44R24 con Fzd1, 2,5, 7y 8.
Las CEsp (nM) calculadas de los dos mAb se muestra en la Tabla 13. EIl mAb 44R24 se uni6 a Fzd5 y Fzd8 con
buena afinidad. No se puede establecer una curva sigmoidea de respuesta a dosis para los otros 3 receptores Fzd,
lo que sugiere que 44R24 no se une a Fzdl, 2 y 7. La unién de alta afinidad de Fzdl, 2, 5y 7 se confirmé para el
mAb 18R5.

Tabla 13. Valores de CEsp (hM) de los mAb 18R5 Y 44R24

CEso (nM) Fzd1l Fzd2 Fzd5 Fzd7 Fzds
18R5 0,41

0,62 1.10 0.58 12,00
44R24 117,95 sin unién 1,89 92,31 1,09
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Ejemplo 20
Evaluacion de la actividad anti Wnt de los mAb anti FZD en andlisis basados en células

Se determind y se comparo6 la capacidad de 18R5 y 44R24 para inhibir la sefializaciéon Wnt en células STF-293. Las
células STF son células de rifion embrionario humano (HEK, Human Embryonic Kidney)-293 transfectadas de
manera estable con el casete indicador Super Top Flash (STF) en el que la expresion del gen indicador de luciferasa
(Luc) es regulado por copias multiples del sitio de unién a TCF hacia el extremo 5’ prima de un promotor minimo. Se
puede inducir una expresion de Luc basal baja de 30-60 veces en respuesta a Wnt3a, lo que proporciona una
grande ventana para determinar la actividad inhibidora de los Ab anti FZD.

Para determinar los mAb, se hacen crecer células STF-293 en DMEM-FBS al 10 %. El dia 1 se sembraron 10.000
células por pocillo en placas de fondo blanco 6ptico de 96 pocillos (Nunc n°® 165306). Las células se incubaron
durante la noche a 37 °C y con CO- al 5 %. El dia 2, los Ab a ensayar se diluyeron a una concentracion final de 40
pg/ml utilizando medio de cultivo. Se realizaron siete diluciones en serie con factor 5. EI medio de cultivo de las
células STF-293 se reemplazé con una mezcla que contenia 50 pl de dilucién de Ab, 25 ul de medio acondicionado
Wnt3a procedente de células L estables a Wnt3a y 25 ul de DMEM-FBS al 10 %. Para cada Ab, las concentraciones
finales ensayadas eran de 20, 4, 0,8, 0,16, 0,03, 0,006, 0,0013 y 0,0003 pug/ml. Cada concentracion de Ab se ensay6
por triplicado. Como Ab de control negativo se utilizé6 LZ1, un Ab anti hapteno humano. Como inductor de control
negativo se utiliz6 un medio acondicionado diferente de Wnt3a procedente de células L precursoras. Las placas
volvieron a introducirse en la incubadora. La actividad de luciferasa se midio el dia 3 utilizando el kit Promega Steady
Glo (VWR n° PAE2550-A) segun las especificaciones del fabricante. Los resultados se expresaron en fotones por
segundo. Para las representaciones graficas y analizar los datos se utilizé el programa informatico GraphPad Prism.
Las actividades de luciferasa se representan graficamente como una funcién de la concentracion de Ab para
establecer curvas de respuesta a la dosis. Para ajustar la curva y calcular las Clso se aplicé una regresion no lineal a
los nimeros.

Del mismo modo, la capacidad de 44R24 y 18R5 para inhibir sefializaciéon Wnt en células STF se determind y se
comparé como se describe anteriormente. Los resultados se muestran en la Figura 48 y en la Tabla 14. La actividad
de 44R24 se detecté Unicamente a concentraciones de Ab superiores, lo que refleja la baja actividad del anticuerpo
en el ensayo. Se calculé que la Clso de 44R24 era 13 veces menor que la de 18R5.

Tabla 14. Valores Clso de inhibicién de sefializacion Wnt en células ST-293 de 18R5 y 44R24
18R5 44R24

Clso (NM) 2,73 34,43

También se determiné la capacidad de 18R5 y 44R24 para inhibir la sefializacion Wnt en células A549. Las células
A549 son células de carcinoma de pulmén humano en el que el gen Axin2 se expresa a de manera muy elevada,
traduciendo actividad endégena de sefializacion Wnt. Axin2 es un gen diana Wnt bien conocido que responde a la
activacion de la via regulando por aumento su transcripcion y finalmente regulando por disminucion la sefalizacion
Wnt a través de un mecanismo de retroalimentacion en bucle. Este sistema se utilizé para ensayar el impacto de los
Ab anti Fzd sobre los niveles de ARNm de Axin2 mediante PCR cuantitativa.

Se sembraron placas de 12 pocillos con 30.000 células A54 9 por pocillo y se hicieron crecer durante 3 dias en
DMEM + FBS al 10 %. Se afadieron anticuerpos a diversas concentraciones (5, 1, 0,2, 0,04, 0,008 pg/ml) durante
24 horas y se extrajo ARN total de las células. Como control negativo se utiliz6 LZ1, un anticuerpo que no se une,
Unicamente en la concentracion mas alta.

Se sembraron 30.000 células A549 en placas de 12 pocillos y se hicieron crecer durante 3 dias en DMEM + FBS al
10 %. El anticuerpo 18R5 o0 44R24, anti FZD, se afadi6 a diversas concentraciones (5, 1, 0,2, 0,04, 0,008 pug/ml) y
como control negativo se utilizé6 LZ1, un anticuerpo que no se une, Unicamente a la concentracion mas alta. Se
elaboré ARN 24 horas después del tratamiento y después se traté con Dnasa,

Se sabe que el gen Axin2 es un gen diana contundente en la sefializacién Wnt y su nivel de expresion se examind
mediante analisis de expresion relativa Tagman (AACT) utilizando un aparato de Applied Biosystems 7900 HT. Se
utilizaron 50 ng de ARN por punto, por triplicado, y se utilizé una sonda GUSB para el control enddégeno. Todos los
resultados se normalizan a niveles de Axin2 en la muestra de control LZ1.

La curva de respuesta a la dosis muestra la inhibicion del nivel basal de la expresién del gen axin2 por 18R5 y
44R24 y los valores de CEsp calculados para estos anticuerpos se muestran en la Figura 49. 18R5 y 44R24 inhiben
los niveles basales de Axin2 en relacion al control LZ1 con eficiencias comparables.

Ejemplo 21

Evaluacion de la actividad antitumoral de los mAb anti FZD en modelos de xenoinjerto pancreatico
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Tumores pancreaticos OMP-PN13:

Se obtuvieron células tumorales OMP-PN13 congeladas, que se habian sometido dos veces a pases en ratones,
procedentes de un banco de tumores de Oncomed. Se descongelaron e inyectaron por via subcutanea en el costado
izquierdo de ratones NOD/SCID inmediatamente después de descongelar. Se inyectaron ~ 25.000 células viables
por animal. Los ratones se vigilaron semanalmente para determinar el crecimiento de los tumores. Después de su
aparicion, con un calibrador se midi6 el tamafio de los tumores una vez a la semana. Los ratones portadores de
tumores de 200-300 mm® se dispusieron en grupos de tratamiento, conteniendo cada uno de ellos 5 animales. El
tamafo de tumor promedio era comparable en cada grupo. El tratamiento con Ab comenzé el dia después de la
distribucién aleatoria. Se utilizé LZ1 como el Ab de control negativo. Se administraron 3 dosis de 10 mg/kg de Ab por
inyeccion intraperitoneal durante un periodo de 12 dias. Los ratones se sacrificaron 24 horas después de la ultima
inyeccion y se extirp6 el tumor, el duodeno y el higado.

Los tejidos tumorales se fijaron en formalina se incluyeron en parafina y se cortaron. La deteccion de Mucl6é se
realiz6 mediante inmunohistoquimica (IHQ) para controlar la aparicion de células productoras de mucina. Las
mucinas son especificas de un subtipo de células diferenciadas en el pancreas, y como tal se utilizan como
marcadores de diferenciacion en el modelo de tumor.

Los cortes incluidos en parafina y fijados en formalina (FFPE, por sus siglas en inglés Formalin-fixed, paraffin-
embedded) se desparafinaron. Primero se desparafinaron los portaobjetos por tratamiento secuencial con xileno dos
veces durante 5 minutos cada vez. Después, el tejido se rehidraté por inmersion en una serie de etanol de 100 %
dos veces durante 3 minutos cada una, 90 % una vez durante 1 minuto, 80 % una vez durante 1 minuto y 70 % una
vez 1 minuto en agua. El tejido se lavo durante 1 minuto con un fluyo de agua destilada.

Se utilizé el anticuerpo mucina 16 (clon X325 de AbCAM, catalogo ab10033) para la deteccién mediante IHQ de
células que expresaban mucina 16 en secciones de tejido FFPE. La recuperaciéon de antigeno termo inducida se
realiz6 con tampon citrato 10 mM, pH 6,0 en una autoclave. Después, los portaobjetos se mantuvieron a temperatura
ambiente y se permitié que las proteinas recuperasen la antigenicidad lentamente (aproximadamente 2 horas).

Las secciones tisulares se bloquearon con solucién de perdxido de hidrégeno al 3 % en agua, se lavaron y después
se bloguearon nuevamente utilizando solucién bloqueadora de suero normal de caballo (para 50 ml; PBS (38,5 ml),
NHS al 10 % (5 ml), BSA al 1 % (5 ml), gelatina al 0,1 % (500 pl), Tx-100 al 0,1 % (500 ul), NaNs al 0,05 % (500 ul))
durante 1 hora a temperatura ambiente. Después, las secciones se tifieron con dilucion 1:200 de anticuerpo primario
Mucl16 en un diluyente verde Da Vinci, pH 7,3 (PD 900, Biocare Medical) durante 1 hora a temperatura ambiente
seguido de tres lavados utilizando solucién salina tamponada con fosfato que contenia tritén X-100 al 0,1 %. Las
secciones se tifieron después con 3 gotas de anticuerpo anti IgG de ratén ImmPress conjugado con HRP (Catalogo
101098-260, VWR) durante 30 minutos a temperatura ambiente seguido de tres lavados utilizando solucién salina
tamponada con fosfato que contenia tritdbn X-100 al 0,1 %. Los portacbjetos se colocaron en placas de Petri y se
revelaron utilizando el kit Vector NovaRed (SK4800, Vector labs) durante 1-2 minutos. La reaccién se detuvo por la
adicion de agua destilada. Los portaobjetos se aclararon exhaustivamente con un flujo de agua destilada. Las
secciones tisulares se sometieron después a tincidon de contraste utilizando hematoxilina (formula de Vector Labs
Gill's, catadlogo H3401) durante 1 minuto, se lavaron y después se neutralizaron utilizando una solucién de tincion
azul durante 30 segundos. Los portaobjetos se dejaron secar durante la noche y se montaron utilizando VectaMount
(Vector Labs).

En la Figura 50 se muestran los campos representativos de los tumores tratados con Ab de control (LZ1), 18R5 o
44R24. Aungue LZ1 se asocid con tincion de baja intensidad, se detectaron niveles de tinciobn mas altos con el
anticuerpo Mucl6 en los tumores tratados con 18R5. Esto sugiere que las células tumorales se indujeron para
diferenciarse hacia el linaje de células productoras de mucina por 18R5. En este experimento, los niveles de tincion
con Mucl6 en los tumores tratados con 44R24 eran mas moderados que en los tumores tratados con 18R5, pero
aln parecian ser ligeramente mas altos que en los tumores tratados con LZ1.

Para el andlisis de la expresion del gen diana Wnt, también se extrajo ARN total de tumor, duodeno e higado
utilizando PCR cuantitativa.

En el momento de su recogida, los tejidos se transfirieron de inmediato a RNAlater (QIAGEN). El ARN se extrajo
utilizando el mini kit QIAGEN RNeasy para tejido fibroso segun las instrucciones del fabricante. Se enviaron 50 ng de
ARN total para el andlisis de expresidn genica utilizando el protocolo y los reactivos de RT-PCR de una etapa ABI.
Como control enddgeno se utilizé la expresion del gen GusB. Se configuraron triplicados de cada muestra. Se
analizaron los 5 tumores de cada grupo de tratamiento. Se utilizé un aparato ABI 7900 TagMan para llevar a cabo
los experimentos. Se utilizé el programa informatico ABI SDS 2.2.1 para analizar los datos y calcular los valores
DeltaCt que se transformaron a cantidades relativas. Se calcul6 el promedio de los valores por triplicado de los 5
tumores de cada grupo de tratamiento. Después, se calcularon los multiplos de los factores de inhibicién en relacion
al anticuerpo de control (LZ1).

Los resultados se muestran en la Tabla 15. Los genes diana Wnt se vieron afectados de manera variable por los Ab
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duodeno. Los cambios inducidos por 44R24 eran mas moderados.

Tabla 15. Andlisis de expresién génica con gPCR de genes diana Wnt en tejidos tratados con 18R5 y 44R24

tumor higado duodeno
AXin2 AXin2 Rhbg Glul Lect2 Lgr5 AXin2 Lgr5
18R5 -2,3X -8X -6,5x -19x - 8x -26X NS -2,6X
-2,5x -13x -5X
44R24 -1,8X -2,4X -1,9% NR NR NR NR NR

NR: no realizado
Los distintos experimentos se muestran en cursiva

Tumores pancreaticos OMP-PN4

También se investigd el impacto de 18R5 en el estroma de tumor en el modelo de xenoinjerto de tumor pancreatico
OMP-PN4. Se identificaron varios genes por micromatriz, cuyos niveles de expresion se alteraron por el tratamiento.
Entre estos, ACTA2, que codifica la proteina actina de musculo liso (AML) es de interés particular. Se ha demostrado
qgue la proteina AML se asocia a estroma de tumor activado. Por tanto, su regulacién por disminuciéon puede
observarse como un signo de fenotipo tumorigénico disminuido.

Como se describe en el ejemplo 7 anterior, ratones NOD/SCID portadores de tumor OMP-PN4 se trataron con Ab de
control (LZ-1), 18R5, gemcitabina o la combinacién de 18R5 y gemcitabina, una vez a la semana durante 6
semanas. Los anticuerpos se administraron a una concentracion de 10 mg/kg. Después de extirparse, los tumores
de ese experimento se analizaron para determinar la expresion de genes diana Wnt a niveles tanto de ARN como de
proteina, utilizando micromatriz e IHQ, respectivamente,

El ARN total se extrajo de los tumores, se amplificd y se sometié a analisis de micromatriz. Los ARN totales se
amplificaron utilizando el sistema de amplificacion de ARN V2 de Ovation (NUGEN, San Carlos, CA). Los ADNc de
cadena sencilla antisentido amplificados resultantes se fragmentaron y se marcaron con biotina utilizando médulo
FL-Ovation cDNA Biotin V2 (NUGEN) para uso en microplacas Affymetrix. En estos experimentos, (realizados en
Almac Diagnostics, Durham, NC), se utilizaron micromatrices oligonucleotidicas Affymetrix HG-U133 plus 2 o MG
430 2.0. Después de la hibridacién, los microplacas de genes se lavaron, se tifieron y se exploraron de acuerdo con
las instrucciones del fabricante (Affymetrix, Santa Clara, CA). La calidad del ADNc y del ADNc fragmentado se
analizo con un espectrofotdémetro y con un bioanalizador antes de la hibridacién de la matriz. Los datos si procesar
de la microplaca explorada se cuantificaron y se incrementaron utilizando el paquete del programa informatico
GCOS (Affymetrix) y se sometieron a una evaluacion exhaustiva de control de calidad de microplaca de genes
recomendada por Affymetrix para detectar cualquier defecto en la microplaca y valores atipicos, los cuales se
excluyeron de los andlisis de datos posteriores.

El ajuste del fondo de la matriz y la normalizacién de la intensidad de sefial se realizaron con el algoritmo GCRMA
en el programa informatico Bioconductor de fuente abierta (www,bioconductor,org). Los genes que se expresaron de
manera diferencial entre dos grupos o puntos de tiempo se identificaron con la prueba de la t de Bayes (Cyber-T),
que combina la prueba de la t de Student con un calculo Bayesiano de la varianza intragrupo obtenida a partir de la
varianza observada de los conjuntos de sonda a niveles de expresion similares (Baldi P, Long AD, A Bayesian
framework for the analysis of microarray expression data: regularized t -test and statistical inferences of gene
changes, Bioinformatics, 2001; 1786): 509-19).

Para el andlisis de micromatriz de genes de tumor humano, las muestras se evaluaron en micromatrices tanto de ser
humano como de ratén para determinar los efectos del tratamiento sobre la masa de tumor humano y sobre el
estroma de ratén, independientemente. Aquellos conjuntos de sonda Affymetrix que no eran especificos de especie
se omitieron del andlisis.

En la preparacion para la inmunofluorescencia de la alfa actina de musculo liso (aAML), el tejido tumoral se congel6
utilizando OCT. Se obtuvieron secciones de 4 micrometros que se conservaron congeladas a -80 °C. Para la tincién
de aAML, el tejido se fijo utilizando acetona enfriada a -20 °C durante 15 minutos y después se dej6 secar y se llevo
a temperatura ambiente y después se marcé utilizando una pluma PAP hidréfoba. Los portaobjetos se lavaron
después utilizando solucion salina tamponada con fosfato (PBS). El tejido se bloqued utilizando suero normal de
caballo R.T.U. (Vector Labs) durante 2 horas a temperatura ambiente. La tincidn del anticuerpo primario se realizé
con una dilucién 1:10.000 de anticuerpo anti alfa actina de musculo liso conjugado con FITC (cline 1A4, n°® F3777,
SIGMA) durante 1 hora. Las secciones se lavaron 3 veces utilizando PBS que contenia tritobn X-100 al 0,1 %. Los
portaobjetos se secaron después al aire y se montaron utilizando medio de montaje utilizando el medio de montaje
del conjunto Hard que contenia DAPI (vectashied H-500).

La Figura 51A muestra los niveles de expresion del gen ACTA2 detectados por micromatriz. Los tumores tratados
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con el anticuerpo 18R5, anti FZD, muestran niveles de expresion de ACTA-2 disminuidos. La Figura 51B muestra los
resultados de la inmunofluorescencia de alfa actina de musculo liso (adAML) en tumores OMP-PN4 tratados con mAb
de control (panel superior) o con 18R5 (panel inferior). Se detectaron cantidades reducidas de aAML en los tumores
tratados con 18R5. La expresién de ACTA2 y la cantidad de AMS se redujeron drasticamente en el estroma tumoral
en respuesta a 18R5, lo que sugiere que el bloqueo de Wnt (i) incide en este compartimiento tumoral, y (ii) lo hace
reduciendo un marcador de tumorigenicidad bien establecido. Estos resultados sugieren que la reduccién de la
activacion de miofibroblastos puede ser uno de los mecanismos de accion antitumorales de 18R5.

Ejemplo 22
Evaluacion del potencial tumorigénico de células OMP-PN13 positivas a Muc16

Como se describe anteriormente, el tratamiento con 18R5 induce la expresion de genes y cambios de fenotipo
celular en tumores pancreaticos, incluyendo expresién aumentada de mucina. En particular, la IHQ realizada en
tumores PN-13 tratados, revela un nimero aumentado de células positivas a Mucl16. Los niveles de expresion del
gen Mucl6 también son mas altos en tumores tratados que en tumores de control. La tumorigenicidad de las células
positivas a Mucl6 inducidas por 18R5 se determind para probar la hipétesis de que las células positivas a Muc16
inducidas por 18R5 son representativas de una subpoblacion de células tumorales diferenciadas.

Ratones portadores de células OMP-PN13 se trataron con 18R5 de acuerdo con el protocolo descrito en el Ejemplo
21. Los ratones se sacrificaron 12 dias después de iniciar el tratamiento con el Ab. Los tumores se extirparon y se
procesaron para obtener una suspensién de células disociadas utilizando colagenasa Il para digerir los tejidos. Las
células estromales de raton se tifieron con un anticuerpo antiH-2Kd biotinilado y un anticuerpo anti CD45 biotinilado.
Después, estas células se incubaron con esferas magnéticas conjugadas con estreptavidina (Thermo MagnaBind) y
se empobrecieron utilizando un iman Dynal. Las células tumorales resultantes, desprovistas de lin, se tifieron con un
mADb anti-Muc16 detectado con un Ab secundario conjugado con PE. Las células positivas a Mucl6 y negativas a
Mucl6 se clasificaron utilizando un aparato FACS ARIA que funciona con el programa informatico DIVA. Véase la
Figura 52A. Las células se reinyectaron por via subcutanea en el costado izquierdo de ratones NOD/SCID para
comparar sus potenciales tumorigénicos. Cada tipo de célula se inyecté en 10 ratones. Cada raton recibié 75 células.
En la Figura 52B se muestran imagenes representativas de los tumores resultantes de la inyeccion de células
Muc16- (panel superior) y Muc16+ (panel inferior). En la Figura 52C se muestran las curvas de crecimiento para los
tumores Mucl6- y Mucl6+ después de la inyeccion en los ratones. No hubo crecimiento tumoral después de la
inyeccion de células Mucl6+, mientras que 7 de los 10 ratones a los que se les inyectaron células Mucl6-
desarrollaron tumores. Los datos sugieren que las células Muc16+ inducidas por 18R5 no son tumorigénicas, lo que
fundamenta la induccién de diferenciacion como un mecanismo subyacente de actividad antitumoral del anticuerpo
18R5.

Ejemplo 23
Estudios in vivo adicionales con anticuerpos anti FZD

Estudio de recidiva de tumor de mama PE13 con el mAb 18R5: se inyectaron células de tumor de mama PE13 en
ratones NOD-SCID y se dejé que crecieran hasta que los tumores alcanzaron aproximadamente 100 mm?®. Los
animales se distribuyeron al azar en dos grupos (n = 10) y recibieron taxol (15 mg/kg, dos veces por semana) +
anticuerpo de control (cuadrados negros) o la misma dosis de taxol + anticuerpo 18R5, anti FZD (circulos gris claro).
Los anticuerpos se administraron a una dosis de 20 mg/kg una vez por semana. Los tratamientos con taxol se
detuvieron el dia 70 y los tratamientos con anticuerpo continuaron. Los resultados se muestran en la Figura 53. Se
observo que 18R5 potenciaba la tasa de regresion tumoral y que retrasaba la recidiva tumoral después de detener el
tratamiento con taxol.

Estudio de ensayo de dilucién limitante (LDA) de tumor de mama PE13 con el mAb 18R5: animales portadores de
tumores de mama PE13 se trataron con anticuerpo de control (circulos grises), 18R5 (triangulos blancos), taxol
(circulos negros), o la combinacién de taxol y 18R5 (cuadrados blancos). El taxol se administré a una dosis de 15
mg/kg dos veces por semana y los anticuerpos a una dosis de 20 mg/kg una vez a la semana. Se extirparon los
tumores y las células tumorales humanas desprovistas de lin se purificaron. Se inyectaron 50, 150 o 500 células
tumorales en una nueva cohorte de ratones (n = 10 por dosis de célula). Los resultados se muestran en la Figura 54.
La frecuencia de crecimiento tumoral se controlé después de 59 dias y se utilizé para calcular la frecuencia de CMC
(L-calc).

Estudio de recidiva de tumor pancreatico PN4 con el mAb 18R5: se inyectaron células tumorales pancreaticas PN4
en ratones NOD-SCID y se permitié que crecieran hasta que los tumores alcanzaron aproximadamente 250 mm®. A
los animales se les suministré gemcitabina (75 mg/kg, una vez a la semana) durante 5 semanas hasta que los
tumores remitieron. Los animales se distribuyeron al azar en dos grupos y se les proporcioné anticuerpo de control
(cuadrados negros) o el anticuerpo anti FZD, 18R5 (circulos gris claro). Los anticuerpos se administraron a una dosis
de 10 mg/kg, una vez a la semana. Los resultados se muestran en la Figura 55. Se observé que el anticuerpo 18R5
retrasaba la recidiva tumoral después del tratamiento con gemcitabina.
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Estudio de crecimiento de tumor pancreatico PN4 con el mAb 44R24: se inyectaron tumores pancreaticos PN4 en
ratones NOD-SCID. Se permitié que los tumores crecieran hasta que alcanzaron un volumen de aproximadamente
150 mm?®. Los animales se distribuyeron de manera aleatoria en 4 grupos (n = 10 por grupo) y recibieron un
anticuerpo de control (cuadrados negros), anticuerpo 44R24, anti FZD5/8 (triangulos gris claro), gemcitabina
(triangulos negros) o una combinacién de 44R24 mas gemcitabina (circulos gris claro). Se administr6 gemcitabina a
una dosis de 15 mg/kg una vez a la semana y los anticuerpos se administraron a una dosis de 20 mg/kg, dos veces
a la semana. Los resultados se muestran en la Figura 56, se observé que el anticuerpo 44R24 reducia el crecimiento
tumoral en combinacién con gemcitabina en relacién con solo gemcitabina.

Ejemplo 24
Mapeo epitépico del anticuerpo 44R24, anti FZD

El mapeo epitopico del anticuerpo 44R24, anti FZD, se realiz6 de una manera similar a la descrita anteriormente en
el Ejemplo 5 para los anticuerpos 18R8 y 18R5. La capacidad del anticuerpo 44R24 para unirse a un epitopo similar
al de 18R8 se determiné por citometria de flujo, utilizando una serie de variantes de aminoacidos de FZD8 que
anteriormente se habia demostrado que alteraba la union de 18R8 (véase el Ejemplo 5 y las Figuras 6 y 7). Se
descubrié que los aminoacidos 126-127 de FZD8 eran necesarios para la unién de 44R24, como se indica mediante
tinciéon reducida dentro de la poblacion de células cotransfectadas (positivas a GFP). Los resultados de los
experimentos FACS se muestran en la Figura 57. Estos resultados muestran que 44R24 se une a un epitopo que se
solapa con el epitopo de 18R8 y que comprende los aminoacidos 126-127 compartidos,

Ejemplo 25
Estudio del crecimiento de tumor de colon C28 con los anticuerpos 18R5, 18R8 y 44R24, anti FZD,

Se inyectaron por via subcutanea células de tumor C28 en ratones Nod-Scid. Se permitié que los tumores crecieran
hasta que alcanzaron un volumen promedio de 126 mm?®. Los animales portadores del tumor eran grupos que se
distribuyeron al azar en cuatro grupos (n = 10 ratones por grupo) y se trataron con Ab de control (cuadrados negros),
18R8 (triangulos grises), 44R24 (circulos negros) o 18R5 (circulos grises) (Figura 58), Los anticuerpos se
administraron por via intraperitoneal a una dosis de 15 mg/kg, dos veces a la semana. Se indican los volimenes
tumorales. El tratamiento con los anticuerpos 44R24 y 18R5 reduce el crecimiento en relacién con el grupo tratado
con Ab de control, mientras que 18R8 no tuvo ningun efecto (Figura 58),

Después del tratamiento de los animales en el experimento mostrado en la Figura 58, los tumores se extrajeron, se
fijaron en formalina, se incluyeron en parafina y se cortaron en secciones de 5 micrémetros. Las secciones de tumor
se analizaron para determinar la expresién de citoqueratina 7, un marcador de diferenciacion de células de colon por
inmunohistoquimica (kit Vectastain, Vector Labs). Se observé que la expresion de la citoqueratina 7 era elevada
después del tratamiento con 44R24 o 18R5 (Figura 59),
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<170> PatentlIn, version 3,3

<210>1

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDRL1 de cadena pesada

<400> 1

({'Iy Phe Thr fhe §er His Tyr Thr Leu igr

<210>2

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena pesada

<400> 2

val Ile Ser Gly gsp Gly Ser Tyr Thr Igr Tyr Ala Asp Ser {g1 LyS
1

Gly

<210> 3

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de cadena pesada

<400> 3

?sn Phe Ile Lys gyr val phe Ala Asn

<210>4

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de cadena ligera

<400> 4

ier Gly Asp Lys Eeu Gly Lys Lys Tyr ?ga Ser

<210>5

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> CDR2 de cadena ligera

<400> 5

<210> 6

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de cadena ligera

<400> 6
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g]u Lys Asp Asn grg Pro Ser Gly

ser Ser Phe Ala Gly Asn Ser Leu Glu
1 5

<210>7

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDRL1 de cadena ligera

<400> 7

ser Gly Asp Asn Ile Gly Ser Phe Tyr val His
1 S 10

<210>8

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena ligera

<400> 8

<210>9

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de cadena ligera

<400>9

?sp Lys Ser Asn grg Pro Ser Gly
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<211>118
<212> PRT
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GIn Ser Tyr Ala Asn Thr Leu Ser Leu
1 5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region variable de cadena pesada (VH) de 18R5/18R8

<400> 10

Glu val Gln Leu val Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 10

ser

Thr

Ser

Lys

65

Leu

Ala

l.eu

<210>11
<211> 463
<212> PRT

Leu
Leu
val
50

Gly

Gln

Arg

val

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asn

Thr
115

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Phe
100

val

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

val

Gly

Thr

ser
85

Ile

ser

Ser
25

Cys Ala Ala

Ala Pro

40

Arg Gln

Gly Ser

55

ASp Tyr

Ile Ser Ser Asp

70

Leu Arg Ala Glu

Phe
105

Lys Tyr val

ser

<223> Cadena pesada (IgG2) de 18R5/18R8

<400> 11

71

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
90

Ala

Leu val Gln Pro

Phe Ser
30

Phe Thr

Leu Glu

Lys Gly
45

Tyr Tyr Ala Asp
60

ser Lys Asn Thr
75

Thr Ala val Tyr

Gly GlIn
110

Asn Trp

Gly
15

His
Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Thr



Met

val

Pro

Ser

Glu

65

Asp

Thr

GIn

val
145

Lys

Leu

Gly

His

50

Trp

ser

Leu

TYr

His

Ser

Gly

35

Tyr

val

val

TYr

Cys

115

Thr

Pro

Leu

Glu

20

Ser

Thr

ser

Lys

Leu

100

Ala

Leu

Leu

Trp
5

val
Leu
Leu

val

Gly

85

GIn

Arg

val

Ala
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Phe

GIn

Arg

Ser

Ile

70

Arg

Met

Asn

Thr

Pro
150

Phe
Leu
Leu
Trp
5%

ser
Phe
Asn
Phe
val

135

Cys

Leu

val

ser

40

val

Gly

Thr

ser

Ile

120

Ser

ser

72

Leu

Glu

25

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

105

Lys

ser

Arg

Leu

10

sSer

Ala

Gln

Gly

Ser

90

Arg

Tyr

Ala

ser

val

Gly

Ala

Ala

sSer

75

Ser

Ala

val

Ser

Thr
155

Ala

Gly

ser

ero

60

Tyr

Asp

Glu

Phe

Thr

140

ser

Ala

Gly

Gly

45

Gly

Thr

Asn

Asp

Ala

Lys

Glu

Pro Arg
15

Leu val

30

Phe Thr

Lys Gly

Tyr Tyr

ser Lys

Thr Ala

110

Asn Trp

Gly Pro

ser Thr

Trp

Gln

Phe

Leu

Ala

80

Asn

val

Gly

Ser

Ala
160
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ser

val

Pro

225

val

Phe

Pro

val

Thr

305

val

Cys

Ser

Pro

val

385

Gly

Leu

Trp

Leu

ser

210

Pro

Glu

Leu

Glu

Gln

290

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

370

Lys

GlIn

Gly

Asn

GIn

195

ser

Ser

Cys

Phe

val

275

Phe

Pro

Thr

val

Thr

355

Arg

Gly

Pro

Cys

ser

180

Ser

Asn

Asn

Pro

Pro

260

Thr

Asn

Arg

val

ser

340

Lys

Glu

Phe

Glu

Leu

165

Gly

sSer

Phe

Thr

Pro

245

Pro

Cys

Trp

Glu

val

325

Asn

Gly

Glu

Tyr

AsSn
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val

Ala

Gly

Gly

Lys

230

Cys

Lys

val

Tyr

Glu

310

His

Lys

GIn

Met

Pro

390

Asn

Lys

Leu

Leu

Thr

215

val

Pro

Pro

val

val

295

GIn

Gln

Gly

Pro

Thr

375

Ser

Tyr

ASp

Thr

TYr

200

GIn

Asp

Ala

Lys

val

280

Asp

Phe

Asp

Leu

Ar

36

Lys

Asp

Lys

Tyr

Ser

185

Ser

Thr

Lys

Pro

265

ASp

Gly

ASn

Trp

Pro

345

Glu

AsSn

Ile

Thr

73

Phe

170

Gly

Leu

TyYr

Thr

Pro

250

Thr

val

val

ser

Leu

330

Ala

Pro

GIn

Ala

Thr

Pro

val

Ser

Thr

val

235

val

Leu

Ser

Glu

Thr

315

Asn

Pro

GIn

val

val

395

Pro

Glu

His

ser

Cys

220

Glu

Ala

Met

His

val

300

Phe

Gly

Ile

val

Ser

380

Glu

Pro

Pro

Thr

val

205

Asn

Arg

Gly

Ile

Glu

285

His

Arg

LyS

Glu

Tyr

365

Leu

Trp

Met

val

Phe

190

val

val

Lys

Pro

ser

270

ASp

AsSn

val

Glu

Lys

350

Thr

Thr

Glu

Leu

Thr

175

Pro

Thr

Asp

Cys

Ser

255

Arg

Pro

Ala

val

TYr

Thr

Leu

Cys

ser

Asp

val

Ala

val

His

Cys

val

Thr

Glu

LysS

Ser

320

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

400
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405

410

415

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg
420 430

Trp G1n GIn Gly Asn val Phe gﬁg Cys Ser val Met

His Qgg His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser

<210>12
<211>108
<212> PRT

435

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region variable de cadena ligera (VL) de 18R8

<400> 12
Asp
1
Thr
ser

Glu

Asn
65

ASp

val

<210> 13
<211> 232
<212> PRT

Ile

Ala

Trp

Lys

50

Ser

Glu

Phe

Glu

Arg

Asp

Gly

Ala

Gly

Leu

Ile

20

GIn

ASnh

ASh

AsSp

Gly
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Ser

GIn

Arg

Thr

TYyr

85

Gly

GIn

Cys

LyS

Pro

Ala

70

Tyr

Thr

<223> Cadena ligera (lambda) de 18R8

<400> 13

Pro Pro
Ser Gly
Pro Gly

40

ser Gly
55
Thr Leu

Cys Ser

Lys Leu

74

425

Ser

Asp

25

GlIn

Ile

Thr

Ser

Thr
105

val

10

LyS

Ala

Pro

Ile

Phe

90

val

Ser

Leu

Pro

Glu

ser

75

Ala

Leu

460

val

Gly

val

Arg

60

Gly

Gly

Gly

Ala

Lys

Leu

45

Phe

Thr

Asn

Pro
Lys
30

val
ser
GIn

ser

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Leu
95

His 6lu Ala Leu
445

Pro Gly Lys

Gln

Ala

Tyr

ser

Glu

80

Glu
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Met Ala Trp Ala Leu Leu Leu Leu

ser Trp Ala ggp Ile Glu Leu Thr

Pro Gly GIn Thr Ala Arg Ile Ser
35 40

Lys Tyr Ala Ser Trp Tyr GIn Gin
50 55

val Ile Tyr Glu Lys Asp Asn Arg
65 70

Ser Gly Ser Asn ggr Gly Asn Thr

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr
100

Ser Leu Glu vat Phe Gly Gly Gly
115 120

Pro Lys Ala Ala Pro Ser val Thr
130 135

Leu GIn Ala Asn Lys Ala Thr Leu
145 150

Pro Gly Ala val Thr val Ala Trp
165

Ala Gly val Glu Thr Thr Thr Pro
180

Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu
195 200

Arg Ser Tyr Ser Cys GIn val Thr
’ 210 v 215

Thr val Ala Pro Thr Glu Cys Ser
225 230

<210> 14

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regidn variable de cadena ligera de 18R5

75

Thr

Gin

25

Cys

Lys

Pro

Ala

Tyr

105

Thr

Leu

val

Lys

Ser

185

Thr

His

Leu

10

Pro

ser

Pro

Ser

Thr

90

Cys

Lys

Phe

Cys

Ala

170

Lys

Pro

Glu

Leu

Pro

Gly

Gly

Gly

75

Leu

ser

Leu

Pro

Leu

155

AsSp

GIn

Glu

Gly

Thr

Ser

ASp

Gln

60

Ile

Thr

ser

Thr

Pro

140

Ile

ser

Ser

GIn

ser
220

GIn

val

LysS

Ala

Pro

Ile

Phe

val

125

ser

Ser

ser

Asn

Gly

ser

30

Leu

Pro

Glu

ser

Ala

110

Leu

Ser

ASp

Pro

Asnh

190

Lys

val

Thr

15

val

Gly

val

Arg

Gly

93

Gly

Gly

Glu

Phe

val

175

LysS

Ser

Glu

Gly

Lys

Leu

Phe

80

Thr

Asn

GIn

Glu

Tyr

160

LyS

Tyr

His

Lys
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<400> 14

Asp
1

Thr

His

ASp

Asn
65

Asp

val

<210> 15
<211> 232
<212> PRT

Ile

Ala

Tep

Glu

Phe

Glu

Arg

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Leu

Ile

20

GIn

AsSn

Asn

ASp

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Ser

GlIn

Arg
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GIn Pro Pro Ser val Sser
10

Cys Ser Gly ggp Asn Ile

Lys f£ro Gly GIn Ala Pro
40

Pro Ser Gly Ile Pro Glu
55

Ala Thr Leu Thr Ile Ser
70 75

Tyr Cys GIn Ser Tyr Ala

Thr Lys Leu Thr val Leu
105

<223> Cadena ligera (lambda) de 18R5

<400> 15

~Tet Ala Trp Ala geu Leu Leu Leu Thr Leu Leu Thr

Ser Trp Ala ggp Ile Glu Leu Thr GIn Pro Pro Ser

Pro Gly GIn Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp
35 40

Phe Tyr val His Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Gln

50 55 60

gg1 Ile Tyr Asp Lys ggr Asn Arg Pro Ser Gly Ile

10

25

75

76

val

Gly

val

Arg

60

Gly

Asn

Gly

Ala
ser
Leu
45

Phe

Thr

Thr

GIn

val

Asn

45

Ala

Pro

Pro

Phe

30

val

Ser

GIn

Leu

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Ser
95

GIn

val

Tyr

Ser

Glu

80

teu

Gly Thr Gly
15

Ser val ala

Ile Gly Ser

Pro val Leu

Glu Arg Phe
80
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ser

GIn

Leu

Pro

Leu

145

Pro

Ala

Ala

Arg

Thr
225

<210> 16
<211> 485
<212> PRT

Gly

Ala

Ser

Lys

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser

210

val

Ser

Glu

Leuw

115

Ala

Ala

Ala

val

Ser

195

TYr

Ala

Asn

ASp

100

val

Ala

Asn

val

Glu

180

Ser

Ser

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

85

Glu

Phe

Pro

Lys

Thr

165

Thr

Tyr

Cys

Thr
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Gly

Ala

Gly

Ser

ala

150

val

Thr

Leu

GlIn

Glu
230

<223> Proteina de fusion Fzd7 DEC FC

<400> 16

Asn

Asp

Gly

val

135

Thr

Ala

Thr

ser

val

215

Cys

Thr Ala

Tyr Tyr

105

Gly Thr

Thr teu

Leu val

Trp Lys

Pro Ser

185

teu Thr
200

Thr His

ser

Tet Arg Asp Pro g1y Ala Ala Ala Pro

Thr
90

Cys

Lys

Phe

Cys

Ala

170

Lys

Pro

Glu

Leu

GIn

Leu

Pro

Leu

155

Asp

GIn

Glu

Gly

Thr

ser

Thr

Pro

140

Ile

Ser

ser

GIn

Ser
220

Leu Ser Ser

10

Ile

Tyr

val

125

ser

Ser

Ser

Asnh

Trp

205

Thr

Ser

Ala

110

Leu

ser

Asp

Pro

Asn

190

LyS

val

Leu Gly

Ala Leu val Leu Ala Leu Leu Gly Ala Leu Ser Ala Gly gaa
20

25

GIn Pro Tyr His Gly Glu Lys Gly Ile Ser val Pro Asp His
35 40 45

7

Gly

95

Asn

Gly

Glu

Phe

val

175

Lys

Ser

Glu

Thr

Thr

GIn

Glu

Tyr

160

Lys

Tyr

His

Lys

Leu Cys

15

Gly Ala

Gly pPhe



Cys

Thr

65

Leu

Glu

Leu

Gin

Thr

Leu

Ser

Leu

225

Gly

Arg

Leu

Leu

GIn
50

Ile
Galu

Leu

Asp

Gly

Ala

Pro

Cys

210

Gly

Leu

Ala

Gly

Met
290

Pro

teu

val

Arg

Gln

115

Cys

Arg

GlIn

Pro

195

Pro

Glu

Met

Asp

Gly

Ile

Ile

Pro

His

Phe

100

Ala

Glu

Ccys

Asn

Pro

180

Gly

Arg

Arg

Tyr

Lys

260

Pro

Ser

ser

Asn

GIn

85

Phe

Ile

Ala

Glu

Thr

165

Thr

Ala

GIn

Asp

Phe

245

Thr

Ser

Arg
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Ile
Leu
70

Phe
Leu
Pro
Leu
Asn
150
ser
Ala
ser
Leu
Cys
230
Lys
His
val

Thr

Pro

55

Leu

Tyr

Cys

Pro

Met

135

Phe

Asp

Pro

Asp

LyS

215

Gly

Glu

Thr

Phe

Pro
295

Leu

Gly

Pro

Ser

Cys

120

Asn

Pro

Gly

Tyr

Gly

200

val

Ala

Glu

cys

Leu

280

Glu

78

Cys

His

Leu

Met

105

Arg

Lys

val

ser

Leu

185

Arg

Pro

Pro

Glu

Pro

265

Phe

val

Thr

Thr

val

90

Tyr

sSer

Phe

His

Gly

Pro

Cys

Ar

25

Pro

Pro

Thr

Asp

Asn

75

Lys

Ala

Leu

Gly

Asp

Arg

Tyr

Glu

Arg

Cys

Pro

Cys

Ile

60

GIn

val

Pro

Cys

Phe

140

Ala

Pro

Leu

Pro

Leu

220

Pro

Phe

Pro

Lys

val
300

Ala

Galu

GIn

val

Glu

125

Gin

Gly

Gly

Pro

Ala

205

Gly

Gly

Ala

Ala

Pro

285

val

Tyr

Asn

GIn

Asp Ala Gly

Cys

Cys

110

Arg

Trp

Glu

Gly

Phe

190

Phe

Tyr

Arg

Arg

Pro

270

Lys

val

Ser

95

Thre

Ala

Pro

Ite

Gly

Thr

Pro

Arg

Ala

Leu

255

Glu

Asp

Asp

80

Pro

val

Arg

Glu

Cys

160

Pro

Ala

Phe

Phe

Asn

240

Gly

Leu

Thr

val
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Ser
305

Glu

Thr

Asn

Pro

GIn

385

val

val

Pro

Thr

val

465

Leu

<210> 17
<211> 354

<212> ADN

His

val

Tyr

Gly

Ile

370

val

Ser

Glu

Pro

val

450

Met

ser

Glu

His

Arg

TYr

Leu

Trp

val

435

Asp

His

Pro

Asp

Asn

val

340

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

420

Leu

Lys

Glu

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

Ala

325

val

TYFr

Thr

Leu

Cys

405

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
485
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Glu

310

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

390

Leu

AsSn

ser

Arg

Leu
470

val

Thr

val

Cys

Ser

375

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

<223> Cadena pesada (VH) de 18R5/18R8

<400> 17

LYS

Lys

Leu

Lys

360

Lys

Ser

Lys

Gin

ASn

Phe

Pro

Thr

345

val

Ala

Arg

Gly

Pro

425

ser

Gln

His

Asn

Ar

33

val

ser

Lys

Asp

Phe

410

Glu

Phe

Gly

Tyr

Leu

Asn

Gly

Glu

395

Tyr

Asn

Phe

ASh

Thr
475

Tyr

Glu

His

Lys

GIn

380

Leu

Pro

ASD

Leu

val

460

Gln

val

Gin

GIn

Ala

365

Pro

Thr

ser

Tyr

Tyr

435

Phe

Lys

ASp

Tyr

350

Leu

Arg

Lys

Asp

LysS

430

ser

Ser

ser

Gly

AsSn

335

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

415

The

LyS

Cys

Leu

val

320

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

400

Ala

Thr

Leu

Ser

ser
480

gaagtgcaac tggtggaaag c€ggcggcggc ctggtgcaac ctggcggcag cctgagactg

agctgcogctg cctccggatt taccttttct cattatactc tgtcttgggt gogccaagcc

79

60
120
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80

cctgggaagg gtctcgagty ggtgagcgtt'atctctggtg'htggtagcta tacctattat 180
gctgatagcg tgaaaggcag attraccatt tcaagtgata aticcaaaaa caccctgtat 240
ctgcaaatga acagcctgag agctgaagat acagccgtgt artattgcgc tagaaatttt 300
attaagtatg ttittgctaa ttggggccaa ggcaccctgg tgacagttag ctea 354
<210> 18
<211> 1389
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cadena pesada (IgG2) de 18R5/18R8
<400> 18
atgaaacacc tgtggttctt cctcctgctg gtggcagctc ccagatgggt cctgtccgaa 60
gtgcaactgg tggaaagcgg cggcyggectg gtgcaacctg gcggcagect gagactgage 120
tgcgetgect ¢cggatttac ¢ittictcat tatactcigt cttgggigcg ccaagoccct 180
gggaagggtc tcgagtgggt gagcgttatc tctggtgatg gtagctatac ctattatget 240
gatagcgtga aaggcagatt taccatttca agtgataatt ccaaaaacac cctgtatctg 300
caaatgaaca gcctgagagc tgaagataca gecgtgtatt attgcgetag aaattttatt 360
aagtatgttt ttgctaattg gggccaaggc accctggtga cagttagctc agccagcaca 420
. aagggcccta gegrtettece tetggetceee tgcagcagga gcaccagcga gagcacagce 480
gccctggget gectggtcaa ggactacttc cccgaaccgg tgacggtgtc gtggaactca 540
ggcgetetga ccageggegt gcacacctic ccagctgtce tacagtcctc aggactcetac 600
tccctcagea gogtggtgac cgtgoocctcc agcaacttcg gcacccagac ctacacctge 660
aacgtagatc acaagcccag caacaccaag gtggacaaga cagttgagcg caaatgttgt 720
gtcgagtgce caccgtgece agcaccaccet gtggcaggac cgtcagtctt cctettoece 780
¢Caaaaccca aggacaccct catgatctcc cggacccclg aggtcacgtg cgtggtygty 840
gacgtgagcc acgaagaccc cgaggtccag ttcaactggt acgtggacgg cgtggaggatg 200
cataatgcca agacaaagcec acgggaggag cagttcaaca gcacgttccg tgtggtcage 960
gtcctcaccg ttgtgcacca ggactggctg aacggcaagg agtacaagtg caaggtctce 1020
aacaaaggcc tcccageccc catcgagaaa accatctcca aaaccaaagy gcageccccga 1080
gaaccacagg tgtacaccct geccccatcec cgggaggaga tgaccaagaa ccaggtcagc 1140
ctgaccrgcc tggtcaaagg cttctacccc agcgacatcg ccgtggagtg ggagagcaat 1200
gggcagccgg agaacaacta caagaccaca cctcccatge tggactccga cggctccttce 1260
ttcctctaca gcaagctcac cgtggacaag agcaggtggc agcaggggaa cgtcttctca 1320
tgctccgtga tgcatgagge tctgcacaac cactacacgc agaagagect ctccctgtct 1380
ccgggtaaa 1389
<210> 19
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15

20

25

30

<211> 324
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region variable de cadena ligera (VL) de 18R8

<400> 19

gatatcgaac
tcttgtageg
caggctccag
tttagcggat
gacgaagccg

ggcaccaagt

<210> 20
<211> 696
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera (lambda) de 18R8

<400> 20

atggcctggg
atcgaactga
tgtagcggeg
gctecagtte
agcggatcca
gaagccgatt
accaagttaa
tcctctgagg
cctggagecy
accaccacac
acacctgagc

accgtggaga

<210>21
<211> 324
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region variable de cadena ligera de 18R5

<400> 21

tgacccagece
gcgataagct
ttctggtgat
ccaacagcgg
attattattg

taaccgtect

ctctgetget
cccagectcece
ataagctggg
tggtgattta
acagcggeaa
attattgete
ccgtcctggg
agctgcaagc
tgacagtggc
cctccaaaca
agtggaagtc
agacagtggc

ES 2663 536 T3

tccticagtg
gggtaagaag
ttatgagaag
caacaccgct

CLCTICTTLL

gggt

cctcaccctc
ttcagtgage
taagaagtat
tgagaaggat
caccgctace
ttcttttgct
tcagcccaag
caacaaggece
ctggaaggca
aagcaacaac
ccacagaagc

ccctacagaa

agcgttgcac caggtcagac
tatgcttctt ggtaccagca
gataatagac cctcaggcat
accctgacca ttagcggcac

gctggtaatt ctctggaggt

ctcactcagg
gttgcaccag
gcttcttggt
aatagaccct
ctgaccatta
ggtaattctc
gctgecccca
acactggtgt
gatagcagcc
aagracgctg
tacagctgcec

tgttca

81

gcacaggatc
gtcagaccgc
accagcagaa
caggcatcce
gcggcactca
tggaggtgtt
gcgtcactct
gtctcataag
ccgtcaaggc
ccagcagcta

aggtcacaca

cgctagaatc
gaaacceggg
ccctgaacge
tcaggctgaa
grtiggcgge

ctgggctgat
tagaatctet
acccgggeag
tgaacgcttt
ggctgaagac
tggcggeggc
gttcccteec
tgacttctac
tggagtgogag
tctgagectg
tgaagggagc

60
120
180
240
300
324

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
696
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gatatcgagc tgactcagec tccatccgtg agtgtggecc
agctgctccyg gggacaatat cggatcttte tacgtgcact
caggctccag ttctcgttat ctatgataag agtaatcgec
ttcagcggaa gcaacagcgg aaatactgca actctcacaa
gacgaagccg actattactg ccaaagctac gcaaacaccece
ggaaccaagt taaccgtctt gggt

<210> 22

<211> 696

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera (lambda) de 18R5

<400> 22

atggcatggg
atcgagctga
Tgctccgogg
gctecagtte
agcggaagea
gaagccgact
accaagttaa
tcctctgagg
cctggageceg
accaccacac
acacctgagc

accgtggaga

cactgctgct
ctcagectee
acaatatcgg
tcgttatcta
acagcggaaa
attactgcca
ccgtectgag
agctgcaagc
tgacagtggc
cctccaaaca
agtggaagtc
agacagtgoc

gctcactctg
atccgtgagt
atctttctac
tgataagagt
tactgcaact
aagctacgca
tcageccaag
caacaaggcc
ctggaaggca
aagcaacaac
ccacagaagc

ccctacagaa

ctgacacaag
gtggcccctg
gtgcactggt
aatcgcccct
ctcacaattt
aacaccctgt
gcrgecccca
acactggtgt
gatagcagcec
aagtacgctg
tacagctgcec
tgttca

<210> 23

<211> 1455

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteina de fusion FC DEC Fzd7

<400> 23

82

ctggtcagac
ggtatcagca
cctctgggat
tttccggtac
tgtccétcgt

gtactggcte
gtcagacagc
atcagcagaa
ctgggattcc
ccggtactca
ccctegtett
gcgtcactct
gtctcataag
ccgtcaagge
ccagcagcta

aggtcacaca

agcacgcatc
gaagccetggt
tccagagege
tcaggctgag
cttcggaggce

ttgggccgat
acgcatcage
gcctggrcag
agagcgcettc
ggctgaggac
cggaggcgga
gttccctecce
tgacttctac
tggagtggag
tctgagectyg
tgaaqggagc

60
120
180
240
300
324

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
696



ES 2663 536 T3

atgcgggacc ¢Cggegeoge cgeteocgett tegtccctgg gectctgtge cctggtgcty 60
gcgctgotgg gcgcactgtc cgcgggcgec ggggegcagc cgtaccacgg agagaagggce 120
atctccgtge cggaccacgg cttctgccag cccatctcca tcccgetgtg cacggacatc 180
gcctacaacce agaccatcct goccaacctg ctgggocaca cgaaccaaga ggacgeggac 240
ctcgaggtge accagttcta <ccgetggtg aaggtgcagt gttctcccga actccgettt 300
ttcttatget ccatgtatge geccgtygtge accgtgetcg atcaggecat cccgocgtgt 360
cgttctctgt gcgagcgcge ccgccaggge tgcgaggcge tcatgaacaa gttcggetic 420
cagtggcccg agcggctgeg ctgcgagaac ttcceggtge acggtgoegog cgagatctge 480
gtgggccaga acacgtcgga cggcetccggg ggcccaggeg gcggecccac tgectacect 540
accgcgecct acctgecgga cctgecctte accgegetge ccecggggge ctcagatgge 600
agggggcgtc ccgecttece cttctcatge cccegtcage tcaaggtgec cccgtacctg 660
ggctaccget tectgggtga gcgcgattgt ggcgeccccgt gcgaaccggg €cgtgocaac 720
ggcctgatgt actttaagga ggaggagagg cgcttcgece goeetcgggeg cgecgacaaa 780
dctcacacat gcccaccgtg cccagcacct gaactcctgg ggggaccgte agtcttectc 840
ticccoccaa aacccaagga caccctcatg atctccegga cccctgaggt cacatgegeg 900
gtggtggacg tgagccacga agaccctgag gtcaagttca actggtacgt ggacgacgtg 960
gaggtgcata atgccaagac aaagccgcgg gaggagcagt acaacagcac gtaccgtgtg 1020
gtcagcgtce tcaccgtcct gcaccaggac tggctgaatg gcaaggagta caagtgcaag 1080
gtctccaaca aagcccicce ageccccatc gagaaaacca tctccaaagc caaagggcag 1140
ccccgagaac cacaggtgta caccctgccc ccatcccggg atgagctgac caagaaccag 1200
gtcagoctga cctgectggt caaaggctte tatcccageyg acatcgecgt ggagtgggag 1260
agcaatgggc agccggagaa caactacaag accacgcctc ccgtgctgga ctccgacgge 1320
tccticttee t¢tacagcaa getcaccgtg gacaagagca ggtggcagca ggggaacgtc 1380
ttctcatgct ccgtgatgca tgaggctctg cacaaccact acacacagaa gagectctce 1440
ctgtctccgg gtaaa 1455

<210> 24

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de receptor frizzled humano

<400> 24

GIn Asp Glu Glu gsp Ala Gly Leu Glu val His Gln Phe Tyr Igp Pro
1 1

Leu

<210> 25

83
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20

<211>6

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento de receptor frizzled humano

<400> 25

<210> 26

<211> 647
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2663 536 T3

Gly Leu Glu val His GlIn
1 5

<223> Receptor frizzled humano FZD1

<400> 26

Met

1

Ala

Glu

Arg

Pro

65

GIn

GIn

His

Tyr

Ala

ser

Gly

Arg

50

Leu

Gly

Ser

Gly

Asn
130

Glu

Trp

Ser

35

Leu

Leu

Pro

Gly

TYr

115

Gln

Glu

Glu

20

Gly

Ala

Leu

Gly

GIn

100

Cys

Thr

Glu

Leu

Asp

Arg

Gly

Pro

85

GIn

GIn

Ile

Ala

Cys

Ala

GIn

val

70

Gly

TYr

Pro

Met

Pro

Ala

Gly

Leu

55

Arg

GlIn

Asn

Ile

Pro
135

Lys

Gly

Gly

40

Leu

Ala

GIn

Gly

ser

120

Asn

Lys

Ala

25

Arg

Leu

GIn

Pro

Glu

105

Ite

Leu

84

ser

10

Leu

Arg

Leu

Ala

Pro

90

Arg

Pro

Leu

Arg

ser

Arg

Leu

Ala

75

Pro

Gly

Leu

Gly

Ala

Ala

Pro

Trp

60

Gly

Pro

Ile

Ala Gly Gly Gly

Arg

Pro

45

Leu

GIn

Pro

Ser

Thr

125

Thr

Leu
30

val
Leu
Gly
GIn
val
110

Asp

Asn

15

Ala

Asp

Glu

Pro

Gln

95

Pro

Ile

GlIn

Pro

Ala

Gly

80

GIn

Asp

Ala

Glu



AsSp

Cys

cys

Arg

Trp

Glu

ser

Gly

Lys

His

val

305

Thr

Thr

Arg

Tyr

Phe

Ala

ser

Thr

Ala

Pro

210

Leu

Leu

His

Phe

Phe

290

Tyr

Trp

val

Pro

Ile

370

Ala

Gly

Ala

val

Arg

195

Asp

Cys

Leu

Arg

Ser

275

Leu

Gly

Ile

Leu

Ile

355

Ala

Glu

Leu

Glu

Leu

180

Gln

Thr

val

Pro

Gly

260

Cys

Gly

Leu

Gly

Thr

340

Ile

Gly

ASp

Glu

Leu

165

Glu

Gly

Leu

Gly

Glu

245

Gly

Pro

Glu

Met

Ile

325

Tyr

Phe

Phe

Gly

ES 2663 536 T3

val

150

LyS

GIn

Cys

Lys

GIn

230

Phe

Phe

Arg

LyS

Tyr

310

Trp

Leu

Leu

Leu

Ala

His

Phe

Ala

Glu

Cys

215

Asn

Trp

Pro

Ala

Ser

val

Ser

Leu

375

Arg

GIn

Phe

Leu

Ala

200

Glu

Thr

Thr

Gly

Leu

280

Cys

Gly

val

Asp

Thr

85

Phe

Leu

Pro

185

Leu

Lys

Ser

Ser

Gly

Lys

Gly

Pro

Lteu

Met

345

Cys

Asp

val

Tyr

Cys

170

Pro

Met

Phe

Asp

AsSn

250

Ala

val

Ala

Glu

Cys

Arg

Tyr

Arg

Ala

Pro

155

Ser

Cys

Asn

Pro

Lys

235

Pro

Gly

Pro

Pro

Glu

315

Cys

Arg

Thr

val

GlIn

Leu
Met
Arg
Lys
5
Gly
GIn
Ala
Ser
St
Leu
Ala
Phe
Ala
val

380

Gly

val

Tyr

ser

Phe

205

His

Thr

His

S5er

TYyr

285

Glu

Arg

Ser

ser

val

365

Cys

Thr

Lys

Ala

Leu

190

Gly

Gly

Pro

Gly

Glu

270

teu

Pro

Phe

Thr

Tyr

350

Ala

Asn

Lys

val

Pro

175

Cys

Phe

Ala

Thr

Gly

Arg

Asn

Thr

Ser

Leu

33%

Pro

val

Asp

Lys

GIn
160
val
Glu
GIn
Gly
Pro
240
Gly
Gly
Tyr
Lys
Ar

32

Phe
Glu
ala

Lys

Glu



385

Gly

ser

Met

Leu

Leu

465

Leu

val

Leuy

Lys

Thr

545

Phe

Tyt

His

Met

Lys

<210> 27

Cys

Ile

LyS

Ala

450

Gly

AsSn

Tyr

Phe

Leu

530

vai

Arg

Ala

Pro

Thr

610

Thr

Thr

Trp

T'p

Ala

GIn

AsSn

Leu

Arg

515

Glu

Pro

Asp

Ile

Pro

595

Leu

Leu

Trp

val

val

Phe

500

Ile

Lys

Ala

Gln

Pro

580

Met

Ile

Asnh

Leu

405

val

His

Ala

AsSp

Arg

Leu

Thr

Trp

565

Cys

ser

val

Ser

ES 2663 536 T3

390

Phe

Ile

Glu

val

Gly

Thr

Met

Ile

550

Glu

Pro

Pro

Gly

Trp
630

Met

Leu

Ala

Pro

455

AsSp

Leu

Thr

Ile

val

535

val

Arg

His

Asp

Ile

615

Arg

Met

ser

Ile

440

Ala

val

Arg

Ser

Met

520

Arg

Ile

ser

Leu

Phe

600

Thr

Lys

Leu

Leu

425

Glu

Ile

Leu

Gly

Phe

505

Lys

Ile

Ala

Trp

Gln

585

Thr

Ser

Phe

TYr

410

Thr

Ala

Lys

ser

Phe

490

Leu

His

Gly

Cys

val

570

Ala

val

Gly

Tyr

395

Phe

Trp

Asn

Thr

Leu

Asp

val

TYyr

Ala

Gly

Phe

Phe

Thr
635

Phe

Phe

ser

Ile

460

val

Leu

Ala

Gly

Phe

540

Phe

GIn

Gly

Met

Lys GIn Gly Glu Thr Thr val
645

86

Ser

Leu

GIn

445

Thr

cys

Ala

Gly

Thr

525

Ser

Tyr

ser

Gly

Ile

605

Ile

Leu

Met

Ala

430

TYyr

Ile

Phe

Pro

Phe

510

Lys

val

Glu

Cys

Ala

590

Lys

Trp

Thr

Ala

415

Ala

Phe

Leu

val

Leu

495

val

Thr

Leu

Gln

Lys

575

Pro

Tyr

ser

Asn

400

ser

Gly

His

Ala

ser

Glu

Tyr

Ala

560

Ser

Pro

Leu

Gly

ser
640



10

<211>321
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2663 536 T3

<223> Dominio extracelular (DEC) de FZD1

<400> 27

Met

1

Ala

Glu

Arg

Pro

65

GIn

GIn

His

Tyr

Asp

Cys

Cys

Arg

Ala

ser

Gly

Arg

50

Leu

Gly

Ser

Gly

Asn

130

Ala

Ser

Thr

Ala

Glu

Trp

Ser

35

Leu

Leu

Pro

Gly

Tyr

115

GlIn

Gly

Ala

val

Arg

Glu

Glu

20

Gly

Ala

Leu

Gly

GlIn

100

Cys

Thr

Leu

Glu

Leu

180

Gln

Glu

Leu

Asp

Arg

Gly

Pro

85

GIn

Gln

Ile

Glu

Leu

165

Glu

Gly

Ala

Cys

Ala

GIn

val

70

Gly

Tyr

Pro

Met

val

150

Lys

GIn

Cys

Pro

Ala

Gly

Ley

55

Arg

Gln

Asn

Ile

Pro

135

His

Phe

Ala

Gly

Lys

Gly

Gly

40

Leu

Ala

GlIn

Gly

sSer

120

AsSn

GIn

Phe

Leu

Ala

87

Lys

Ala

25

Arg

Leu

Gin

Pro

Glu

105

Ile

Leu

Phe

Leu

Pro

185

Leu

Ser

10

Leu

Arg

Leu

Ala

Pro

90

Arg

Pro

Leu

Tyr

Cys

Pro

Met

Arg

ser

Arg

Leu

Ala

75

Pro

Gly

Leu

Gly

Pro

155

ser

cys

Asn

Ala

Ala

Pro

Trp

60

Gly

Pro

Ile

cys

His

140

Leu

Met

Arg

Lys

Ala

Arg

Pro

45

Leu

Glin

Pro

ser

Thr

125

Thr

val

Tyr

Ser

Phe

Gly

Leu

30

val

Leu

Gly

GIn

val

110

Asp

Asn

Lys

Ala

Leu

190

Gly

Gly

15

Ala

Asp

Glu

Pro

GIn

95

Pro

Ile

GIn

val

Pro

175

Cys

Phe

Gly

Glu

Pro

Ala

Gly

80

GlIn

Asp

Ala

Glu

GIn

160

val

Glu

Gin
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Trp

Glu
225

ser

Gly

Lys

His

val
305

Thr

<210> 28
<211>151
<212> PRT

Pro

210

teu

Leu

His

Phe

Phe

290

Tyr

195

Asp

cys

Leu

Arg

ser

275

Leuw

Gly

The

val

Pro

Gly

260

Cys

Gly

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2663 536 T3

Leu Lys

Gly GIn
230

Glu Phe
245

Gly Phe
Pro Arg

Glu Lys

Met Tyr
310

<223> Dominio Fri de FZD1 humano

<400> 28

1

Gln GIn Pro Pro Pro Pro
5

Asn Gly Glu gsg Gly Ile

Ile Ser gge Pro Leu Cys

Pro Asn Leu Leu Gly His

65

His GIn Phe Tyr Pro %Su

Cys

215

Asn

Trp

Pro

Ala

Pro

ser

Thr

Thr

55

val

200

Glu

Thr

Thr

Gly

Leu

280

Cys

Gly

Gln
val
ASp
40

Asn

Lys

88

Lys Phe

ser Asp

Ser Asn

250

Gly Ala

Lys val

Gly Ala

Pro Glu

Gln GIn
10

Pro Asp
25
Ile Ala

GIn Glu

val GlIn

Pro
Lys
235
Pro
Gly
Pro

Pro

Glu
315

GIn
His
Tyr
ASp

cys
75

val
220
Gly
GIn
Ala
ser
Cys
300

Leu

sSer

Gly

AsSn

Ala

60

Ser

205
His

Thr

His

Ser

Tyr

285

Glu

Arg

Gly
Tyr
Gln
45

Gly

Gly

Pro

Gly

Glu

270

Leu

Pro

Phe

Gln
Cys
30

Thr

Leu

Glu

Ala

Thr

Gly

Arg

Asn

Thr

Ser

Gln
15

GIn
Ile

Glu

Leu

Gly

Pro

240

Gly

Gly

Tyr

Lys

Tyr

Pro

Met

val

Lys
80
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Ser Met Tyr Ala Pro val Cys Thr val Leu Glu
85 90 95

Phe Phe Leu Cys

Pro
100

Ala Leu Pro Cys Arg Ser Leu Cys Glu Arg Ala Arg GIn Gly
105 110

Glu Ala Leu Met Asn Lys Phe Gly Phe Gln Trp Pro ?gg Thr Leu

115 120

Cys Glu Phe Pro val

130

Lys His Gly Ala Gly Glu igg Cys val Gly

135

Asn Thr
145

ser Asp Lys Gly Thr

<210> 29

<211> 1944

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FZD1 humano

<400> 29

atggctgagg
ctttgtgccy
cgcegecgec
ctgctggagg
caggggcecy
cagtacaacg
atcccgetgt
acgaaccagg
tgttccgetg
gagcaggcgc
ctcatgaaca
cacggegecy
tcgetgettc
ggetteccyg
aaggtgcect

gagccgacca

aggaggcgcc
gggcgctctc
cgccagttga
ctcegetget
ggccggggca
gcgagegggg
gcacggacat
aggacgcggg
agctcaagtt
tgccgeecty
agttcggctt
gcgagctgtg
cagagttcty
g9g9g99<cg9<c9g

cctacctcaa

aggtgtatgg

taagaagtcc
ggcceggetg
cccccggega
gctgggggtc
gcaaccgceg
catctcegtc
cgcgtacaac
cctggaggtg
cttectgtge
ccgcteectg
ccagtggcca
cgtgggccag
gaccagcaac
cgcgreggag
ctaccactte

gctecatgtac

cgggccegecg
gc<ggaggagg
ttggegegec
cgggcccagg
ccgecgecte
ccggaccacg
cagaccatca
caccagttct
tccatgtacyg
tgcgagegey
gacacgctca
aacacgtccg
cctcageacy
cgaggcaagt
ctgggggaga
ttcgggcccg

89

gcggtggege
gcagcgggga
agctgctget
€ggcgggacca
agcagcaaca
gctattgeca
tgcccaacct
accctctagt
cgceccgtgtg
cgcgccaggg
agtgtgagaa
acaagggcac
gcggeggagg
tctectgece
aggactgegg
aggagctgcg

gagctrgggaa
cgccggtggc
gctgcetttygy
ggggccaggc
gagcgggcag
gceeatetec
gctgggocac
gaaagtgcag
caccgtgcta
ctgcgaggcy
gttcceggtg
cccgacgece
gcaccgtggce
gcgcgeectc
cgcaccrtot
crtetegegc

Gln

Cys

Lys

GIn

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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acctggattg gecatttggtc agtgetgtge tgcgectcca cgctcttcac ggtgetrtacg 1020
tacctggtgg acatgcggeg cttcagctac <cggagegge ccatcatctt ctrgtccoggo 1080
tgttacacgg €cgtggccgt ggoctacatec gccggeticc tcctggaaga ccgagtggtg 1140
tgtaatgaca agttcgccga ggacggggca cgcactgtgg cgcagggcac caagaaggag 1200
ggctgcacca toctcttcat gatgctctac ttcttcagca tggccagetc catctggtgg 1260
gtgatcctgt cgctcacctg gttcctggcg getggcatga agtggggceca cgaggecatc 1320
gaagccaact cacagtattt tcacctggece gcctgggoetg tgccggccat caagaccatc 1380
accatcctgg cgctgggcca ggtggacggc gatgtgctga gcggagtgtg cttcgtgggg 1440
cttaacaacg tggacgcgct gcgtggcttc gtgcotggege cocrettcgt gtacctgttt 1500
atcggcacgt cctitctget ggocggettt gtgtcgotet tecgcatccg caccatcatg 1560
aagcacgatg gcaccaagac cgagaagctg gagaagctca tggrgcgcat tggegtcttc 1620
agcgtgcetgt acactgtgec agccaccatc gtcatcgect getacttcta cgagcaggee 1680
ttccgggace agtgggaacg cagctggytg gcccagagct gcaagagcta cgctatcccce 1740
TgCCccrcace tccaggeggg €ggaggegce cocgocgcace cgcccatgag cccggactte 1800
acggtcttca tgattaagta ccttatgacg ctgatcgtgg gcatcacgtc gggcttctgs 1860
atctggtccg gcaagaccclt caactcctygg aggaagttct acacgaggct caccaacagc 1920
aaacaagggg agactacagt ctga 1944

<210> 30

<211> 565

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FZD2 humano

<400> 30

Met Arg Pro Arg Ser Ala Leu Pro Arg Lgu Leu Leu Pro Leu Leu Leu
5 1

1

Phe

Leu Pro Ala Ala Gly Pro Ala Gln
20 25

His Gly Glu Lys ggy Ile ser

Ile Pro ;gp His Gly Phe Cys EAn Pro Ile Ser Ile Zgo Leu Cys Thr

Thir Ile Met

Asp Ile Ala Tyr Asn Gln
50 55

Pro Asn Egu Leu Gly His Thr

val His ?;n Phe Tyr Pro Leu val

Asn GIn Glu Asp Ala Gly Leu Glu
65 70 80

90



Lys

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

Gly

Ala

Ser

Cys

225

Thr

Ala

Phe

Met

val

305

Gly

val
Pro
Cys
Phe
130
Ala
Ala
Gly
Thr
Tyr
210
Glu
Arg
ser
Arg
val
290

Cys

Thr

GIn

val

Glu

115

GIn

Glu

Leu

Thr

Leu

195

Leu

Pro

Phe

Thr

TYr

275

ser

Asn

Lys

Cys

Cys

Arg

Trp

GIn

Leu

Pro

180

Glu

ser

Ala

Ala

Phe

260

Pro

val

Glu

Lys

ser
85

Thr
Ala
Pro
Ile
Thr
165
Gly
His
Tyr
Arg
A

245
Phe
Glu
Ala

Arg

Glu

ES 2663 536 T3

Pro

val

Arg

Glu

Cys

150

Thr

Gly

Pro

LYS

Pro
230

g Leu

Thr

Arg

Tyr

Phe

310

Gly

Glu

Leu

Gln

Arg

135

val

Ala

Pro

Phe

Phe

215

Asp

Trp

val

Pro

Ile

295

ser

Cys

Leu

Glu

Leu

Gly

Pro

Gly

His

200

feu

Gly

Ile

Thr

Ile

280

Ala

Glu

Thr

91

Arg

Gln

105

Cys

Arg

GIn

Pro

Cys

Gly

Ser

Leu

Thr

265

Ile

Gly

Asp

Ile

Phe

90

Ala

Glu

Cys

Asn

Pro

170

Gly

Pro

Glu

Met

Thr

250

Tyr

Phe

Phe

Gly

Leu

Phe

Ile

Ala

Glu

His

155

Gly

Gly

Arg

Arg

Phe

235

Trp

Let

Leu

val

TYIr

315

Phe

Leu

Pro

Leu

His

140

Ser

Leu

Ala

val

ASp

Phe

ser

val

Ser

Leu

300

Arg

Met

Cys

Pro

Met

125

Phe

Glu

GiIn

Pro

Leu

205

Cys

ser

val

Asp

Gly

Glin

Thr

Met

ser

Cys

110

AsSn

Pro

Asp

Pro

Pro

190

Lys

Ala

Gin

Leu

Met

270

Cys

Glu

val

Leu

Met
95

Arg
Lys

Arg

Gly

Arg

val

Ala

Glu

Tyr

Arg

val

Tyr

Tyr

Ser

Phe

His

Ala

160

Ala

TYyr

Pro

Pro

Glu

240

Cys

Arg

Thr

val

GlIn

320

Phe



Phe

Phe

ser

Ile

val

Leu

Ala

Gly

Phe

465

Phe

GlIn

Arg

Leu

Leu

545

Gly

<210> 31
<211> 250
<212> PRT

ser

teu

GlIn

370

The

Cys

Ala

Gly

Thr

450

ser

Tyr

His

Met

Ile

530

His

Glu

Met

Ala

355

Tyr

Ile

Phe

Pro

Phe

435

Lys

val

Glu

Cys

ser

515

val

Ser

Thr

Ala

340

Ala

Phe

Leu

val

Leu

420

val

Thr

Leu

GIn

Lys

500

Pro

Gly

Trp

Thr

<213> Secuencia artificial

325

ser

Gly

His

Ala

Ser

Glu

Tyr

Ala

485

ser

ASp

Ile

Arg

val
565
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ser

Met

Leu

Met

390

Leu

val

Leu

Lys

Thr

470

Phe

Leu

Phe

Thr

Lys
550

Ile

Lys

Ala

375

Gly

Asn

Tyr

Phe

Leu

455

val

Arg

Ala

Thr

sSer

535

Phe

Trp Trp
345

Trp Gly
360

Ala Trp

Gln Ile

Ser Leu

Leu Phe

425

Arg Ile
440

Glu Arg

Pro Ala

Glu His

Ite Pro

505

val Tyr
520
Gly Phe

Tyr Thr

92

330

val

His

Ala

AsSp

ASp

410

Ile

Arg

Leu

Thr

Cys

Met

Trp

Arg

Ile

Glu

val

Gly
Thr
Met
Ile
475
Glu
Pro
Ile

Ile

Leu
555

Leu

Ala

Pro

380

Asp

Leu

Thr

Ile

val

460

val

Arg

Ala

Lys

ser
Ile
365
Ala
Leu
Arg
5er
Met
445
Arg
Ile
sSer
His
TYr
525

Ser

Asn

Leu

350

Glu

val

Leu

Gly

Phe

430

Lys

Ile

Ala

Trp

TYr

510

Leu

Gly

ser

335

Thr

Ala

Lys

ser

Phe

415

Leu

His

Gly

Cys

vai

495

Thr

Met

Lys

Arg

Trp

AsSn

Thr

Gly-

val

Leu

Asp

val

Tyr

480

ser

Pro

Thr

Thr

His
560



<220>

<223> Dominio extracelular (DEC) de FZD2

<400> 31

Met

1

Leu

Ile

AsSpD

Asn

65

Lys

Ala

Ile

Gly

Gly

Ala

ser

Arg

Pro

Pro

Ile

50

Gin

val

Pro

cys

Phe

130

Ala

Ala

Gly

Thr

Tyr

Pro

Ala

ASD

35

Ala

Glu

Gln

val

Glu

115

Gln

Glu

Leu

Thr

Leu

195

Leu

Arg
Ala
20

His
TYr
Asp
Ccys
Cys
100
Arg
Trp
GIn
Leu
Pro
180

Glu

sSer

Ser

Gly

Gly

ASn

Ala

Ser

85

Thr

Ala

Pro

Ile

Thr

165

Gly

His

Tyr

ES 2663 536 T3

Ala

Pro

Phe

Gln

Gly

70

Pro

val

Arg

Glu

Cys

150

Thr

Gly

Pro

Lys

Leu

Ala

Cys

Thr

55

Leu

Glu

Leu

GIn

Ala

Pro

Phe

Phe

Pro

Gln

GIn

40

Ile

Glu

Leu

Glu

Gly

Leu

Gly

Pro

Gly

His

200

Leu

93

Arg

Phe

25

Pro

Met

val

Arg

Gln

105

Cys

Arg

GIn

Pro

cys

Gly

Leu

10

His

Ile

Pro

His

Phe

90

Ala

Glu

cys

Asn

Pro

170

Gly

Pro

Glu

Leu

Gly

Ser

Asn

GIn

75

Phe

Ile

Ala

Glu

His

155

Gly

Gly

Arg

Arg

Leu

Glu

Ile

Leu

60

Phe

Leu

Pro

Leu

His

140

ser

Leu

Ala

val

Asp

Pro

Lys

Pro

45

Leu

Tyr

cys

Pro

Met

125

Phe

Glu

Gln

Pro

Leu

205

Cys

Leu

Gly

30

Leu

Gly

Pro

ser

Cys

110

Asn

Pro

Asp

Pro

Pro

190

Lys

Ala

Leu

15

Ile

Cys

His

Leu

Met

93

Arg

LysS

Arg

Gly

Gly

Arg

val

Ala

Leu

Ser

Thr

Thr

val

80

Tyr

ser

Phe

His

Ala

160

Ala

Tyr

Pro

Pro



10

15

20

210

225

Thr Arg Phe Ala gzg Leu Trp Ile Leu Thr

<210> 32
<211>136
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2663 536 T3

215

<223> Dominio Fri de FZD1 humano

<400> 32

GIn Phe
1

Gln Pro

Ile Met

Glu val
50

Leu Arg
65

Glu G1n

Gly Cys

Leu Arg

Gly Gin
130

<210> 33
<211> 1698
<212> ADN

His

Ile

Pro

35

His

Phe

Ala

Glu

Cys

115

Asn

Gly

Ser

20

AsSn

GIn

Phe

Ile

Ala

100

Glu

His

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> FZD2 humano

<400> 33

Glu
5
Ile
Leu
Phe
Leu
Pro
85
Leu
His

Ser

Lys Gly

Pro Leu

Leu Gly

Tyr Pro

55
Cys Ser
70
Pro Cys
Met Asn

Phe Pro

Glu Asp

Ile

Cys

His

40

Leu

Met

Arg

Lys

Ser

Thr

25

Thr

val

Tyr

ser

Phe

105

His

94

Cys Glu Pro Ala Arg 558 Asp Gly Ser Met ;

250

Ile
10

Asp
Asn
Lys
Ala
Ile
90

Gly

Gly

Pro

Iie

GIn

val

Pro

75

Cys

Phe

Ala

220

Asp

Ala

Glu

Gln

60

val

Glu

GIn

Glu

His

Tyr

Asp

45

Cys

Cys

Arg

Trp

GlIn
125

Gly

Asn

30

Ala

Ser

Thr

Ala

Pro

110

Ile

2? Phe ser GIn Glu Glu

Phe

15

Gin

Gly

Pro

val

Arg

95

Glu

Cys

240

cys

Thr

Leu

Glu

Leu

80

GIn

Arg

val
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atgeggeeec
gggceggece
cccatctcca
ctgggccaca
aaggtgcagt
accgtgetgg
tgcgaagecc
ttcecegegee
cccgegetac
ggrggcccgg
tgccegegeg
tgtgctgege
acgcgtttcy
ttcactgica
atttttcrgt
caggagcgcg
ggcaccaaga
agctecatct
ggccacgagy
gccgtcaaga
gtgtgcrtcy
ttegtgtace
atccgcacca
cgcatcggeg
ttctacgagce
agcctggeca
tacatgatca
tcgggcaaga
ggtgagacca

<210> 34

<211> 666
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FZD3 humano

<400> 34

gcagcgeect
agttccacgy
fcccgetgty
cgaaccagga
gctcgeccga
aacaggccat
tcatgaacaa
acggcgecga
tcaccacege
gcggcggcgg
tectcaaggt
cctgcgaace
cgcgcctcty
ccacgtactt
cgggctgcta
tggtgtgcaa
aggagggctg
ggtgggtcat
ccatcgaggc
ccatcaccat
taggcctcaa
tgttcatcgg
tcatgaagca
Tcttctccgt
aggccttccy
teecgtgecc
aatacctcat
cgctgcactc

ccgtgtga

ES 2663 536 T3

gceceegoectg
ggagaagggc
cacggacatc
ggacgcagge
actgegettc
ccegeegtge
gttcggtttt
gcagatctgc
gcegecgecy
cgctcecccy
gccatcctat
tgcgcggecc
gatcctcacc
ggtagacatg
caccatggtg
cgagcgcette
caccatcctc
cctgtcgete
caactctcag
cctggecatg
cagcctggac
cacgtccttc
cgacggcacc
gctctacaca
cgagcactgg
ggcgeactac

gacgctcatc

gtggaggaag

ctgctgeegce
atctccatcc
gcctacaacc
ctagaggtgc
ttectgtoct
cgctctatct
cagtggceceg
gtcggccaga
ggactgcage
cgcracgeca
ctcagctaca
gatggttcca
tggtcggtgc
cagcgcettec
tcggtggect
tecgaggacy
ttcatgatgc
acctggttce
tacttccacc
ggccagatcg
ccgctgegyg
ctcctggecg
aagaccgaaa
gtgccegeca
gagcgctcgt
acgccgegea
gtgggcatca

ttctacactc

95

tgctgctgct
cggaccacgyg
agaccatcat
accagttcta
ccatgtacgc
gtgagcgcgce
agcegectgeg
accactccga
€gggtgccgy
cgctggagca
agtttctggg
tgttcttcte
tgtgctgegc

gctacccaga

acatcgcggg.

gttaccgeac
tctacttett
tggcageegy
1ggccgectg
acggcgacct
gcttcgtgct
gcttegtgte
agctggageg
ccatcgtcat
gggtgagcea
tgtcgcccga
cgtcgggctt

gcctcaccaa

gccegecgec
cttctgccag
gcccaacctt
tccgctggtg
acccgtgtge
gcgecaggge
ctgcgageac
ggacggagct
gggcaccccyg
ccectrtecac
cgagcgtgat
acaggaggag
ttccaccttc
gcggcctate
cttegtgete
ggtggtgcag
cagcatggcc
catgaagtgg
ggccgrgecg
gctgagegge
agcgecgetc
gctettecgce
gctcatggtg
cgcttgctac
gcactgcaag
cttcacggtc
ctggatctgg

cagccgacac

60
120
180
240
360
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1449
1500
1560
1620
1680
1698



Met

Met

Leu

Leu

Phe

65

Leu

Leu

Leu

Arg

Leu

145

TYr

Tyr

Tyr

Ile

Ala

Gly

Arg

Leu

50

His

Cys

Pro

Met

Phe

130

Ala

Gly

Ser

Phe

ser
210

Met

His

Met

35

Asn

Pro

Ala

Cys

Glu

115

Pro

Gly

rPhe

Phe

Thr

Ite

20

Cys

His

Met

Leu

Arg

100

Met

Asp

Glu

Trp

Leu

180

Arg

Ile

Trp

Gly

Gln

Tyr

val

Tyr

85

Arg

Phe

Cys

Pro

Cys

His

Glu

Cys

ES 2663 536 T3

Ile

Gly

Asp

Asp

Asn

70

Ala

Leu

Gly

Asp

Thr

150

Pro

val

Glu

Leu

val

His

Leu

Pro

Cys

val

Glu

135

Glu

Arg

Arg

Leu

ser
215

Phe

ser

Pro

40

Gln

Asp

Ile

GIn

Pro

120

Pro

Gly

Glu

AsSp

Ser

200

Ala

96

ser

Leu

25

TYr

Thr

Cys

Cys

Trp

Tyr

Ala

Leu

Cys

185

fhe

Thr

Leu

10

Phe

Asn

Ala

sSer

Met

20

Ala

Pro

Pro

Pro

Lys

170

Ser

Ala

Leu

Trp

Ser

Thr

Ala

Arg

75

Glu

TYr

Glu

Arg

val

155

Ile

Pro

Arg

Phe

Pro

Cys

Thr

Leu

60

ASp

Tyr

Ser

Asp

Leu

140

Ala

AsSp

Pro

Tyr

Thr
220

Leu Thr val

Glu

Phe

45

Ala

Phe

Gly

Glu

Met

125

val

val

Pro

Cys

Phe

205

Phe

Pro

30

Met

Met

Arg

Arg

Cys

110

Glu

Asp

Gln

Asp

Pro

190

Ile

Leu

15

Iie

Pro

Glu

Pro

val

95

Ser

Cys

Leu

Arg

Leu

175

Asn

Gly

Thr

Phe

Thr

Asn

Pro

Phe

80

Thr

Lys

Ser

Asn

ASp

160

Gly

Met

Leu

Phe



Leu

225

Tyr

Leu

Lys

Leu

val

305

ser

Gly

Glu

Asp

val

385

Arg

Phe

Leu

Trp

Cys

Ile

Ala

Leu

Ala

Phe

290

Ile

Glu

Ile

Gly

Ala

370

Gly

Ile

Met

val

Glu

450

Pro

Asp

val

Glu

Ser

275

Met

Leu

Ala

Pro

AsSp

355

Leu

val

Glu

Ile

val

435

Thr

Tyr

val

Cys

Ile

Thre

Ile

Arg

ser

Ile

Arg

420

Ile

Thr

Gln

Thr

Tyr

245

Arg

val

Leu

Ile

Glu

325

Thr

Ile

TYyr

Leu

Pro

405

Ile

Gly

Trp

val
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Ar

230
Met
val
Thr
Tyr
Thr
310
Lys
Leu
ser
Phe
Leu
390
Leu
Gly
Ccys

Ile

Thr

Phe

Met

Ala

Gln

Phe

295

Trp

Lys

Thr

Gly

val

375

Leu

Glu

val

Tyr

GIn

455

GIn

Arg

val

Cys

Phe

Ala

Ile

val

360

Leu

Ala

Lys

Phe

Phe

440

Glu

Met

97

TYr

ser

Asn

265

sSer

Thr

Leu

Leu

Ile

345

Cys

Ala

Gly

Glu

Ser

425

Tyr

Arg

ser

Pro

Leu

250

Ala

His

Met

Ala

Leu

330

Leu

Phe

Pro

Ile

ASn

410

Ile

Glu

Cys

Arg

Glu

235

Ile

Ser

Asn

Ala

Ala

315

Phe

Leu

val

Leu

Ile

395

Gln

Leu

GIn

Arg

Pro

Arg

Phe

Ile

Lys

Gly

300

val

His

Ala

Gly

Cys

380

Ser

Asp

Tyr

Ala Ty

Glu
460

Asp

Pro

Phe

Fro

Ala

285

ser

Pro

Ala

Met

Leu

365

Leu

Leu

Lys

Leu

445

Tyr

Leu

Ile

Ile

Ala

270

Cys

val

Lys

Ser

Asn

350

Tyr

Tyr

Asn

Leu

val

430

Arg

His

Ile

Thr

Trp

Trp

Ala

335

Lys

ASp

val

Arg

val

415

Pro

Gly

Ile

Leu

Phe

240

Phe

Tyr

Met

Trp

Gly

Trp

Ile

val

val

val

400

LyS

Leu

Ile

Pro

Phe
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465

Leu

Trp

Gly

Glu

Ile

545

Ser

Ser

Arg

Leu

Ser

625

Leu

Arg

<210> 35
<211> 204
<212> PRT

Met

val

Arg

Pro

Lys
Gly
Arg
515

Asp

530

Arg

Ser

Ile

ASp

Pro

610

ser

ser

val

Lys

Thr

His

His

Asn

Ile

Tyr

ser

500

Lys

Phe

ser

GIn

Ser

580

Arg

Gly

Arg

Asn

Glu
660

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

485

Lys

Lys

Ala

Arg

Leu

565

Lys

Tyr

Ser

Leu

Pro

645

Glu

ES 2663 536 T3

470

Met

Lys

Glu

Glh

val

Thr

Met

AsSn

630

Met

Asp

Ala

Thr

Ile

ser

535

Thr

Met

ser

Pro

ser

615

Glu

Thr

Gly

<223> Dominio extracelular (DEC) de FZD3

<400> 35

Leu

Cys

val

520

Leu

ser

val

ser

Cys

600

Arg

GlIn

His

Thr

Ile

Phe

505

AsSn

Leu

Thr

Asp

5
L |

Leu

ser

Ile

Ser
665

val

490

Glu

Glu

Arg

Gln

TYr

Thr

Arg

Thr

650

Ala

475

Gly

Trp

ser

Asp

Gly

GIn

Gly

Arg

Asp

His

635

His

Ile

ala

Arg

Pro

540

Thr

Arg

Ser

Gly

His

620

Ser

Gly

Pro

ser

GlIn

525

Asn

ser

Ser

Leu

Met

605

ser

Ser

Thr

ser

Phe

510

val

Thr

Thr

LysS

His

590

Glu

Arg

Ile

ser

val

495

Phe

Leu

Pro

His

Ala

575

Arg

Glu

His

Arg

Met
655

480

Phe

His

Gin

Ile

Ala

560

Gly

Ser

Arg

Ser

Met Ala Met Thr Trp Ile val Phe Ser Leu Trp Pro Leu Thr val Phe
1

5

98

10

15



ES 2663 536 T3

Met Gly His Ile Gly Gly His Ser Leu Phe Ser Cys Glu Pro Ile Thr
20 25 30

Leu Arg ggt Cys Gln Asp Leu Pro Tyr Asn Thr Thr Phe Met Pro Asn
40 45

Leu Egu Asn His Tyr Asp ggn GIn Thr Ala Ala Leu Ala Met Glu Pro
60

Phe His Pro Met val Ash Leu Asp Cys Ser Arg Asp Phe Arg Pro Phe
65 70 75 80

Leu Cys Ala Leu Tyr Ala Pro Ile Cys Met Glu Tyr Gly Arg val Thr
85 90 95

Lteu Pro Cys Arg Arg Leu Cys GIn Arg Ala Tyr Ser Glu Cys Ser Lys
100 105 110 ‘

Leu Met Glu Met Phe Gly val Pro Trp Pro Glu Asp Met Glu Cys Ser
115 120 125

Arg Phe Pro Asp Cys Asp Glu Pro Tyr Pro Arg Leu val Asp Leu Asn
130 135 140

Leu Ala Gly Glu Pro Thr Glu Gly Ala pPro val Ala val GIn Arg Asp
145 150 155 160

Tyr Gly Phe Trp Cys Pro Arg Glu Leu Lys Ile Asp Pro Asp Leu Gly
165 170 175

Tyr Ser Phe Leu His val Arg Asp Cys Ser Pro Pro Cys Pro Asn Met
180 185 190

Tyr Phe Arg Arg Glu Glu Leu Ser Phe Ala Arg Tyr
195 200

<210> 36

<211> 126

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio Fri FZD3 humano
<400> 36

Gly His Ile Gly §1y His Ser Leu Phe igr Cys Glu Pro Ile Thr Leu
1

99
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ES 2663 536 T3

Asn Thr

25

GIn
20

Arg Met Cys AsSp Leu Pro Tyr

Thr Ala Ala

40

His GIn GIn

35

Leu Asn Tyr Asp

Pro Met val Asn Let Asp ser

50 5%

His cys Arg

Ala Pro Ile Met Glu

70

Cys Ala Leu

65

Tyr Cys

Leu Gln Ala

85

Pro Cys Arg Arg Cys Arg Tyr

20

Phe val Glu

100

Pro
105

Met Glu Met Gly Pro Trp

Phe Pro Cys Asp Glu Pro Tyr Pro

Ar
120 /

<210> 37

<211> 2001

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FZD3 humano

<400> 37

atggctatga
ggtgggcaca
tataatacta
gcaatggage
ctrtgtgeac
aggcrgtgtc
tggcctgaag
gtggatctga
tatggretee
catgtgcgtg
tttgctcget
tttttaactt

tatgcagtct

cttggattgt
gtttgttttc
cettcatgec
cattccacce
tctacgcetee
agcgggctta
atatggaatg
atttagctgg
ggrgtccccy
attgttcacc
atttcatagg
ttttgattga
gctacatgat

ctictctctt
ttgtgaacct
taatcttctg
tatggtgaat
tatttgtatg
cagtgagtgt
cagtaggrrc
agaaccaact
agagttaaaa
tccttgtcca
attgatttca
tgtcacaaga

ggtatcctta

tggcccttga
attaccttga
aatcattatg
ctggattgtt
gaatatggac
tcgaagctca
ccagattgtg
gaaggagccc
attgatcctyg
aatatgtact
atcatttgcc
ttccgttate

attttcttca

100

Thr Phe

Ala

Leu

Phe
60

Asp

Tyr Gly

75

Ser Glu

Asp Met

Leu val

ctgtgttcat
ggatgtgcca
accaacagac
ctcgggattt
gtgtcacact
tggagatgtt
atgagccata
cagtggcagt
atctgggtta
tcagaagaga
tetcggccac
ctgaaaggce
ttggatttrt

Met

Met

45

Arg

Arg

Cys

Glu Cys

Pro Asn

30

Glu Pro

Pro Phe

val Thr

Ser

110

Leu

ggggcatata
agatttgcct
agcagcetttyg
ccggectttt
tccctgtegt
tggtattcct
tcctegactt
gcagagagac
ttctttictg
agaactgtca
attgtttact
tattatattt

gcttgaagat

Leu

Phe

Leu

Leu

80

Leu

Arg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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cgagtagect
tctcataata
agtgtatggt
agtgaagcta
actctaacca
tgttttgttg
ctgtatgtgg
cgaattgaga
atcggrottt
tatgagcaag
tatcacattc
ctgatgaaat
aaaaagacat
aatgagagcc
aatactccta
tcttcaacte
aaagtrgagca
agttacagag
tccaggcata
ctcagtaata

gaagatggaa

gcaatgcatc
aagcctgtac
gggtaattct
ttgagaagaa

tcatcctttt

gcctctacga

tagttggggt
ttccattaga

tcagcattct
cttaccgggy
catgtccata
acctgatggc
gctttgaatyg
gacaggtact
tcataagaaa
agctggctat
gctaccacgg
gaatggagga
gtagttctca
atcccatgac

ccagtgctta

<210> 38

<211> 540

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FZD4 humano

<400> 38

1

ES 2663 536 T3

catccctgca
catgctittt
taccatcaca
agcattgcetg
agcgatgaat
tgttgatgca
ttctctecte
aaaggagaac
ttatctcgta
catctgggaa
tcaggttact
tctcatagtt
ggccagtttt
ccaggaacct
gtcaagggga
ggtggatgat
cagcctccac
gagactacct
tcggctcaat
tcatatcaca

a

caatataagg
atgatactct
tggtttttag
tttcacgceca
aaaattgaag
ttgagatatt
ttagctggca
caagataaat
ccactcttgg
acaacgtgga
caaatgagtc
ggcattccect
tttcatggtc
gattttgcte
acttccactc
caaagaagca
agatcacgtg
catggcagca
gaacagtcac

catggcacca

10

cttccacagt
atttttttac
cagctgtgec
gtgcatggqgy
gtgacaatat
ttgttcttge
ttatatccct
tagtgaagtt
ttgtaattgg
tacaagaacg
gtccagactt
ctgtattttg
gtaggaaaaa
agtctctect
aaggaacatc
aagcaggaag
atggcaggta
tgtcacgact
gacatagcag

gcatgaatcg

gacacaagga
tatggctggc
aaagtggggt
carccccgga
tagtgocgtg
tcccetetyge
aaacagagtt
tatgatccygg
atgctacttt
ctgcagagaa
gattctctrt
ggttggaagc
agagatagtg
gagggatcca
cacccatgct
catccacagc
cacgececetge
aacagatcac
catcagagat

ggttattgaa

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2001

Met Leu Ala Met §1a Trp Arg Gly Ala Gly Pro Ser val Pro g}y Ala

Pro Gly Gly val Gly Leu Ser Leu g}y Leu Leu Leu Gln Leu Leu Leu
20

Leu teu Gly Pro Ala Arg Gly Phe Gly Asp Glu Glu Glu Arg Arg Cys

101



Leu

Ile

Arg

Ser

145

Cys

Pro

Gln

Tyr

Pro

Ile

Pro

50

Met

Leu

Gln

Asnh

Met

Ile

Tyr

Leu

Ile

val

35

Ile
Pro
Thr
Phe
Ile
115
Cys
Asn
é'lu
GIn
Ile
195
Ala
Ala
Thr

Ile

Arg

Arg

Asn

Thr

Phe

100

Pro

Glu

Cys

Gly

Pro

180

Trp

Gly

val

Phe

Phe

260

Leu

Ile

Leu

Phe

85

Leu

Ile

Pro

Ser

Pro

165

Gly

val

Leu

Trp

Leu

245

Leu

Thr

ES 2663 536 T3

Ser

val

70

Thr

Cys

Gly

val

Lys

Gly

Glu

Lys

Tyr

Ala

230

Ile

Ser

val

Met

55

Gly

Pro

Ser

Pro

Leu

135

Phe

Asp

Glu

Arg

Ser

215

Ser

Asp

Met

Gly

40

Cys
His
Leu
val
Cys
Lys
Pro
Glu
Cys
ser
200
Arg
Leu

Ser

Cys

Ar
28

102

GIn

Glu

Ile

TYrFR

Gly

Glu

Pro

Glu

His

185

Leu

ser

Cys

ser

Tyr

Glu

Asn

Leu

GIn

90

val

Gly

Phe

Gln

Leu

Gln

75

Tyr

Pro

Met

Gly

Asn

155

val

170

Ser

ASn

Ala

Phe

Ar

25

Asn

Arg

Pro

val

Cys

Lys

Phe

Ile

Ile

Gly

60

Thr

Gly

Met

Cys

Phe

140

Asp

Leu

Gly

val

Glu

220

ser

ser

Tyr

Ser

45

Tyr

Asp

Cys

Cys

Leu

125

Ala

His

Pro

Thr

Leu

205

Phe

Thr

Tyr

Ser

Cys
285

Asn

Ala

Ser

Thr

110

ser

Trp

Asn

His

AsSh

190

LyS

Thr

Ala

Pro

Ile

270

AsSp

val

Glu

ser

95

Glu

val

Pro

His

Cys

Asp

Phe

Glu

255

Ala

Phe

Thr

Leu

80

GIn

Lys

Lys

Glu

Met

160

Thr

ASp

Gly

Ite

Thr

240

Arg

Tyr

Glu



Glu
Cys
305
Ile
Lys
Ala
Arg
Gin
385
Tyr
Phe
teu
val
Trp
Met
Trp

Arg

Trp

<210> 39
<211> 224
<212> PRT

Ala

290

Ala

Trp

Trp

Ala

Leu

370

Asn

Leu

LysS

Glu

Pro

450

Ala

Leu

Ile

Leu

val
530

Ala
Ile
Trp
Gly
Trp
val
Leu
val
Ile
Arg
435
Ala
Leu
Lys
Trp
val

51%

Lys

Glu

Ile

val

His

340

Ala

ASp

Asp

Ile

Thr

Phe

Ile

ser

500

Asn

Pro

<213> Secuencia artificial

Pro

Phe

Ile

325

Glu

Ile

Ala

Ala

Met

Cys

Arg

Phe

485

Ala

Ser

Gly

ES 2663 536 T3

val

Leu

310

Leu

Ala

Pro

Asp

Leu

390

Thr

Asn

val

val

Tyr

470

Met

Lys

Gly

Lys

Leu

295

Leu

Thr

Ile

Ala

Glu

375

Thr

Leu

Leu

Lys

Ile

455

Ser

ser

Thr

Lys

Gly

Ile

Met

Leu

Glu

val

360

Leu

Gly

Phe

Gln

Ile

440

Ala

Ala

Leu

Leu

val

520

ser

Gln

Tyr

Thr

Met

345

Lys

Thr

Phe

Ile

Lys

425

Gly

Cys

Asp

Leu

His

505

Lys

Glu

103

Glu

Phe

Thr

Gly

val

Ala

410

Asp

val

Tyr

ASp

val

490

Thr

Arg

Thr

Gly

Phe

315

Phe

Ser

Ile

teu

val

395

Ala

Gly

Phe

Phe

Ser

475

Gly

Trp

Glu

val

Leu

300

Gly
Leu
ser
val
Cys
380
Ala
Gly

Thr

Ser

AsSn
Ile
GIn
Lys

val
540

LYS Asn
Met Ala
Ala ala

Tyr Phe
350

Ile Leu
365

Tyr val
Pro Leu
Leu val
Lys Thr

430

val Leu
445

Glu Ile
Met Ala
Thr Ser
Bt

528 VY

Thr

ser

Gly

His

Ile

Gly

Phe

Ala

415

Asp

Tyr

ser

val

Asn

Gly

Ser

320

Leu

Ile

Met

Asn

Thr

400

Leu

Lys

Thr

Ash

Glu

480

Met

Asn

Gly
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<220>

ES 2663 536 T3

<223> Dominio extracelular (DEC) de FZD4

<400> 39

Met

1

Pro

Leu

Asp

Lys

GIn

Leu

Ile

Arg

Ser

145

Cys

Pro

Gln

Leu

Gly

lLeu

Pro

50

Met

Leu

GIn

Asn

Met

Ile

TYr

Ala

Gly

Gly

35

ITe

Pro

Thr

Phe

Ile

115

Cys

Asn

Glu

Glin

Ile
195

Met

val

20

Pro

Arg

Asn

Thr

Phe

100

Pro

Glu

Cys

Gly

Pro

180

Trp

Ala

Gly

Ala

Ile

Leu

Phe

85

Leu

Ile

Pro

ser

Pro

165

Gly

val

Trp Arg

Leuw

Arg

Ser

val

70

Thr

Cys

Gly

val

Glu

LyS

Ser

Gly

Met

55

Gly

Pro

ser

Pro

Leu

135

Phe

Asp

Glu

Arg

Gly

Leu

Phe

40

Cys

His

Leu

val

Cys

120

Lys

Pro

Glu

Cys

ser
200

Ala Gly Pro

Gly

25

Gly

GIn

Glu

Ile

Tyr

105

Gly

Glu

Pro

Glu

His

185

Leu

10

Leu

Asp

Ash

Leuw

GlIn

90

val

Gly

Phe

GIn

val

170

ser

AsSnh

Leu

Glu

Leu

Gln

75

Tyr

Pro

Met

Gly

ASn

155

Pro

val

Cys

ser

Leu

Glu

Gly

60

Thr

Gly

Met

Cys

Phe

140

ASp

Leu

Gly

val

val

GIn

Glu

45

Tyr

Asp

Cys

Cys

Leu

125

Ala

His

Pro

Thr

Leu
205

Pro

Leu

30

Arg

Asn

Ala

Ser

Thr

110

Ser

Trp

Asn

His

Asn

190

Lys

Gly

15

Leu

Arg

val

Glu

Ser

95

Glu

val

Pro

His

Lys

ser

Cys

Ala

Leu

Cys

Thr

Leu

80

GIn

LyS

LyS

Met
160
Thr

AsSp

Gly

Tyr Asp Ala Gly Leu Tyr Ser Arg Ser Ala Lys'ggg Phe Thr Asp Ile

<210> 40
<211>131
<212> PRT

210

<213> Secuencia artificial

215

104
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15

<220>

<223> Dominio Fri de FZD4 humano

<400> 40

Phe

1

Cys

His

Leu

val

65

Cys

Lys

Pro

Glu

<210> 41

<211> 1623

<212> ADN

Gly

GIn

Glu

Ile

50

Tyr

Gly

Glu

Pro

Glu
130

Asp

Asn

Leu

35

Gln

val

Gly

Phe

GlIn

115

val

Glu

Leu

20

Gin

Tyr

Pro

Met

Gly

100

ASn

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> FZD4 humano

<400> 41

atgctggeca tggectggcg gggcgeaggg €cgagogtcc €gggggogcc cgggggcgtc
ggtctcagtc tggggttgct cctgcagttg ctgcrgetcc tggggecgge geggggettc

Glu

Gly

Thr

Gly

Met

Cys

Phe

ASp

ES 2663 536 T3

Glu

Tyr

ASp

Cys

Cys

Leu

Ala

His

Arg

AsSn

Ala

ser

55

Thr

ser

Trp

Asn

Arg

val

Glu

40

Ser

Glu

val

Pro

His
120

105

Cys

Thr

25

Leu

Gln

Lys

Lys

Glu

105

Met

ASD

10

Lys

GIn

Leu

Ile

Arg

90

ser

Cys

Pro

Met

Leu

Gln

Asn

75

Arg

Leu

Met

Ile

Pro

Thr

Phe

60

Ile

Cys

Ash

Glu

Arg

Asn

Thr

45

Phe

Pro

Glu

Cys

Gly

Ile

Leu

30

Phe

Leu

Ile

Pro

Ser

110

Pro

ser
15

val
Thr
Cys
Gly
val
95

Lys

Met

Gly

Pro

ser

Pro

80

Leu

Phe

Gly Asp

60
120
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ggggacgagg
tacaacgtga
cagctgacaa
ctttgttcty
ggcggcatgt
gcctggecag
tgcatggaag
ggggaagagt
ctgaactgtg
ttcactgata
gtactgacct
ctcagtatgt
gaaaggatat
aagaacacag
atttggtggg
gaagccattg
aaaaccattg
tatgttggaa
tatttggtca
tcaaatctte
dggggrgrect
gaaatctcca
atgttgaaaa
gccaaaacte
aagagagaga

Taa

aagagcggcg
ccaagatgcce
ctttcacacc
tttatgtgcc
gtectttcagt
agagtctgaa
ggecaggtga
gtcactctgt
tgctcaagtg
tctggatggc
tcctgatega
gctataatat
cctgtgattt
gatgtrgcaat
ttattctgac
aaatgcacag
tcatcttgat
accaaaatct
ttggaacttt
aaaaggatygg
cagtactgta
actgggcact
trtttatgic
ttcacacgtg

agagaggaaa

ES 2663 536 T3

ctgcgaccee
caacctggtt
gctcatccag
aatgtgcaca
caagagacgc
ctgcagcaaa
tgaagaggtg
gggaaccaat
tggctatgat
tgtgtgggcc
ttctictagg
ttatagcatt
tgaagaggca
aattttettg
actcacttgg
ctcttattic
tatgagactg
cgatgcccic
gttcattget
gacaaagaca
cacagttcct
ttttcggtat
tttgttggtg
gcagaagtgt
tggttggotg

atccgeatct
gggcacgagc
tacggcetgct
gagaagatca
tgtgaacccy
ttcccaccac
ccctrtaccec
tctgatcagt
gctggcttat
agcctgtgtt
ttttcctace
gcttatattg
gcagaacctg
ctgatgtact
tttttggcag
cacattgcag
gtggatgcag
accgggrtcg
gcaggtttgg
gacaagttag
gcaacgtgtg
tctgcagatg
ggcatcactt
tccaacagat

aagcctggaa

<210> 42

<211> 585

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FZD5 humano

<400> 42

106

ccatgrgeca

tgcagacgga
ccagccaget
acatccccat
tcctgaagga
agaacgacca
acaaaacccc
acatctgggt
acagcecgcete
tcatctccac
ctgagegccc
tcaggctgac
ttctcateca
tttttggaat
caggactcaa
cctgggecat
atgaactgac
tggtggctcc
tggecttgtt
aaagactgat
tgattgcctg
attccaacat
caggcatgtg
tggtgaattc
aaggcagtga

gaacctcgge
cgccgagetg
gcagttctte
tggcccatgce
atttgoattt
caaccacatg
catccagcct
gaaaaggagc
agccaaggag
tgccttcaca

catcatattt

tgtaggccqgg

agaaggactt

ggccagetcc
atggggtcat
ccccgeagtg
tggettgtyc
cctctttact
caaaattcgg
ggtcaagatt
ttatttttat
ggctottgaa
gatttggtct
tggaaaggta
gactgtggta

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1623



Met

Leu

Cys

Thr

Leu

65

Asp

ASp

Lys

Glu

val

145

Arg

Ala

Arg

Lys

Pro

225

Leu

Ala

Ala

GIn

His

50

Glu

Leu

TYyr

Ala

Pro

Ser

Glu

val

210

Ser

Trp

Arg

Gln

Glu

35

Met

val

Arg

His

Gly

Met

Cys

Phe

Gly

Pro

195

Arg

Phe

Ser

Pro

Leu

20

Ile

Pro

His

Phe

Lys

100

cys

Ser

Met

Pro

Gly

Phe

Thr

ser

val

ASp
5
val
Thr
Asn
Gin
Phe
85
Pro
Ser
Cys
Asp
Ala
165
Glu
val
Gly

Ala

Leu
245

ES 2663 536 T3

Pro

Gly

val

GIn

Phe

70

lL.eu

Leu

Pro

Asp

Tyr

150

Lys

Cys

Fro

Gln

ASp

230

cys

sSer

Arg

Pro

Phe

55

Trp

Cys

Pro

Leu

Arg

135

Asn

Pro

Pro

Ile

val

215

Glu

Phe

Ala

Ala

Met

40

Asn

Pro

ser

Pro

Met

120

Leu

Arg

Thr

Ala

Leu

200

Pro

Arg

Ile

107

Pro

Ala

25

Cys

His

Leu

Met

Cys

105

Arg

Pro

Ser

Leu

Gly

Lys

Asn

Thr

Ser

Pro

10

Ala

Arg

Asp

val

Tyr

90

Arg

Gln

val

Glu

Pro

170

Gly

Glu

Cys

Phe

Thr
250

ser

Ala

Gly

Thr

Glu

75

Thr

Ser

Tyr

Leu

Ala

155

Gly

Pro

Ser

Ala

Ala

235

Ser

Leu

Ser

Ile

GIn

60

Ile

Pro

val

Gly

Pro

Phe

His

val

220

Thr

Thr

Leu

Lys

Gly

45

AsSp

Gln

Ile

Cys

Phe

125

Arg

Thr

Pro

val

Pro

205

Pro

Phe

Thr

Leu

Ala
30

TYr

Glu

Cys

Cys

Glu

110

Ala

Asp

Ala

Gly

Cys

190

Leu

Cys

Trp

val

Leu

15

Pro

Asn

Ala

ser

Leu

95

Arg

Trp

Ala

Pro

Ala

175

Lys

TYr

Tyr

Ile

Ala
255

Leu

val

Leu

Gly

Pro

80

Pro

Ala

Pro

Glu

Pro

160

Pro

Cys

Asn

GIn



Phe

Phe

Leu

Ile

305

Leu

ser

Ile

ser

Pro

385

Arg

Lew

Ile

Arg

val

465

Ala

Lys

Leu
Leu
val
290
His
val
Leu
Ala
Va]
370
val
Gly
Phe
Lys
Ile
450
Ala

Leu

Pro

Ile

Ser

275

val

Tyr

Tyr

Thr

Gly

Lys

Ala

Phe

Leu

GIn

435

Gly

Cys

The

Glu

Asp
260
Ala
Gly

Glu

Phe

Tyr

Ser

Gly

val

Leu

420

Gly

Ile

Tyr

Cys

Tyr
500

Met

Cys

His

Thr

Phe

325

Phe

Ala

Ile

Ile

Leu

405

Ala

Gly

Phe

Leu

Ala

485

Trp
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Glu
Tyr
Ala
Thr
310
Gly
Leu
Ggln
Thr
Cys
390
Gly
Gly
Thr
Thr
TYyr
470
cys

val

Arg

Leu

ser

295

Gly

Met

Ala

Tyr

Ala

375

Tyr

Pro

Phe

Lys

Lew

455

Glu

Pro

Leu

Phe

Pro

Ala

Ala

Phe

360

Leu

val

Leu

val

Thr

440

Leu

GIn

Gly

Met

108

Ala

Ala

sSer

Ala

Gly

val

Ser

425

Asp

Tyr

His

His

Leu
505

Tyr

Ser

Cys

Leu

ser

330

Met

Leu

Leu

Asn

Leu

410

Leu

LYyS

Thr

Tyr

Pro
teu
ser
Cys
315
Ile
Lys
Ala
Ser
GlIn
395
Tyr
Phe
Leu
val
Arg

Thr

Tyr

Glu

Gly

Trp

Trp

Ala

Ser

380

AsSh

Leu

Arg

Glu

Pro

460

Glu

Gly

Phe

Arg

Phe

285

Glu

Ile

Trp

Gly

Trp

val

Leu

Leu

Ile

LyS

Ala

Ser

GIn

Met

Pro

270

Leu

His

val

val

AsSn

350

Leu

Asp

Asn

val

Ar

43

Leu

Ser

Trp

Pro

Cys
510

Ile

val

AsSn

Phe

Ile

335

Glu

Ile

Gly

ser

Met

Ile

Glu

Ar

49

Leu

Ile

Arg

His

Leu

320

Leu

Pro

Asp

Leu

400

Thr

val

Ile

val

Ala

480

Ala

val
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555

val Gly Ile Thr Ser Gly val
515 520
Ser Trp Arg Arg Phe Thr Ser
530 535
His Lys Ser Gly Gly Ala Met
545 550
Ala Ala Leu Thr Gly Arg Thr
565 570
His Lys GIn val Ser Leu Ser His val
580 585
<210> 43
<211> 233
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Dominio extracelular (DEC) de FZD5
<400> 43
Met Ala Arg Pro Asp Pro Ser Ala Pro Pro ser
il 5 10
Leu Ala GIn Leu val Gly Arg Ala Ala Ala Ala
20 25
Cys GIn Glu Ile Thr val Pro Met Cys Arg Gly
35 40
Thr His Met Pro Asn Gln Phe Asn His Asp Thr
50 55
Leu Glu val His GIn Phe Trp Pro Leu val Glu
65 70 75
Asp Leu Arg Phe Phe Leu Cys Ser Met Tyr Thr
85 90
AsSp Tyr His Lys Pro Leu Pro Pro Cys Arg Ser
100 105
Lys Ala Gly Cys Ser Pro Leu Met Arg GIn Tyr
115 120

109

Leu

ser

Ile

GIn

60

Ile

Pro

val

Gly

525

Leu

Lys

Gly

45

ASp

Glin

Ile

Cys

Phe
125

Trp Ile Trp Ser Gly Lys Thr val Glu
Arg Cys Cys Cys grg Pro Arg Arg Gly
4

Ala Ala Gly Asp Tyr Pro Glu Ala Ser

560

Gly Pro Pro Gly Pro Ala Ala Thr Tyr

575

Leu Leu
15

Ala Pro
30

Tyr Asn
Glu Ala
Cys Ser
Cys Leu

a5

Glu Arg
110

Ala Trp

Leu

val

Leu

Gly

Pro

80

Pro

Ala

Pro
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Glu

val
145

Arg

Ala

Arg

Lys

Pro
225

<210> 44
<211> 131
<212> PRT

Pro

ser

Glu

val

210

ser

Met

Cys

Phe

Gly

Pro

195

Arg

Phe

Ser

Met

Pro

Gly

Phe

Thr

ser

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2663 536 T3

Cys Asp
Asp Tyr

150
Ala Lys
165
Glu Cys
val Pro

Gly GIn

Ala Asp

<223> Dominio Fri de FZD5 humano

<400> 44

Ala
1

Gly

Ser

Ile

Thr Gln

Glu

Thr
65

Ile
50

Pro

ser val

Lys Ala Pro val

S

Gly Tyr Asn Leu
20

Asp Glu Ala Gly

35

GIn Cys Ser Pro

Ile Cys Leu Pro
70

Cys Glu Arg Ala
85 '

139
Asn
Pro
Pro
Ile
val

215

Glu

Cys
Thr
Leu
Asp
55

Asp

Lys

Leu

Arg

Thr

Ala

Leu

200

Pro

Arg

Gln

His

Glu

40

Leu

Tyr

Ala

110

Pro

Ser

Leu

Gly

Lys

ASn

Thr

Glu

Met

25

val

Arg

His

Gly

val

Glu

Pro

170

Gly

Glu

Cys

Ile

10

Pro

His

Phe

Lys

Cys
20

Leu

Ala

155

Gly

Pro

Ser

Ala

Thr

Asn

GlIn

Phe

Pro

75

Ser

Pro

fhe

His

val
220

val

Gln

Phe

Leu

60

Leu

Pro

Arg

Thr

Pro

val

Pro

205

Pro

Pro

Phe

Trp

45

Cys

Pro

Leu

Asp

Ala

Gly

Cys

190

Leu

Cys

Met

Asn

30

Pro

Ser

Pro

Met

Ala

Pro

Ala

175

Lys

Tyr

Tyr

Cys

15

His

Leu

Met

Cys

Arg
95

Glu

Pro

160

Pro

Cys

Asn

GIn

Arg

ASp

val

TYr

Arg

80

Gln
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Tyr Gly Phe Ala Trp Pro Glu Arg Met Ser Cys Asp Arg Leu Pro val

100

105

110

Leu Gly Arg Asp Ala Glu val teu Cys Met Asp Tyr Agg Arg ser Glu
1l

115

Ala Thr Thr

130

<210> 45

<211> 1758
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<223> FZD5 humano

<400> 45

atggctegge
gtgggccggy
tgccgeggca
gacgaggcygg
gacctgcgct
ccgetgecge
cgccagtacg
cgcgacgecg
aggcctttee
gaatgccecg
aaggagtcac
ccetgetace
ctgtggtcgg
atggaacgct
gtgtcgctgy
gagcacaacc
ctggrctact
ttcctggecy
cacctggctg
gtggacgqgg
cgeggetteg

ctgacccatc
cggccgecgce
tcggctacaa
gcctggaggr
tcttcctatg
cctgecgete
gcttegectyg
aggtectetyg
cagccaagcec
ctgggggccc
acccgcteta
agccgtcctt
tgctgtgett
tccgetatece
gcttcctggt
acatccacta
tctteggeat
ccggcatgaa
cogtggctcat
acccagtggce

tgcrgggecec

120

cgegeegece
gtccaaggcece
cctgacgcac
gcaccagttc
ctctatgtac
ggtgtgcgag
gccegagege
catggattac
caccctteca
gttcgtgtge
caacaaggtg
cagtgccgac
catcteccacg
tgagcgeecc
gcgtetggte
cgagaccacg
ggccagetec
gtggggcaac
ccccagegtc
cggcatctge

gcrggtgctc

tcgetgtrge
ceggtgtgece
atgeccaacc
tggccgctgg
acgcccatct
cgcgccaagg
atgagctgceqg
aaccgeageg
ggcccgecag
aagtgtcgeg
cggacgggec
gagcgcacgt
tccaccacag
atcatcttcc
gtgggccatg
ggcectgeac
atctgotggg
gaggccatcg
aagtccatca
tacgtgggca
tacctgctgg

111

tgctgctect
aggaaatcac
agttcaacca
tggagatcca
gtctgeecga
ceggetgete
accgecteec
aggccaccac
gggcgccggc
agccecttegt
aggtgcccaa
tcgccacctt
tggccacctt
tgtcagecty
ccagcgtggce
tgtgcaccat
tcatcctgtc
cgggetacge
cggcactggce
accagaacct

tgggcacget

ggcgcagetg
ggrgcccatg
cgacacgcag
atgctcgecg
ctaccacaag
gcecgetgatg
ggtgctgagc
ggcgceecec
Ctcggggogc
gcccattctg
ctgcgcggta
ctggataggc
ccrcatcgac
ctacctgtge
ctgcagccge
cgtcticctc
gctcacctag
gcagtacttc
gctgagetec
gaactcgcty

cttectgcty

60
120
180
240
300
360
420
480

540

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
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gcgggetteg
gacaagctgg
gccagcattg
gcgctcacct
tgggtgctca
atctggtcgg
ccgeggegey
gccgegetca

teceetgteyge

tgtcgctctt
agaagctcat
tggtggcetg
gcgeetgece
tgctcaagta
gcaagacggt
gccacaagag
caggcaggac

acgtgtag

ES 2663 536 T3

ccgecatccge
gatccgeate
ctacctgtac
gggccacgac
cttcatgtgc
ggagtcgtag
€gggggcgcc
cgggecgecg

agcgtcatca
ggcatcttca
gagcagcact
accggecage
ctggtggtgg
cggcgtttca
atggccgcag

ggcececgecg

‘agcagggcgg

cgctgetcta
accgcgagag
cgcgcgecaa
gcatcacgtc
ccagccgetg
gggactaccc

ccacctacca

caccaagacg
cacggtececc
ctgggaggcyg
gcccgagtac
gggcgrctgg
ctgctgeege
cgaggcgagce
caagcaggtg

<210> 46

<211> 706

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FZD6 humano

<400> 46

Met Glu Met Phe Thr Phe Leu Leu Thr Cys Ile Phe Leu Pro Leu
1 5 10 15

Arg Gly His Ser Leu Phe Thr Cys Glu Pro ITe Thr val Pro Arg
20 25 30

Met Lys Met Ala Tyr Asn Met Tgr Phe Phe Pro Asn Leu Met Gly
35 4 45

Tyr Asp GIn Ser Ile Ala Ala val Glu Met Glu His Phe Leu Pro

50 55 60

Ala Asn teu Glu Cys Ser Pro Asn Ile Glu Thr Phe Leu

65 70 75

Cys LysS

Phe val Pro Thr Cys Ile Glu Gln Ile His val val Pro Pro Cys

Lys Leu Ile Asp

Leu Cys Glu Lys val
110

100

LyS Tyr Ser Asp Cys Lys

Glu
120

Phe Gly Ile Arg Trp Pro Glu Leu Glu Cys Asp Arg Leu Gln

115

Pro val Thr Phe

135

Phe Asp Pro His Thr Glu

Cys Asp Glu Thr val
140

112

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1758

Leu

Cys

His

Leu

Ala

80

Arg

Thr

TYFP

Leu



Cys
Gly
Asp
Cys
Ar

225
Tyr
sSer
val
Leu
Ile
305
Glu
Phe
Ile
Tyr

Leu

Pro

Pro

Ile

Glu

Leu
210

g Arg

ser

Thr

val

TYr

290

Thr

GIn

Leu

Ser

Phe

370

Leu

GIn

Arg

Asp

Leu

195

cys

Phe

Ile

Ala

Leu

275

Phe

Trp

Lys

Thr

Gly

val

Leu

Lys

His

Gin

180

Glu

Ala

Arg

val

Gly

Phe

Phe

Ala

val

340

val

Leu

Ala

LyS

Leu

165

Cys

Phe

Thr

TYr

Ser

245

Asn

Ser

Thr

Leu

val

325

Met

Cys

Leu

Gly
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Thr

150

Lys

Ala

Ala

Leu

Pro

230

Leu

Lys

GlIn

Met

Ala

310

Trp

Leu

Phe

Pro

Ile

Glu
Thr
Pro
LyS
Phe
215
Glu
Met
A"I a
Asn
Ala
295
Ala
Phe
Leu

val

Leu

375"

Ile

GIn

ser

Pro

Ser

200

Thr

Arg

Tyr

Asp

LYyS

280

Gly

Gly

His

Ala

Gly

Cys

ser

113

val

Gly

Cys

185

Phe

Phe

Pro

Phe

Glu

265

Ala

Thr

Arg

Ala

Met

345

Leu

Leu

Leu

Gln

Gly

Pro

Ile

Leu

Ile

Ile

250

Lys

Cys

val

Lys

val

330

Asn

Tyr

Cys

Asn

Ar

155
Gin
Asn
Gly
Thr
Ile
235
Gly
Leu
Thr
Trp
Trp
315
Ala
LyS
Asp

val

His

g ASp

Gly

Met

Thr

Phe

220

Tyr

Phe

Glu

val

Trp

val

Leu

Phe
380

val

Ile

TYr

Tyr

val

205

Leu

TYr

Leu

teu

Leu

285

val

Cys

Gly

Glu

Asp

val

Arg

Gly

LyS

Phe

190

Ser

Ile

Ser

Leuw

Gly

Phe

Ile

Glu

Thr

Gly

Ala

Gly

GIn

Phe

Phe

175

Lys

Ile

Asp

val

Gly

Asp

Met

Leu

Ala

Pro

335

Asp

Ser

Leu

val

Trp
160
Leu
Ser
Phe
val
Cys
240
ASp
Thr
Leu
Thr
Ile
320
Gly
Asn
Arg

Ser

Ile



385

GIn

Ile

Gly

Trp

Ala

465

Leu

Lys

Arg

Phe

LyS

545

Ser

Ser

Pro

Arg

Ile

His

Gly

Cys

val

450

Lys

Met

Lys

Asp

Phe

530

Pro

Thr

His

Glu

Leu

610

Ser

ASp

val

Tyr

435

Ser

Ala

Thr

Thr

pro

515

Leu

Ser

Gly

Asp

Thr

595

Arg

Arg

Gly

Phe

420

val

ASp

LysS

Leu

Cys

500

Ile

Lys

ser

Ala

TYr

580

Ser

Glu

Leu

Arg

405

Ser

Tyr

His

Ala

Ile

485

Thr

Ser

His

His

Thr

565

Leu

Met

GlIn

Ser

ES 2663 536 T3

390

AsSn

Gly

Glu

Cys

Ar

47

val

Glu

Glu

Asn

550

Ala

Gly

Arg

Asp

GlIn
Leu
GIn
Ar

455
Pro
Gly
Trp
ser
ser
535
Leu
AsSn
GIn
Glu
Cys

615

Glu

Glu

Tyr

val
440

g GlIn

Glu

Ile

Ala

Arg

520

LysS

Lys

His

Glu

val

600

Gly

Gln

114

Lys

Leu

425

Asn

Tyr

Leu

Ser

Arg

val

val

Gly

Thr

585

Lys

Glu

val

Leu

410

val

Arg

His

Ala

Ala

490

Phe

val

LysS )

Ile

Thr

570

Leu

Ala

Pro

Asp

395

Lys Lys Phe

Pro

Ile

Ile

Leu

475

val

Phe

Leu

His

Ser

555

Ser

Thr

Asp

Ala

Leu

Thr

Pro

460

Phe

Phe

Lys

GlIn

Lys

540

Lys

Ala

Glu

Gly

ser

620

Lys

val

Cys

Met

Trp

Arg

Glu

525

Lys

Ser

val

Ile

Ala

605

Pro

Gly

Met

Thr

430

Glu

Pro

Ile

val

Asn

510

ser

LyS

Met

Ala

GIn

590

ser

.A1a

GlIn

Ile
415
Leu
Ile

Tyr

Lys

Arg

cys

His

Gly

Ile

575

Thr

Thr

Ala

Ala

400

Arg

Leu

Thr

GIn

Tyr

4380

ser

Lys

Glu

Tyr

Thr

560

Thr

ser

Pro

ser
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ser val ser Glu Ser
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645

Asp 1le Thr Asp Thr Gly
660

ser Ser Ser Glu Pro Ser

His

Pro val Ser Gly

690

Asp Thr

705

<210> 47
<211> 207
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominio extracelular (DEC) de FZD6

<400> 47

Met
1

Arg
Met
Tyr
Ala
65

Phe
Lys

Phe

Cys

Glu

Gly

Lys

Asp

50

Asn

val

Leu

Gly

Asp

675

Met

His

Met

35

Gin

Leu

Pro

Cys

Ite

115

Glu

Phe

ser

20

Ala

Ser

Glu

Thr

Glu

100

Arg

Thr

Thr Phe

Leu Phe

Tyr Asn

Ile Ala

Cys ser

70

Cys Ile
85
Lys val

Trp Pro

val Pro

Ala Arg

Leu

Ser

val Arg

695

Leu

Thr

Met

Ala

55

Pro

Glu

Tyr

Glu

val

ser

Ala

teu

680

LyS

Leu

Cys

Thr

40

val

Asn

Gln

Ser

Glu

120

Thr

115

Glu

GIn

665

Lys

Glu

Thr

Glu

25

Phe

Glu

Ile

Ile

ASp

105

Leu

Phe

Gly

Gln

Cys

10

Pro

Phe

Met

Glu

His

90

cys

Glu

Asp

Arg

Asn

ser

Gly

Ile

Ile

Pro

Glu

Thr

75

val

Lys

Cys

Pro

Tle

AsSnP

Thr

Gly
700

Phe

Thr

Asn

His

60

Phe

val

Lys

ASp

His

ser
Leu
Ser
685

Gly

Leu
val
Leu
45

Phe
Leu
Pro
Leu
Ar

12

Thr

Pro Lys
GIn val
670

Leu Leu

Cys His

Pro Leu
15

Pro Arg
30
Met Gly
Leu Pro
Cys Lys
Pro Cys
95
Ile Asp
110

Leu GIn

Glu Phe

Ser

fro

val

ser

Leu

Cys

His

Leu

Ala

80

Arg

Thr

TYr

Leu
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15

20

130

Gly Pro GIn Lys

145

Cys Pro Arg His

Gly Ile Asp Gln
180

Asp Glu Leu Glu
19

<210> 48
<211> 127
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2663 536 T3

135

Lys Thr Glu GIn
150

Leu Lys Thr Ser

165

Cys Ala Pro Pro

Phe Ala Lys Ser

<223> Dominio Fri de FZD6 humano

<400> 48

His Ser Leu Phe

1

Met Ala

Gln Ser

Leu Glu
50

Pro Thr
65

Cys Glu

Ile Arg

Glu Thr

<210> 49
<211> 2121
<212> ADN

Tyr

Ile

35

Cys

Cys

Lys

Trp

val
115

Asn

20

Ala

ser

Ile

val

Pro

100

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Met

Ala

Pro

Glu

val

Cys
Thr
val
ASn
GIn
70

ser

Glu

Thr

Glu

Phe

Glu

Ile

55

Ile

ASp

Leu

Phe

200

Pro

Phe

Met

40

Glu

His

Cys

Glu

116

140

val GIn Arg Asp Ile Gly Phe Trp

155

Gly Gly GIn Gly Tyr Lys Ph
170 17

e
5

Cys Pro Asn Met Tyr Phe Lys
190

185

Phe Ile Gly Thr val Ser Ile
205

Ile

Pro

25

Glu

Thr

val

Lys

Cys

105

Pro

Thr

10

Asn

His

Phe

val

Asp

His

val

Leu

Phe

Leu

Pro

75

Leu

Arg

Thr

Pro Arg Cys

Met

Leu

Cys

60

Pro

Ile

Leu

Glu

Gly

Pro

45

LyS

Cys

Asp

GlIn

Phe
125

His

30

Leu

Ala

Arg

Thr

Tyr

110

Leu

Met
15

Tyr
Ala
Phe
Lys
Phe
95

Cys

Gly

160

Leu

Ser

Lys

Asp

Asn

val

Leu

80

Gly

Asp
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<223> FZD6 humano

117

<400> 49
atggaaatgt ttacattttt gttgacgtgt atttttctac ccctcctaag agggcacagt 60
Ctcttcacct gtgaaccaat tactgriccc agatgtatga aaatggcecta caacatgacg 120
tttttcccta atctgatggg tcattatgac cagagtattg <cgcggtgga aatggagcat 180
tttcticcte tcgcaaatct ggaatgttca ccaaacatty aaactttcct ctgcaaagea 240
tttgtaccaa cctgcataga acaaattcat gtggttccac cttgtcgtaa actttgtgag 300
aaagtatatt ctgattgcaa aaaattaatt gacacttttg ggatccgatyg gcctgaggag 360
cttgaatgtg acagattaca atactgtgat gagactgtic ctgtaacttt tgatccacac 420
acagaatttc ttggtcctca gaagaaaaca gaacaagtcc aaagagacat tggattttyg 480
tgtccaaggc atcttaagac ttctggggga caaggatata agtttctggg aattgaccag 540
tgtgcgocte catgccccaa catgtatttt aaaagtgatg agctagagtt tgcaaaaagt 600
tttattggaa cagtttcaat attttgtctt tgtgcaactc tgttcacatt cCrtacttit 660
ttaattgatg ttagaagatt cagataccca gagagaccaa ttatatatta Cctctgtcrgt 720
tacagcattg tatctcttat gtacttcatt ggattittgc taggcgatag cacagcectygce 780
aataaggcag atgagaagct agaacttggt gacactgttg tcctaggcetc tcaaaataag 2840
gcttgecaccg ttttgttcat gottttgtat trttttcacaa tggctggcac tgtgtggtag 900
gtgattctta ccattacttg gttcttaget gcaggaagaa aatggagttg tgaagccatc 960
gagcaaaaag cagtgtggtt tcatgctgtt gcatggggaa caccaggttt cctgactgtt 1020
atgcticttg ctatgaacaa agttgaagga gacaacatta gtggagtttg ctttgttggce 1080
ctttatgacc tggatgcitc tcgctacttt gtactcttgc cactgtgect ttgtgtgttt 1140
gttggoctct ctcttctttt agctggcatt atttccttaa atcatgttcg acaagtcata 1200
caacatgatg g<cggaacca agaaaaacta aagaaattta tgattcgaat tggagtcttc 1260
agcggettgt atcttgtgec attagtgaca cttctcggat gttacgtcta tgagcaagtg 1320
aacaggatta cctgggagat aacttgggtc tctgatcatt gtcgtcagta ccatatccca 1380
tgtccttatce aggcaaaage aaaagctcga ccagaattgg ctttatttat gataaaatac 1440
ctgatgacat taattgttgg catctctgct gtcttctggg ttggaagcaa aaagacatgc 1500
acagaatggg ctgggttttt taaacgaaat cgcaagagag atccaatcag tgaaagtcga 1560
agagtactac aggaatcatg tgagtttttc ttaaagcaca attctaaagt taaacacaaa 1620
aagaagcact ataaaccaag ttcacacaag ctgaaggtca tttccaaatc catgggaacc 16380
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agcacaggag
ctaggacaag
aaagcggacg
ccagcagcat
agtgtatctg
actggcctgg
aaaggttcca

ggttgtcatt

ctacagcaaa
aaactttgac
gagctagcac
ccatctccag
aaagtgcgceg
cacagagcaa
catcrctget

cagatacttg

ES 2 663

tcatggcact
agaaatccaa
ccccaggtta
actctctggg
gagtgaagga
caatttgcag
tgttcacccg

a

536 T3

tctgcagtag caattactag

acctcaccag
agagaacagg
gaacaggtcg
aggattagic
grccccagtt

gtttcaggag

aaacatcaat
actgtggtga
acgggaaggg
caaagagtga
cttcagaacc

tgagaaaaga

ccatgattac
gagagagqtg
acctgecteg
ccaggcagge
tattactgac

aagcagecte

gcagggaggt

<210>50

<211>574

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FZD7 humano

<400> 50

Met Arg Asp Pro Gly Ala Ala Ala Pro Leu Ser Ser Leu Gly Leu
1 5 10 15

val Leu Ala Leu Leu Gly Ala Leu Ser Ala Gly Ala

20 25 30

Ala Leu Gly

Pro Tyr His Gly Glu Lys Gly Ile Ser val Pro Asp His Gly

35 40 45

GlIn

GIn Pro Ile Ser Ile Pro Leu

Cys
50

Thr
65

Ile
Leu Glu
Glu Leu
Leu

Asp

GIn Gly

Leuw

val His

85

Phe

Arg
100

GIn Ala
115

cys

Pro Asn

GIn

Phe

Ile

Glu Ala

55

Leu Leu

70

Phe Tyr P

Leu Cys

Pro

Met A
135

Leu

1

Gly

ser

Pro Cys Arg

His Thr

val
90

ro Leu
Met Tyr
105

ser

sn Lys Phe

18

Cys Thr Asp

60

Asn GIn

75

Lys val
Ala

Leu Cys

GIn

Pro val

Ile Ala Tyr Asn

Glu Asp Ala

Ser
95

Cys

Cys Thr

110

Glu Arg Ala

125

Phe
140

Gly

Gln Trp

Pro

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2121

Ccys

Ala

Phe

GIn

Gly

80

Pro

val

Arg

Glu



Thr

Leu

Ser

Leu

225

Gly

val

Leu

Ile

Ala

305

Asp

Thr

Trp

Trp

Ala
385

Leu

Gly

Ala

Pro

Cys

210

Gly

Leu

Gly

Thr

1le

290

Gly

AsSp

Ile

Trp

Arg

Gln

Tyr

Pro

195

Pro

Glu

Met

val

Tyr

275

Phe

Phe

Gly

Leu

val

355

His

Ala

Cys
Asn
Pro
180
Gly
Arg
Arg
Tyr
Tr

260
Leu
Leu
Leu
TYr
Phe
340
Ile

Glu

val

Glu

Thr

165

Thr

Ala

Gln

Asp

Phe
245

p Ser

val

Ser

Leu

Ar

32

Met

teu

Ala

Pro

ES 2663 536 T3

Asn

150

ser

Ala

ser

Leu

Cys

230

Lys

val

ASp

Gly

Glu

310

Thr

val

Ser

Ile

Ala
390

Phe

Asp

Pro

AsSp

Lys

215

Gly

Glu

Leu

Met

Cys

ASp

val

Leu

Leu

Glu

375

val

Pro

Gly

TYr

Gly

200

val

Ala

Glu

Cys

Ar

28

Tyr

Arg

Ala

Tyr

Thr

360

Ala

Lys

119

val

ser

Leu

185

Arg

Pro

Pro

Glu

Cys

265

Arg

Phe

Ala

Gln

Phe

345

Trp

Asn

Thr

His
Gly
Pro
Gly
Pro
Cys
Ar

25

Ala
Phe
Met

val

Phe
Ser

Ile

Gly

Gly

Asp

Arg

Tyr

Glu

235

Arg

ser

Ser

val

Cys

315

Thre

Gly

Leu

GIn

Thr
395

Ala

Pro

Leu

Pro

Leu

220

Pro

Phe

Thr

Tyr

Ala

300

val

Lys

Met

Ala

Tyr

380

Ile

Gly

Gly

Pro

Ala

205

Gly

Gly

Ala

Leu

Pro

285

val

Glu

Lys

Ala

Ala

365

Phe

Leu

Glu

Gly

Phe

190

Phe

Tyr

Arg

Arg

Phe

270

Glu

Ala

Arg

Glu

ser

350

Gly

His

Ala

Ile

Gly

Thr

Pro

Arg

Ala

Leu

255

Thr

Arg

His

Phe

Gly

sSer

Met

Leu

Met

Cys

Pro

Ala

Phe

Phe

AsSn

240

Trp

val

Pro

val

ser

320

Cys

Ile

LyS

Ala
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GlIn

ser

Leu

Arg

Glu

465

Pro

Glu

val

val

TYr

<210>51
<211> 255
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominio extracelular (DEC) de FZD7

<400> 51

val

val

Phe

Ile

450

Lys

Ala

His

Pro

Phe

530

Phe

His

AsSp

Asp

Ile

435

Arg

Leu

Thr

Trp

Cys

515

Met

Trp

Arg

Gly

Ala

420

Gly

Thr

Met

Ile

Glu

500

Pro

Ile

Ile

Leu

Thr

Ile

val

val

485

Arg

Pro

Lys

Trp

ser
565

ES 2663 536 T3

Leu

Arg

ser

Met

Ar

47

Leu

Thr

Gly

TYr

ser

550

His

Leu

Gly

Phe

Lys

Ile

Ala

Trp

His

Leu

535

Gly

Ser

Ser

Phe

Leu

440

His

Gly

Cys

Leu

Phe

520

Met

Lys

Ser

Gly

vatl

425

Leu

AsSp

val

TYr

Leu

505

Pro

Thr

Thr

Lys

val
410
Leu
Ala
Gly
Phe
Phe
490
GlIn
Pro
Met

Leu

Gly

Cys

Ala

Gly

Thr

Ser

475

Tyr

Thr

Met

Ile

Gln

535

Glu

Tyr

Pro

Phe

Lys

460

val

Glu

Cys

ser

val

540

ser

Thr

val

Leu

val

445

Thr

Lew

GIn

Lys

Pro

525

Gly

Trp

Ala

Gly Leu Ser

Phe

430

sSer

Glu

Tyr

Ala

Ser

510

Asp

Ile

Arg

val

415

val

Leu

Lys

Thr

Phe

495

TYyr

Phe

Thr

Arg

Tyr

Phe

Leu

val

480

Arg

Ala

Thr

Thr

Phe
560

Tet Arg Asp Pro g]y Ala Ala Ala Pro Leu Ser Ser Leu Gly igu Cys

Ala Leu val Leu Ala Leu Leu Gly Ala Leu Ser Ala Gly Ala Gly Ala
20 25 30

120



ES 2663 536 T3

GIn Pro Tyr His Gly Glu Lys Gly Ile Ser val Pro Asp His Gly Phe
35 40 45

Cys GIn Pro Ile Ser Ile Pro teu Cys Thr Asp Ile Ala Tyr Asn GIn
50 55 60

Thr Ile Leu Pro Asn Leu Leu Gly His Thr Asn GIn Glu Asp Ala Gly
65 70 75 80

Leu Glu val His GIn Phe Tyr Pro Leu val Lys val GIn Cys Ser Pro
85 90 95

Glu teu Arg Phe Phe Leu Cys Ser Met Tyr Ala Pro val Cys Thr val
100 105 110

Leu Asp GIn Ala Ile Pro Pro Cys Arg Ser Leu Cys Glu Arg Ala Arg
115 120 125

GIn Gly Cys Glu Ala Leu Met Asn Lys Phe Gly Phe Gln Trp Pro Glu
130 135 140

Arg Leu Arg Cys Glu Asn Phe Pro val His Gly Ala Gly Glu Ile Cys
145 150 155 160

val Gly GIn Asn Thr Ser Asp Gly Ser Gly Gly Preo Gly Gly Gly Pro
165 170 175

Thr Ala Tyr Pro Thr Ala Pro Tyr Leu Pro Asp Leu Pro Phe Thr Ala
180 185 190

Leu Pro Pro Gly Ala Ser Asp Gly Arg Gly Arg Pro Ala Phe Pro Phe

195 200 205
ser Cys Pro Arg GIn Leu Lys val Pro Pro Tyr Leu Gly Tyr Arg Phe
210 215 220

Leu Gly Glu Arg Asp Cys Gly Ala Pro Cys Glu Pro Gly Arg Ala Asn

225 230 235 240

Gly Leu Met Tyr Phe tys Glu Glu Glu Arg Arg Phe Ala Arg Leu

245 25 255

<210> 52
<211> 139
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio Fri de FZD7 humano

<400> 52

121
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Ile val

10

Glu Gly ser Pro Asp His

15

Ala Gln Pro Tyr His Gly Lys Gly

Thr Ala Asn

30

Phe GIn Ile Ile Leu Ile

25

Pro Pro

20

Cys ser Cys ASp Tyr

GIn Glu Ala

45

Ile His Thr Asn

35

GIn Thr Leu

40

Leu Pro Asn Leu Gly Asp

Phe val val GIn

55

Gly Leu Glu val His GlIn Pro Leu ser

50

Tyr Lys

60

Cys

Thr
80

Phe Ala val

70

Ero Glu Leu Arg Phe Leu Cys Ser Met Tyr Pro
5

Cys
75

Ala Ile Pro Pro Ser Glu Ala

85

val Leu Asp GlIn Cys Arg Leu

90

Cys Arg

95

Gln
110

GIn Glu Ala Met Asn Phe Phe Pro

105

Gly Cys Leu

100

Arg Lys Gly Trp

Ala Ile

125

Phe val His

120

Glu Leu Glu Asn Pro Gly Gly Glu

115

Arg Arg Cys

val GIn Thr

130

Gly Ser ser Ggly

135

Cys ASn Asp Gly

<210> 53

<211> 1725

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FZD7 humano

10

<400> 53

atgcgggacc
gcgetgetgy
atctcegtge
gcctacaacce
ctcgaggtgce
ttcttatgcet
cgttctcigt
cagtggcccg

ccggegegge
gcgeactgtce
cggaccacgg
agaccatcct
accagttcta
ccatgtatgc
gcgagegege
agcggctgeyg

cgcereegett
cgcgggegec
cttctgcecag
gcccaacctg
cccgetggty
gcecgtgtgce
ccgecagggce

ctgcgagaac

tcgtcectgg
ggggcgcagc
cccatcteca
ctgggccaca
aaggtgcagt
accgtgetcg
tgcgaggege
tteccggtge

122

gcectctgtge
cgtaccacygg
tcccgetgtg
cgaaccaaga
gttctcccga
atcaggccat

tcatgaacaa

acggtgeggg

cctggtgcetg
agagaagggc
cacggacatc
ggacgcgggc
actccgettt
ccecgecgtgt
gttcggcttc
cgagatctgc

60
120
180
240
300
360
420
480



10

gtgggccaga
accgegecect
agggggcgtc
ggctaccget
ggcctgatgt
tccgtgetgt
cgcttcaget
gtggcgcacy
gacgatggct
atggtgctct
tggttcctoy
ttccacctgg
caggtagacyg
ctgcggggct
ctggccggcet
accgagaagce
ccecgecacca
cgcacctgac
ccgeccatga
ggcatcacca

taccacagac

acacgtcgga
acctgccgga
ccgecttece
tcctgggtga
actttaagga
gctgcgectce
acccagagcg
tggccggett
accgcacggt
acttcttecgg
cggceggeat
ccgegtgaggce
gggacctgct
tcgtgetgge
tcgtgtcect
tggagaagct
tcgtectgge
tccetgcagac
gccccgactt
ctggcttctg

ttagccacag

<210> 54

<211> 694

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FZD8 humano

<400> 54

ES 2663 536 T3

cggctceggg
cctgecctte

cttctcatge
gcgcgattgt
9gaggagagg
gacgctctt
gcccatcatc
ccttctagag
ggcgcagyge
catggccage
gaagtggggc
cgtgcecgec
gagcggggig
gcctctgttc
cttccgtate
catggtgcge
ctgctactte
gtgcaagagc
caccgtctte

gatctggtcg
cagcaagggg

ggcccaggeg
accgegetge
cceccgtcage
ggcgccecgt
cgecttegecc
accgttctca
ttcctgregg
gaccgcygecy
accaagaagg
tccatcetggt
cacgaggcca
gtcaagacca
tgctacgttg
gtctacctct
cgcaccatca
atcggcgtct
tacgagcagg
tatgccgtgc
atgatcaagt

ggcaagaccc

gagactgcgg

gcggcecccac
ccccgggggc
tcaaggtgec
gcgaaccgygg
gcctctgggt
cctacctggt
gctgctactt
tgtgcgtgga
agggctgcac
gggtcattct
tcgaggccaa
tcactatcct
gcctctecag

tcataggcac

'tgaaacacga

tcagcgtgct
ccttecgega
ccrgcecgec
acctgatoac
tgcagtcgtg
tatga

tgcctaccct
ctcagatgge
cccgtacctyg
ccgtgccaac
gggcgtgtgg
ggacatgcgg
catggtggcc
gcgetteteg
catcctettc
gtctctcact
ctcgcagtac
ggccatgggc
tgtggacgcg
gtccttcttg
cggcaccaag
ctacacagtg
gcactgggag
cggccacttc
catgatcgtc
gcgeccgette

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1725

Met Glu Trp Gly Tyr Leu Leu Glu val Thr Ser teu Leu Ala Ala Leu
1 5 10 15

Ala Leu Leu GIn Arg Ser Ser Gly Ala Ala Ala Ala Ser Ala Lys Glu
20 25 30

Leu Ala Cys GIn Glu Ile Thr val Pro Leu Cys Lys Gly Ile Gly Tyr

123



Asn

Ala

65

Ser

Leu

Arg

Trp

Pro

Arg

Ala

Ala

225

val

Ile

Glu

Tyr

50

Gly

Pro

Glu

Ala

Pro

130

Thr

Ser

Ser

Gly

Arg

210

Ala

ser

Ala

Arg

35

Thr

Leu

ASp

Asp

Lys

Asp

Leu

Pro

Gly

Pro

ser

Asn

Ala
275

Tyr

Glu

Leu

Tyr

100

Ala

Arg

Cys

Pro

Ser

180

Gly

Gly

Cys

Glu

Cys

260

Phe

Met

val

Lys

Gly

Met

Met

Arg

Gly

Glu

Arg

Ala

Thr

ES 2663 536 T3

Pro

His

70

Phe

LyS

Cys

Arg

Arg

His

Gly

Gly

Pro

230

His

Leu

val

Asn

55

GIn

Phe

Pro

Ala

Cys

135

Tyr

Leu

Gly

Gly

Pro

Pro

pPhe

40

Gln
Phe
Leu
Leu
Pro
120
Asp
ASn
Pro
Arg
Gly
200
Gly
Cys

Leu

Cys

124

Phe

Trp

Cys

Pro

105

Leu

Arg

Arg

Pro

Pro

185

Gly

Lys

GIn

Tyr

His

265

Ile

Asn

Pro

ser

90

Pro

Met

Leu

Thr

Pro

170

Pro

Gly

Ala

Cys

Asn

250

Asn

Gly

His

Leu

75

Met

Cys

Arg

Pro

ASp

Pro

Gly

Asp

Arg

Ar

23

Arg

Pro

Leu

Asp
60

val
Tyr
Arg
GIn
Glu
140
L.eu
Pro
A'Ia
Ala
Pro
220
Ala
val

Phe

Trp

45

Thr

Glu

Thr

Ser

Tyr

125

Gln

Thr

Gly

Arg

Ala

205

Pro

Pro

Lys

Phe

ser
285

Gln

Ile

Pro

val

110

Gly

Gly

Thr

Glu

Pro

190

Ala

Gly

Met

Thr

ser

270

val

Asp

GIn

Ile

95

Cys

Phe

Asn

Ala

GIn

175

Pro

Pro

Gly

val

Gly

Gln

Leu

Glu

Cys

80

Cys

Glu

Ala

fro

Ala

160

Pro

His

Pro

Gly

ser

240

Glin

Asp

cys



Phe
Ar

305
Leu
Lys
Ala
Gly
His
385
Leu
Leu

Ala

Pro

Thr
val

Leu

val
290

g Phe

Phe

val

Gly

Pro

370

val

Leu

ser

Ile

ser

450

Pro

Arg

Met

Ile

Met
530

ser

Lys

val

Ala

Gly

Gly

Arg

val

Leu

Ala

435

val

val

Gly

Phe

Lys

515

Ile

Thr

TYr

ser

Cys

340

Ala

Gly

Tyr

Tyr

Thr

420

Gly

Lys

Ala

Phe

Leu

500

GIn

Arg

Phe

Pro

val

325

Ser

Ala

Arg

Glu

Phe

405

Trp

Tyr

ser

Gly

val

485

Leu

GIn

Leu

ES 2663 536 T3

Ala

Glu

310

Gly

Gly

Ala

Gly

Thr

390

Phe

Phe

Ser

Ile

Ile

470

Leu

Ala

Asp

Gly

Thr

295

Arg

Tyr

Gly

Gly

Glu

375

Thr

Gly

Leu

Gln

Ala

455

Cys

Ala

Gly

Gly

Leu
535

val

Pro

Leu

Ala

Ala

360

Tyr

Gly

Met

Ala

TYr

430

val

Tyr

Pro

Phe

Pro

520

Phe

125

Ser

Ile

val

Pro

345

Gly

Glu

Pro

Ala

Ala

425

Phe

Leu

val

Leu

val

505

Thr

Thr

Thr

Ile

Gly

Ala

Glu

Ala

Ser

410

Gly

His

Ala

Gly

val

490

Ser

Lys

val

fhe

Phe

315

Leu

Ala

Ala

Leu

Leu

395

ser

Met

Leu

Leu

Asn

475

Ile

Leu

Thr

Leu

Leu

300

Leu

val

Gly

Gly

Gly

Cys

Ile

Lys

Ala

ser

460

Gln

Tyr

Phe

His

Tyr
540

Ile
Ser
Ala
Gly
Ala
365
Ala
Thr
Trp
Trp
Ala
445
Ser
Ser
Leu
Arg
533

Thr

ASp

Ala

Gly

Ala

350

Gly

val

val

Trp

Trp

val

Leu

Phe

Ile

510

Leu

val

Met

Cys

His

335

Gly

Ala

Glu

val

val

415

Asn

Leu

Asp

Asp

Ile

495

Arg

Glu

Pro

Glu

Tyr

320

Glu

Gly

Gly

GIn

Phe

400

Ile

Glu

val

Gly

ASN

480

Gly

ser

Lys

Ala
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Ala

545

Trp

GIn

Cys

Thr

Lys

625

Gly

Gly

Leu

Met

<210> 55
<211> 277
<212> PRT

val

Glu

Ala

Leu

Leu

610

Gly

Gly

Pro

Thr

Pro
690

val

Ala

Arg

val

595

Glu

Ala

Gly

Gly

Trp

Leu

val
Thr
Ar

58

val
ser
Ala
Pro
Gly
660

Arg

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominio extracelular (DEC) de FZD8

<400> 55

?et Glu Trp Gly ;yr Leu Leu
Ala Leu Leu gAn Arg Ser Ser

Leu Ala ggs GIn Glu Ile Thr

Ala

His

565

Pro

Gly

Trp

val

Ser

Gin

ES 2663 536 T3

Cys
550
Asn
Asp

Ile

Arg

Gly

Gly

val

Leu

Cys

Tyr

Thr

Ser

615

Gly

Gly

Gly

Thr

Phe

Pro

Ala

ser

600

Leu

Gly

Gly

Ser

Ala
680

Glu

Gly

Tyr

cys

val

585

Gly

Cys

Ala

Gly

Leu

665

Ser

val

Glu

Leu

570

Phe

val

Thr

Gly

Tyr

ser

Gln

355

Arg

Met

Trp

Arg

Ala

635

Gly

ser

val

His

ASp

Leu

val

Ccys

620

Thr

Pro

Asp

ser

Thr Ser Leu
10

Ala Ala Ala Ala

25

val Pro Leu Cys LysS

40

126

Asn

Leu

LyS

Cys

Ala

Gly

val

Leu

Arg

Gin

Tyr

590

Ser

Trp

Ala

Gly

ser

670

Pro

Ala

Pro
Pro
575
Phe
Gly

Ala

Gly

Lys

Ala
15

Arg
560
Asp
Met

Lys

ser

Gly

Gly

GIn

Leu

ser Ala Lys Glu
30

Gly Ile Gly Tyr
45
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Asn

Ala

65

sSer

Leu

Arg

Trp

Pro

Arg

Ala

Ala

225

val

Ile

Glu

<210> 56

<211>131
<212> PRT

Tyr

50

Gly

Pro

Glu

Ala

Pro

130

Thr

Ser

Ser

Gly

Ar

21

Ala

ser

Ala

Arg

Thr

Leu

Asp

Asp

Lys

Asp

Leu

Pro

Gly

Gly

Gly

Pro

ser

Asn

Ala
275

Tyr

Glu

Leu

Tyr

100

Ala

Arg

Cys

Pro

ser

180

Gly

Gly

Cys

Glu

Cys

260

Phe

<213> Secuencia artificial

<220>

Met

val

Lys

Gly

Met

Met

Ar

16

Gly

Arg

Gly

Glu

Arg

Ala

Thr

ES 2663 536 T3

Pro

His

70

Phe

LyS

Cys

Arg

Arg

His

Gly

Gly

Pro

230

His

Leu

<223> Dominio Fri de FZD8 humano

Asn

55

GlIn

Phe

Pro

Ala

Cys

135

Tyr

Leu

Gly

Gly

Gly

Gly

Pro

Pro

GIn

Phe

Leu

Leu

Pro

120

Asp

ASDh

Pro

Arg

Cys

Leu

Cys

Phe

Trp

Cys

Pro

105

Leu

Arg

Arg

Pro

Pro

185

Gly

LyS

GlIn

Tyr

His
265

127

Asn

Pro

Ser

90

Pro

Met

Leu

Thr

Pro

170

Pro

Gly

Ala

Cys

Asn

250

Asn

His

Leu

75

Met

Cys

Arg

Pro

Asp

Pro

Gly

ASp

Arg

Arg

235

Arg

Pro

Asp

60

val

Tyr

Arg

GlIn

Glu

140

teu

Pro

Ala

Ala

Pro

220

Ala

val

Phe

Thr

Glu

Thr

Ser

Tyr

125

GIn

Thr

Gly

Arg

Ala

205

Pro

PO

Lys

Phe

GIn

Ile

Pro

val

110

Gly

Gly

Thr

Glu

Pro

190

Ala

Gly

Met

Thr

Ser
270

ASp

Gln

Ile

95

Cys

Phe

AsSn

Ala

GIn

175

Pro

Pro

Gly

val

Gly

GIn

Glu

Cys

80

Cys

Glu

Ala

Pro

Ala

160

Pro

His

Pro

Gly

ser

240

GIn

Asp
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15

<400> 56

Ala Ser Ala Lys Gl
1 5

Gly Ile Gly

Lys
20

Gln Gl

35

Asp Thr Asp

Glu Ile GIn

50

val

Tyr Thr Pro Ile

65

Gl
85

Arg Ser val Cys

Phe Al

100

GIn Tyr Gly

Glu GIn Asn Pr

Thr
130

Leu

<210> 57

<211> 2085

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FZD8 humano

<400> 57

atggagrggg gttacctgtt
cgctctagecg gcgetgegge
ccgctgtgta agggeatcgy
acgcaagacg aggcgggcct
tcgcccgate tcaagttctt

aagaagccgc tgccgecctg

Tyr

Cys

Cys

ES 2663 536 T3

U Leu Ala

Asn Tyr

u Ala Gly

Ser Pro

35

Leu Glu

70

u Arg Ala

a Trp Pro

o Asp Thr

ggaagtgacc
cgceteggec
ctacaactac
ggaggtgeac
cctgtgcage
ccgeteggtg

Glu
10

Cys GIn

Thr Tyr Met

25

Leu Glu val

40

Asp Leu Lys

Asp Tyr Lys

Ala Gly

90

Lys

ASp Met

Leu Met

120

tcgctgetgy
aaggagctyag
acctacatgce
cagttctggc

atgtacacgc

tgcgagegeg

128

Ile Thr

Pro Asn
GIn

His

Phe
60

Phe
Lys Pro
Cys Ala
Arg Cys

Asp Tyr

val

GIn

Phe

45

Leu

Leu

Pro

Asp

AsSn

Leu
15

Pro

Phe
30

Asn
Trp Pro
Cys Ser
Pro

Pro

Met
95

Leu

Ar
11

Leu

Arg Thr

125

ccgecttgge
catgccaaga
ccaatcagtt
cgctggtgga
ccatctgect

c€caaggcegg

gctgetgeag
gatcaccgtg
caaccacgac
gatccagtgce
agaggactac

ctgcgcgecg

cys

His

Leu

Met

Cys

80

Arg

Pro

Asp

60
120
180
240
300
360
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ctcatgcgcece
caaggcaacc
cccagcceccgce
ggccacggec
ggcggggacg
cctggcggcy
gtgtccagceqg
gcgetgecct
atcggeergt
atcgacatgg
ctctrcgtgt
agcggtggeg
9g9cycgygcyg
gcggtggage
ttgctggtet
tggttcctgag
ttccaccetgg
tcggtggacg
ctgcgegget
ctggccogct
accaagacgc
accgtgeccg
tgggaggcca
cccgactacyg
ggcgtgtggg
tgctgggcca
ggcggcgggc
ggcgggggct
agctccgtot

agtacggctt
ctgacacgct
cgcgeegect
gcccgeeggg
¢ggcggegec
gcgeggetee
agcgccacce
gccacaaccee
ggtcggtgct
agcgcttcaa
c€ggtggacta
€gccgggcyc
8cgcggocyc
agcacgtgcg
acttcttcag
cggccggtat
ccgegtggct
gcgacceggt
tcgtgctyge
tcgtgtcect
acaagctgga
c€cgcggtggt
cgcacaactg
ccgtcttcat
tctggtecgg
gcaagggcgc
€999999c9g
ccctctacag

cttatccaaa

ES 2663 536 T3

€geerggece
grgcatggac
gccgeegecy
ggccaggece
cccagctege
ctgcgagecc
gctctacaac
crtrrtcage
ctgcttcgtg
gtacccggag
cctagtgcge
99999gcgct
gggcggeecy
ctacgagacc
catggccagce
gaagtggagc
tgtgcccage
ggcgggcatce
gccgetggtc
gtrccgcate
gaagctgatg
ggtcgeetge
ccegtgectg
gctcaagtac
caagacgctg
€gcggtgagce
€ggcggcggg
cgacgtcagce

gcagatgeca

gaccgcatgc
tacaaccgca
ccgeecggcg
ccgcaccegeg
g9¢ggcggeg
gggtgccagt
cgcgtcaaga
caggacgagc
tccacctteg
cggcccatta
c1ggtggcgg
99999¢9cgg
g9cgggcgcy
accggececcg
tccatctggt
aacgaagcca
gtcaagtcca
tgctacgtyg
atctacctce
cgcteggtea
atccgectgg
ctctrtctacg
cgggacctge
ttcatgtycc
gagtcctgge
99999cgcgy
ggacccggeg
actggcectga

ttgtcccagg

<210> 58

<211>591

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FZD9 humano

<400> 58

129

gctgcgaccy
ccgacctaac
agcageegee
gaggcggcag
gtggcgggaa
gccgegegec
caggccagat
gcgectrtcac
ccaccgtetc
tcttccrcte
gccacgagaa
gcggcgcggc
gcgagtacga
cgctgtgeac
gggtgatctt
tcgccggeta
tcgeggtgct
gcaaccagag
tcatcggcac
tcaagcaaca
gcctgtteac
agcagcacaa
agccecgacca
tagtggtggg
gctceetgtg
gcgceacggce
gcggcgagag
cgtggeggtc
tctga

gctgcccgag
caccgeegeg
ttcgggeage
gggcggtggc
ggcgeggecc
tatggtgage
cgctaactge
cgtcttetgg
caccttcctt
ggcctgctac
ggtggcgtgc
ggcgggcgceg
ggagctggac
cgtggtcttc
gtcgctcaca
ctcgcagtac
ggcgeteage
cctggacaac
catgticctg
ggacggcccc
cgtgctctac
ccgeecgege
ggcacgcagg
catcacctcyg
cacccgetge
€gcgggoggt
gccygggegge
gggcacggcg

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
1980
2040
2085



Met

Ala

Gly

Gly

Ser

65

GIn

Ala

Pro

Phe

Arg

Ala

Pro

Ser

Arg

Ala

Ala

Arg

Ile

50

Gln

Tyr

Pro

Met

Asn

130

Asn

Gly

Arg

Gly

Ser
210

val

Gly

Gly

35

Gly

Gly

Gly

Met

Cys

115

FPhe

Asp

Pro

Pro

Thr

195

Cys

Ala

Gly

20

Ala

Tyr

Glu

Cys

Gly

Pro

Ala

Ala

180

Cys

Ala

Pro

Ala

Ala

Asn

Ala

His

85

Thr

Gln

Trp

His

Glu

165

Arg

Glu

Pro

ES 2663 536 T3

Leu

Ala

Pro

Leu

Ala

70

ser

ASD

Ala

Pro

Ala

150

Pro

Pro

Asn

Arg

Arg

Leu

Cys

Thre

55

Ala

His

Gln

Arg

His

Pro

Pro

Cys
215

Gly

Glu

GIn

40

Arg

Glu

Leu

val

Leu

120

Ser

Cys

Lys

Gly

Glu

200

Gly

130

Ala

Ile

25

Ala

Met

Leu

Arg

ser

105

Arg

Leu

Met

Gly

Asp

Lys

Pro

Leu

10

Gly

val

Pro

Ala

Phe

90

Thr

Cys

Asp

Glu

Leu

170

Leu

Phe

Gly

Leu

Arg

Glu

Asn

Glu

75

Phe

Pro

Ala

Cys

Ala

Gly

Gly

Gln

val

Leu

Phe

Ile

Leu

60

Phe

Leu

Ile

Pro

Ala

140

Pro

Met

Pro

Tyr

Glu
220

Trp

Asp

Pro

45

Leu

Ala

Cys

Pro

Ile

125

Arg

Glu

Leu

Gly

val

205

val

GlIn

Pro

30

Met

Gly

Pro

Ser

Ala

110

Met

Leu

Asn

Pro

Ala

190

Glu

Phe

Leu

15

Glu

Cys

His

Leu

Leu

95

Cys

Glu

Pro

Ala

val

175

Gly

Lys

Trp

Leu

Arg

Arg

Thr

val

80

Tyr

Arg

GIn

Thr

Thr

160

Ala

Gly

Ser

ser



Arg

Leu

Pro

cys

Ala

Gin

305

TYr

Thr

Ala

Lys

Thr

385

Phe

Leu

Thr

Gly

Arg

cys

His

Tyr

Gln

290

Glu

Tyr

Trp

His

Thr

370

Gly

val

Leu

Gly

val

450

TYyr

ASp

Phe

Arg

Asn

275

ser

Gly

Phe

Phe

Gly

Ile

Leuw

Leu

Thr

Gly

Phe

val

Lys

Phe

Phe

260

val

val

Leu

Gly

Leu

340

Ser

val

Cys

val

Gly

Thr

Ser

Tyr

ASD

Ser

245

Gln

Tyr

Ala

Glu

Met

325

Ala

Tyr

Ile

TYTF

Pro

405

Phe

Asn

Ile

Glu

ES 2663 536 T3

Phe
230
Thr
Tyr
ser
Cys
Asn
310
Ala
Ala
Phe
Leu
val
390
Leu
val

Thr

Leu

Ar
470

Ala

Ala

Pro

Leu

Ser

Gly

His

Thr

375

Ala

ser

Ala

Glu

TYyr
455

g Leu

Leu

rPhe

Glu

Ala

280

Gln

Gly

ser

Lys

Met

360

Leu

Ser

Gly

Leu

LysS

420

Thr

Asn

131

val
Thr
Ar

265
Phe
Glu
Cys
Leu
Lys
Ala
Arg
Thr
Tyr
Phe
425
Leu

val

Met

Trp

val
250

g Pro

Leu

Ala

Thr

330

Trp

Ala

Lys

Asp

Leu

410

His

Glu

Pro

Asp

Met

235

L.eu

Ile

Ile

Gly

Leu

315

Trp

Gly

Trp

val

Ala

395

val

Ile

LysS

Ala

Phe
475

-

Ala

Thre

Ile

Arg

Ala

300

val

val

His

Gly

Ala

380

Ala

Leu

Arg

Leu

Thr

460

Trp

val

Phe

Phe

Ala

285

Leu

Phe

val

Glu

Leu

365

Gly

Ala

Gly

Lys

Met

445

Cys

Arg

Trp

Leu

Leu

270

val

Tyr

Leu

Leu

Ala

350

Pro

Asp

Leu

Ser

Ile

430

val

val

Leu

Ser

Leu

255

ser

Ala

val

Leu

Thr

335

Ile

Ala

Glu

Thr

Ser

415

Met

Lys

Ile

Arg

Ala

240

Glu

Met

Gly

Ile

Leu

320

Leu

Glu

Leu

Leu

Gly

400

Phe

Lys

Ile

val

Ala
480
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Thr

Ccys

Lys

Trp

Ile

545

Tyr

His

<210> 59
<211> 230
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Glu

ser

Ile

Ser

530

Ala

Gly

Met

GlIn
Leu
Phe
515
ser
Ala

Arg

Thr

Pro

Pro

500

Met

Lys

Gly

Gly

LysS
580

Cys
485
Gly
Ser
Thr
Arg
Thr
565

Thr

ES 2663 536 T3

Ala

Gly

Leu

Phe

Ala

550

His

Asp

Ala

Ser

val

GIn

535

Arg

Cys

Pro

<223> Dominio extracelular (DEC) de FZD9

<400> 59

Met
1

Ala

Gly

Gly

ser

65

GIn

Ala

Ala

Arg

Ile

50

Gln

TYyr

val Ala Pro

5

Gly Gly Ala
20

Gly Ala Ala
35

Gly Tyr Asn

Gly Glu Ala

Gly Cys His
85

Leu

Ala

Pro

Leu

Ala

70

ser

Arg

Leu

Cys

Thr

55

Ala

His

Ala

val

val

520

Thr

Ala

His

ser

Gly

Glu

Gln

40

Arg

Glu

Leu

132

Ala

Pro

505

Gly

Trp

LyS

Tyr

Leu
585

Ala

Ile

25

Ala

Met

Leu

Arg

Gly

490

Thr

Ile

Gln

Ala

570

Glu

Leu

10

Gly

val

Pro

Ala

Phe
90

Pro

val

Thr

Ser

Cys

Gly

Ala

Ser

Leu

540

Arg

555

Ala

Asn

Leu

Arg

Glu

Asn

Glu

75

Phe

Pro

Pro

Leu

Phe

Ile

Leu

60

Phe

Leut

Gly

val

Gly

Cys

Ala

Thr

The

Trp

ASp

Pro

45

Leu

Ala

Cys

Arg

Phe

510

val

Tyr

Pro

val

His
590

Gln

Pro

30

Met

Gly

Pro

Ser

Trp

Arg

Gly

val

575

Leu

Leu

15

Glu

Cys

His

Leu

Leu
95

ASp

Leu

val

Lys

Ser

560

Leu

Leu

Arg

Arg

Thr

val

80

Tyr
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Ala

Pro

Phe

Arg

145

Ala

Pro

ser

Arg

Arg
225

<210> 60
<211> 137
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

Met

Asn

130

AsSn

Gly

Arg

Gly

Ser

210

Arg

Met

Cys

115

Phe

Asp

Pro

Pro

Thr

195

Cys

Asp

Cys

100

Glu

Gly

Pro

Ala

Ala

180

Cys

Ala

LysS

Thr

Gin

Trp

His

Glu

165

Arg

Glu

Pro

Asp

<223> Dominio Fri de FZD9 humano

<400> 60

Leu

1

Cys

Thr

Ala

His

Glu Ile Gly grg

GIln Ala val Glu
20

Arg Met Pro Asn
35

Glu Leu Ala Glu

50

Leu Arg Phe Phe

ES 2663 536 T3

Asp

Ala

Pro

Ala

150

Pro
Pro
Asn
Arg

Phe
230

Phe
Ile
Leu
Phe

Leu

GIn

Arg

His

Pro

Pro

Cys
215

Asp

Pro

Leu

Ala

55

cys

val

Leu

120

Ser

Cys

Lys

Gly

Glu

200

Gly

Pro
Met
Gly
40

Pro

ser

133

Ser
105
Arg
Leu

Met

Gly

Lys

Pro

Glu

Cys

His

Leu

Leu

Thr

Cys

Asp

Glu

Leu

170

Leu

Phe

Gly

Arg
10

Arg
Thr

val

Tyr

Pro

Ala

cys

Ala

155

Gly

Gly

Gln

val

Gly

Gly

ser

Gln

Ala

Tle

Pro

Ala

140

Pro

Met

Pro

TYyr

Glu
220

Arg

Ile

Gln

Tyr

60

Pro

Pro
Ile
125
Arg
Glu
Leu
Gly
val

205

val

Gly
Gly
Gly
45

Gly

Met

Ala

110

Met

Leu

AsSn

Pro

Ala

190

Glu

Phe

Cys

Cys

Cys

Glu

Pro

Ala

val

175

Gly

Lys

Trp

Ala
15

Asn
Ala

His

Thr

Arg

Gln

Thr

Thr

160

Ala

Gly

ser

Ser

Pro

Leu

Ala

Ser

Asp
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65 70 75 80

Gln val Ser Thr pro I7e Pro Ala Cys Arg Pro Met Cys Glu GIn Ala
85 90 95

Arg Leu Arg ggg Ala Pro Ile Met Glu GIn

Phe Asn Phe Gly Trp Pro
105 110

Asp Ser Leu Asp Cys Ala Arg Leu Pro Thr Arg Asn Asp Pro His Ala
115 120 125

Leu Cys Met Glu Ala Pro Glu Asn Ala

134

130 135

<210> 61

<211> 1776

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> FZD9 humano

<400> 61
atggecgtgg cgectetgeg gg9gggcgcetg ctgctgtgge agetgetggc ggegggcggc 60
gcggeactgg agatcggccg cttcgacccg gagcgegggc goggggctgce gocgtgocag 120
gcggtggaga tccccatgtg <cgcggcatc ggctacaacc tgacccgcat gcccaaccty 180
ctgggccaca cgtcgcaggg cgaggeggct gocgagctag cggagttcgc gecgotggig 240
cagtacggct gccacagcca cctgcgettc ttectgtget cgctctacgc gcoccatgtge 300
accgaccagg tctegacgee cattcccgee tgecggecca tgtgcgagca ggegcgccty 360
cgctgegege ccatcatgga gcagttcaac ttcggetgge cggactcget cgactgcgec 420
cggctgccca cgcgcaacga cccgcacgcg ctgtgcatgg aggcgcccga gaacgccacy 480
gccggecccy cggagecceca caagggecty ggcatgotge ccgtggegec geggeccgeg 540
cgcecctoccg gagacctggg €ccgggogeg ggcggcagryg gcacctgoga gaaccccgag 600
aagttccagt acgtggagaa gagccgctcg tgcgcaccge gotgegggece cggcgtcgag 660
gtgttctggt ccoggogega caaggacttc gogetggrct ggatggccgt gtggtcggcg 720
ctgtgcttct tetccaccge cttcactgtg ctcaccttct tgctggagee ccaccgettc 780
cagtaccccg agcgecccat catcttocte tccatgtget acaacgtcta ctcgetggec 840
ttcctgatcc gtgeggtgge cggagegeag agegtggcect gtgaccagga 9gcgggcacy 200
ctctacgtga tccaggaggg cctggagaac acgggctgea cgctggtctt cctactgcetce 960
tactacttcg gcatggccag ctcgetctgg tgggtogtec tgacgctcac ctggrtccrg 1020
gcrgeccggga agaaatgggg ccacgaggec atcgaggccc acggcagcta titccacatg 1080
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gctgcctyggy gectgecccge gotcaagacc atcgtcatcc tgaccctgog <aaggtggeg 1140
ggtgatgagc tgactgggct ttgctacgtg gccagcacgg atgcagcage getcacggge 1200
ttcgtgctgg tgcccctctc tggctacctg gtgetgggeca gtagtttect cctgaccgge 1260
ttcgtggcce tettocacat ccgcaagatc atgaagacgg gcggcaccaa cacagagaag 1320
ctggagaagc tcatggtcaa gatcggggtc ttctccatcc tctacacggt geccgccace 1380
tgcgtcatcg tttgctatgt ctacgaacgc ctcaacatgg acttctggeg ccttcgggee 1440
acagagcagc catgcgcage ggecgegggg cccggaggcece ggagggactg ctcgctgeca 1500
gggggctcgg tgcccaccgt ggeggtortc atgctcaaaa ttttcatgtc actggtggtg 1560
gggatcacca gcggcgtctg ggtgtggagc tccaagactt tccagacctg gcagagectg 1620
tgctaccgca agatagcage tggecgggece cgggecaagg cctgecgege cccoccgggage 1680
tacggacgtg gcacgcactg ccactataag gctcccaccg tggtcttgca catgactaag 1740
acggacccct ctttggagaa ccccacacac ctctag 1776

<210> 62

<211>581

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> FZD10 humano

<400> 62

Tet Gln Arg Pro g]y Pro Arg Leu Trp igu val Leu GIn val Tgt Gly

ser Cys Ala Ala Ile Ser Ser Met Asp Met Glu Arg

Pro Gly Asp Gly
20 25 30

Cys GIn Pro Ile Glu Ile Pro Met Cys Lys Asp Ile Gly Tyr Asn

Lys
35 40 45

Met ;gr Arg Met Pro Asn %gu Met Gly His Glu ggn Gin Arg Glu Ala

Ala 11e GIn Leu His Glu Phe Ala Pro Leu val

Glu Tyr Gly Cys His
65 70 75 80

Phe pPhe Leu Cys Ser Leu Tyr Ala

Gly His
Y 85 90

Leu Arg Pro Met ggs Thr

Met Cys Glu GlIn
110

Pro Ala Cys Arg val
105

ser Thr pPro Ile

100

Glu GIn val

135



Ala

Pro

TYr

145

Gly

Ala

ASp

Pro

Arg

ser

Arg

Tyr

Ala

Glu

305

Met

Ala

Tyr

Ser

GIn

Asn

Leu

210

Phe

ser

Tyr

ser

Cys

290

Ser

Ala

Ala

Phe

Lew
115
Ser
Cys
Gly
Glu
Pro
195

Cys

Ala

Ala

Pro

val

275

Asp

The

Ser

Gly

His
355

Lys

Leu

Met

Leu

His

180

Gly

Thr

val

Phe

Glu

260

Gly

Arg

Gly

ser

Cys

ASp

Glu

Phe

165

Pro

Lys

Pro

val

Thr

245

Arg

Tyr

Asp

Cys

Leu

325

Lys

Ala

ES 2663 536 T3

ser

cys

Ala

150

Pro

Leu

Phe

Gly

Pro

Leu

Ser

Thr

310

Trp

Trp

Ala

Pro

Arg

135

Pro

Pro

Lys

His

val

215

Leu

Leu

Ile

Ile

Trp

Gly

Trp

Ile

120

Lys

Asn

Leu

ASp

His

200

Asp

Ala

Thr

Ile

Arg

280

GIn

val

val

His

Ala
360

136

Met

Leu

Asn

Phe

val

Ile

Phe

Phe

265

Leu

Leu

Phe

val

Glu

345

Ile

Glu
Pro
Gly
Ar

170
Gly
Glu
Tyr
Trp
Leu
250
Leu
Phe
Tyr
Leu
Leu
330

Ala

Pro

GlIn

AsSn

Ser
155

g Pro

Pro

Lys

Trp

Ala

235

Ile

ser

Ala

val

val

315

Thr

Ile

Ala

Phe

Lys

140

Asp

Gin

Gly

ser

Ser

220

val

ASD

Met

Gly

Ile

300

Leu

Leu

Glu

vai

Asn

125

AsSn

GTu

Arg

Arg

Ala

205

Arg

Leu

Pro

Cys

Ala

285

GIn

Tyr

Thr

Ala

365

Phe

Asp

Pro

Pro

Gly

190

Ser

Glu

Cys

Ala

TYr

Glu

Glu

Tyr

Trp

AsSn

350

Thr

Lys

Pro

Thr

His

175

Gly

Cys

Asp

Phe

Arg

Cys

ser

Gly

Fhe

Phe

335

Ser

Ile

Trp

AsSn

Cys

Ala

Lys

Phe

240

Phe

val

Ile

Leu

ser

Leu



10

Ile
Tyr
385
Pro
Phe
Asn
val
Glu
465
Cys
ser
val
GlIn
Arg
545
Gln

ser

<210> 63
<211> 227
<212> PRT

Leu

370

val

Leu

val

Thr

Leu

450

Arg

Lys

Ile

val

ser

330

Lys

His

Pro

val

Gly

Ala

Ala

Asp

Tyr

Leu

Met

Pro

Gly

Trp

Pro

Pro

Thr

Met
ser
Cys
Leu
420
LyS
Thr
AsSn
Asn
Ala
500
Ile
GIn
Ala

GIn

Ccys
580

<213> Secuencia artificial

<220>

Arg

Met

Tyr

405

Phe

Leu

val

Met

Asn

485

val

Thr

GIn

ser

Lys

565

val

ES 2663 536 T3

His

Glu

Pro

Glu

Ser

val

val

550

Thr

val

375

val

val

Ile

Lys

Ala

455

Tyr

Thr

Ile

Gly

Cys

Ile

His

<223> Dominio extracelular (DEC) de FZD10

<400> 63

Ala

AsSn

Ile

Arg

Leu

440

Thr

Trp

Lys

Phe

Met

520

Ser

Thre

His

137

Gly

Ala

Gly

Arg

Met

Cys

LYS

Thr

Met

505

Trp

Arg

ser

Gly

Asp

Leu

Thr

410

val

val

val

Ile

Leu

490

val

Ile

Arg

Gly

LyS
570

Glu

Thr

395

ser

Met

Arg

Ile

Leu

475

Asp

Lys

Trp

Leu

Gly

Tyr

Leu

380

Gly

Phe

Lys

Ile

Ala

460

Ala

Cys

Ile

Thr

LyS

Ile

Glu

Thr

Phe

Ile

Thr

Cys

Ala

Leu

Phe

ser

525

Lys

Tyr

Ile

Gly

val

Leu

TYr

Gln

Met

Met

510

Lys

Lys

Lys

Pro

val

Leu

ser

415

Gly

Phe

Phe

His

Ala

495

Leu

Thr

ser

Lys

Ala
575

Cys

Ile

400

Gly

Glu

sSer

Tyr

Leu

Leu

Arg

Ala

560

Gin



10

Met GIn Arg Pro Gly
5

Ser Cys Ala Ala Ile
20

Lys Cys g;n Pro Ile

Met Thr Arg Met Pro
50

Ala Ile GIn Leu His
65

Gly His Leu Arg Phe
85

6lu G1In val ser Thr
100

Ala Arg Leu Lys Cys
115

Pro Asp Ser Leu Asp

Tyr Leu Cys Met Glu
145

Gly Ser Gly Leu Phe
165

Ala G1n Glu His Pro
180

AsSp Asn Pro Giy Lys
195

Pro Leu Cys Thr Pro
210

Arg Phe Ala
225

<210> 64

<211> 134

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio Fri de FZD10 humano

ES 2663 536 T3

Pro

Ser

Glu

Asn

Glu

70

Phe

Pro

Ser

cys

Ala

150

Pro

Leu

Phe

Gly

Arg

Ser

Ile

Leu

55

Phe

Leu

Ile

Pro

Arg

Pro

Pro

LyS

His

val
215

Leu

Met

Pro

40

Met

Ala

Cys

Pro

Ile

120

Lys

Asn

Leu

Asp

His

200

Asp

138

Trp

Asp

25

Met

Gly

Pro

Ser

Ala

105

Met

Leu

Asn

Phe

val

Leu

10

Met

Cys

His

Leu

Leu

90

Cys

Glu

Pro

Gly

Gly

Glu

Tyr

val

Glu

Lys

Glu

val

75

Tyr

Arg

GIn

Asn

ser

155

Pro

Pro

Lys

Trp

Leu

Arg

ASD

Asn

60

Glu

Ala

val

Phe

Lys

140

ASp

GIn

Gly

ser

ser
220

6ln

Pro

Ile

" 45

GIn

Tyr

Pro

Met

Asn

125

Asn

Glu

Arg

Arg

Ala

205

Arg

val

Gly

30

Gly

Arg

Gly

Met

Asp

Pro

Pro

Gly

Ser

Glu

Met

15

Asp

Tyr

Glu

Cys

Cys

95

Glu

Lys

Pro

Thr

His

175

Gly

cys

ASp

Gly
Gly
ASn
Ala
His
80

Thr
Gin
Trp
Asn
Arg
160
ser
Cys

Ala

Lys



10

15

<400> 64

Ile
1

Ile

Pro

His

Phe

65

Thr

Cys

Asp

Glu

<210> 65
<211> 1746
<212> ADN

Ser

Glu

Asn

Glu

50

Phe

Pro

ser

Cys

Ala
130

Ser
Ile
Leu
35

Phe
Leu
Ile
Pro
Ar

11

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> FZD10 humano

<400> 65

Met

Pro

20

Met

Ala

Cys

Pro

Ile

100

Lys

Asn

Asp
5
Met
Gly
Pro
ser
Ala
85
Met

Ley

Asn

ES 2663 536 T3

Met

Cys

His

Leu

Leu

70

Cys

Glu

Pro

Gly

Glu

Lys

Glu

val

55

Tyr

Arg

Gln

AsSn

Arg

Asp

Asn

40

Glu

Ala

val

Phe

Lys

Pro

Ile

25

GIn

Tyr

Pro

Met

Asn

105

Asn

Gly
10

Gly
Arg
Gly
Met
Cys
a0

Phe

Asp

Asp

Tyr

Glu

Cys

Cys

75

Glu

Lys

Pro

Gly

Asn

Ala

His

60

Thr

GIn

Trp

Asn

Lys

Met

Ala

45

Gly

Glu

Ala

Pro

TYyr

Cys

Thr

30

Ile

His

Gln

Arg

Asp

110

Leu

Glin

15

Arg

Gln

Leu

val

Leu

95

ser

Cys

atgcagogee cgggcocccg cctgtggetg gtcctgcagg tgatgggcetc gtgogcecgcc

atcagctcca tggacatgga gcgeccggge gacggcaaat gocagoccat cgagatcecg

atgtgcaagg acatcggcta caacatgact cgtatgccca acctgatggg ccacgagaac

139

Pro

Met

Leu

Arg

sSer

80

Lys

Leu

Met

60
120
180
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cagcgcgagg cagccatcca gttgcacgag ttcgcgccge tggtggagta cggetgecac 240
ggccacctce gertcttect gtgetcgctg tacgegecga tgtgeaccga gcaggroter 300
acccccatce ccgectgecg ggtcatgtge gagcaggoce ggctcaagtg ctocccgatt 360
atggagcagt tcaacttcaa gtggcccgac tccctggact gecggaaact ccccaacaag 420
aacgacccca actacctgtg catggaggceg cccaacaacg gctcggacga gcoccacccgg 480
ggctcgggee tgttccogoe gotgitcogg ccgeagegge cccacageyge geaggageac 540
ccgctgaagg acgggggccc €gggcgegge ggetgcgaca acccgggeaa gitccaccac 600
gtggagaaga gcgcgtcgtg €gegecgete tgcacgeccg gogtggacgt gtactggage 660
cgcgaggaca agcgcttcge agtggtetgg ctggccatct gggeggtgct gtgcttcttc 720
fc¢cagegaect tcaccgtget caccttecte atcgacccgg cccgettccg ctaccccgag 780
cgccccatca tettoctcie catgtactac tgegtctact ccgtgggcta cctcatccgc 840
ctcttegocg gcgccgagag catcgcctge gaccgggaca gceggccaget ctatgtcatce 900
caggagggac tggagagcac cggctgcacg ctggtcttcc tggtcctcta ctacttogge 960
atggccaget cgetgtggtg 9gtggtecte acgetcacct ggttectggc cgccggcaag 1020
aagtggggcc acgaggecat cgaagccaac agcagctact tccacctggce agectgggec 1080
atcccggegg tgaagaccat cetgatcctg gtcatgegca gggtgygcggg ggacgagctc 1140
accggggtcr getacgtagg cagcatggac gtcaacgcgc tcaccggett cgtgctcatt 1200
cccctggoct gotacctggt catcggcacg tecttcatce tectcgggett cotggecctg 1260
ttccacatce ggagggtgat gaagacggygc ggcgagaaca cggacaagct ggagaagctc 1320
atggtgcgra tcgggetctt ctctgtgetg tacaccgtgce cggccacctg tgtgatcgee 1380
tgctactitt acgaacgcct caacatggat tactggaaga tcctggegge gcagcacaag 1440
tgcaaaatga acaaccagac taaaacgctg gactgcctga tggcecgectc catccccgee 1500
gtgoagatct tcatggtgaa gatctttatg ctgctggtygg tggggatcac cagcgggaty 1560
tggatttgga c¢ct¢caagac tctgcagtcc tggcagcagg tgtgcagccg taggttaaag 1620
aagaagagcc ggagaaaace ggccagcegtg atcaccagcg grgggattta caaaaaagee 1680
cagcatcCcce agaaaactica ccacgggaaa tatgagatcc ctgcccagtc geccacctge 1740
gtgtga 1746

<210> 66

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento sintético de receptor frizzled humano

<400> 66

GIn Tyr Gly Phe Ala
1 5
<210> 67

140
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55
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<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento sintético de receptor frizzled humano

<400> 67

g1n Asp Glu Ala g]y Leu Glu val His E%n Phe Trp Pro Leu

<210> 68

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento sintético de receptor frizzled humano

<400> 68

?13 Gly Leu Glu ga1 His GIn Phe

<210> 69

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento sintético de receptor frizzled humano

<400> 69

iys GIn Phe Tyr §1y Phe GIn Ala

<210>70

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Epitopo conformacional de FZD8

<400> 70

;he Pro Leu Ile ;yr Leu Met Trp Pro Qgp Arg

<210>71

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de cadena ligera

<400> 71

141
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20

25

30

35

40

45

50

ier Gly Asp Lys gsn Leu Ile Gly Lys igr Lys Phe Tyr Ala val Ser

His

<210> 72

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Una CDR2 de cadena ligera

<400> 72

Glu Asp Lys AsSp Ser Asn Arg Pro Ser Gly
1 5 10

<210>73

<211>14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de cadena ligera

<400> 73

ser GIn Ser Phe Tyr Ala Gly Asn Asn Thr Leu Ser Leu Glu
1 5 1

<210>74

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de FZD8

<400> 74

<210> 75

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 75
cgctctecaa ggcgecaagg agagg

<210>76
<211> 696

ES 2663 536 T3

25

Iyr Gly phe Ala

142

15
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de anticuerpos anti IgG de FZD de 18R5

<400> 76

10

15

20

25

30

35

atggcctggg
atcgagctga
tgctecgycg
gccectgtge
tceggetceca
gaggccgact
acaaagctga
tcctecgagg
cctggegetg

acaaccaccc

cccrgetget
cccagectcee
acaacatcgg
tggtgatcta
actccggcaa
actactgeca
ccgtgetggg
agctgeaggc
tgactgtggc

cttccaagca

acccctgage agrggaagte
accgtggaaa agacagtggc
<210> 77
<211>10

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDRL1 de cadena pesada

<400> 77

gctgaccctg
ctecegtgee
cagcttctac
cgacaagtcc
caccgecace
gtcctacgec
ccagcctaag
caacaaggcc
ttggaaggcc
gtccaacaac
ccaccggtec

acccaccgag

ctgacacagg
gtggccecty
gtocactggt
aaccggecee
c¢tgaccatct
aacaccctgt
gccgetectt
accctggtgt
gactecteec
aagtacgcceg
tactcttgec

tgctec

gcaccggete
gccagaccge
atcagcagaa
ccggcatcec
ccggcaccea
ccctggtgtt
ccgtgacect
gcetgatete
ctgtgaaggc
cctectecta

aggtgaccca

Ttgggccgac
ccggatctce
acctggacag
tgagcggric
ggccgaggac
tggcggcgga
gttcectect
cgacttctac
cggcgtggag
cctgtecctg

cgagggctcc

Gly Phe Thr phe Ser Ser Tyr Tyr Ile Igr
1l

<210>78

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena pesada

<400> 78

1

Gly

<210> 79

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

5

143

Thr Ile Ser Tyr Ser Ser Ser Asn Thr Tyr Tyr Ala As
5 10

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
696

p Ser val Lys
15
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<220>
<223> CDR3 de cadena pesada

<400> 79

ier Ile val Phe gsp Tyr

<210> 80

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de cadena ligera

<400> 80

ier Gly Asp Ala Eeu Gly Asn Arg Tyr Xg1 Tyr

<210>81

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena ligera

<400> 81

ier Gly Asp Ala %eu Gly Asn Arg Tyr XS] Tyr

<210> 82

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de cadena ligera

<400> 82

g'ly Ser Trp Asp Thr Arg Pro Tyr Pro Lys Tyr
5 10

<210> 83

<211> 696

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de anticuerpos anti FZD de 18R4605

<400> 83

144
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15

20

atggcatggg
atagaactaa
tgctcgggag
gcacctgtat
agtggttcga
gaggctgact
acaaagttaa
tcatccgagg
cctggtgcetg
acaacgactc
acccctgage

acggtcgaaa

cattattgct
ctcagecace
acaatatagg
tagtaatcta
actccggcaa
actactgcca
ccgtgetggg
agctacaggc
taacggtagc
cttccaagea
agtggaagtc

agacagtagc

ES 2663 536 T3

actractcta
ctctgttage
aagtttctat
tgacaaaagt
cactgcaact
gagttacgca
ccagcctaag
caacaaggcc
gtggaaggcc
gtccaacaac
ccaccgttca

acctactgaa

rrgacgcaag
gttgcaccgg
gtacattogt
aaccgacctt
ttaactatat
aacactctgt
gccgcacctt
accttagtgt
gactcatcgce
aaatacgccg
tactcgtgece

tgctca

<210> 84

<211> 696

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de anticuerpos anti FZD de 18R4805

<400> 84

cattattact acttactcta cttacgcaag

atggcatggg

atagaactaa
tgctcgggag
gcacctgtat
agtggttcga
gaggcggact
acaaagttaa

tcatccgagg

cctggtgctg
acaacgactc
acccctgage

acggtcgaaa

ctcageegec
acaatattgg
tagtaatata
actcgggceaa
actattgcca
ccgtgetagg

agctacaggc

taacggtage
cttccaagcea
agtggaagtc

agacagtage

gtctgttage
trctrectat
tgacaaaagt
cactgcaacet
aagttacgca
ccagcctaag

gaacaaagcc

gtggaaggcg
gtccaacaac
gcaccgttca

acctacggaa

gttgcaccgy
gtacattggt
aaccgtectt
ttaactatat
aacactctat
gccgeacctt

accttagtgt

gactcatcge
aaatacgcag
tactcgtgee
tgctca

<210> 85

<211> 115

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de anticuerpos anti FZD de 44R24

<400> 85

145

gaacgggttc
gacagacggc
atcaacagaa
ccggaatacc
ctggaactca
ccetggtgrr
cggtgaccct
gcctaatcte
cggtgaagqc
cgtcctecta

aggtgacgca

gaacgggttc
gacagacggc
atcaacagaa
cgggaatacc
ctggaacgca
ccttagtatt
cggtgaccct

gcctaatctc

‘cggtgaaggce

cgagtagtta

aggttacgca

atgggcagac
acgtatatcg
acctggtcaa
tgagegtttc
ggcggaggat
tggcggegga
attccctect
cgacttctat
cggtgtggag
cctgteecta

cgagggttca

atgggcagac
acgtatatcg
acctggrcaa
tgagcgttte
ggcggaggat
tggtggagga
attccctect

agacttttat

cggtgtggag
ccrgteecta

cgagggttca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
696

60
120
180
240
300
360
420
480

540
600
660
696



10

Glu

Ser

TYr

ser

Ala

val

<210> 86
<211> 104
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de anticuerpos anti FZD de 44R24

<400> 86

val

Leu

Ije

Thr

50

Gly

.Gln

Arg

Ser

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Arg

Met

ser

ser
115

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ile
100

val

Ser

val

Tyr

Thr

Ser

85

val

ES 2663 536 T3

Glu

Cys

Arg

ser

Ile

70

Leu

Phe

ser

Ala

GIn

ser

55

ser

Arg

ASp

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Tyr

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

105

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

GIn

val

Thr

Gly

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Thr

Pro

Ser

30

Glu

ASp

Thr

Tyr

Leu
110

Gly

15

Ser

Trp

ser

Leu

Tyr

95

val

Gly

TYTFR

val

val

Tyr

80

Cys

Thr

gsp Ile Glu Leu ';'hr GIn Pro Pro Ser val Ser val Ala pPro ﬂy Gln

146

10
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25
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Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Ala Leu Gly Asn Arg Tyr
20 25 30

Tyr Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro val Leu val Ile
35 40 45

Ser gay Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser Asn ggr Gly Asn Thr

Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr
65 70 75

Cys Gly Ser Trp Asp Thr Arg Pro Tyr Pro Lys Tyr val Phe Gly
85 90 95

Gly Thr Lys Leu Thr val Leu Gly
100

<210> 87

<211> 354

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de anticuerpos anti FZD de 18R5/18R8

<400> 87

gaggtgcage
tcetgegecg
ccagggaagg
gccgactecg
ctgcagatga

atcaagtacg

tggtcgagtc
cctecggett
gactggagtg
tgaagggccg
actctctgag
tgttcgccaa

tggcggcgga
caccttetee
ggtctccgtg
gttcaccatc
agccgaggac

ctggggccag

ctggtgcagc
cactacaccc
atcrecgacy
tcctccgaca
accgccgtgr
ggcaccetgy

ctggcggcete cctgagactg
tgtcctgggt gcgccaggea
acggctccta cacctactac
actccaagaa caccctgtac
actactgcgc ccggaacttc

tgaccgtgte ctec

<210> 88

<211> 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de anticuerpos anti FZD de 18R8

<400> 88

gacatcgagc tgacccagcc tccctecgtyg tcigtggctc ctggeccagac cgcccggatc
tcctgetecyg gegacaagct gggcaagaag tacgcctcct ggratcagca gaagcctgga
caggcccctg tgctggtcat ctacgagaag gacaaccggc ctagcggcat ccctgagegg
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val

Pro

Ala

Tyr
80

Gly

60
120
180
240
300
354

60
120
180
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ttctccgget ccaactecgg caacaccgcc accctgacca tctccggeac ccaggecgag 240
gacgaggccg actactactg ctoctccttc gccggcaact ccctggaagt gttcggcgga 300
gycaccaagc tgaccgrget ggge 324

<210> 89

<211> 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de anticuerpos anti FZD de 18R5

<400> 89
gacatcgage tgacccagec tccctccgtg tecgtggecc ctggccagac cgcccggatc 60
tcctgetccg gcgacaacat cggcagcttc tacgtgcact ggtatcagca gaaacctgga 120
caggcccctg tgetggrgat ctacgacaag tccaaccggc cttccggcat ccctgagegg 180
ttctccgget ccaactccgg €aacaccgec accctgacca tctccggcac ccagygccgag 240
gacgaggccg actactactg <cagtcctac gccaacaccc tgtccctggt gritggeggc 300
ggaacaaagc tgaccgtgct gggc 324

<210> 90

<211> 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Anticuerpos anti FZD 18R4605

<400> 90
gacatagaac taactcagCc accctctgtt agcgitgcac cgggacagac ggcacgtata 60
tcgtgctcyg gagacaatat aggaagtttc tatgtacatt ggtatcaaca gaaacctggt 120
Caagcacctg tattagtaat ctatgacaaa agtaaccgac cttccggaat acctgagcgt 180
ttcagtggtt cgaactccgg caacactgca actttaacta tatctggaac tcaggcggag 240
gatgaggctg actactactg ccagagttac gcaaacactc tgtccctggt gritggcggc 300
ggaacaaagt taaccgtgct gggce 324

<210>91

<211> 1365

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de anticuerpos anti FZD de 44R24

<400> 91

148
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149

atgaagcacc tgtggttctt tctgctgctg gtggcegete ctagatgggt gctgtcecgag 60
gtgcagetgg tggagtctgy <goagoacty grgcagectg goggetccct gagactgtct 120
tgcgecegect ccggettcac cttctectet tactacatca cctgggtgeg ccaggetoct 180
ggcaagggac tggaatgggt gtccaccatc tcctactcct ccagcaacac ctractacgcec 240
gactccgtga agggccggtt caccatctce cgggacaact ¢caagaacac cctgtacctg 300
cagatgaact ccctgagggc ¢gaggacacc gccgtgtact actgegeecg gtccatcgrg 360
ttcgactact ggggccaggy caccctggtyg accgtgtect cttccgtgtt coctetggec 420
ccttgetece ggtccacctc tgagtctacc gecgctctgg gcrgectggt gaaggactac 480
ttcoctgage ctgtgaccgt gtcctggaac tCtggegece tgaccrctygg cgtgcacace 540
ttccctgecg tgctgcagtc ctcoggectg tactcectgt cctccgtyggt gaccgtgect 600
tcctccaact tcggcaccca gaccracace tgcaacgtgg accacaagec ttccaacacc 660
aaggtggaca agaccgtgga gcggaagtge tgcgtggagt goccrocttg tcctgetect 720
cctgtggctg gooccttctgt gtrectgric ¢ctcctaage ctaaggacac cctgatgatce 780
tcccggacce ctgaagtgac ctgcgtggtg grggacgtgt cccacgagga ccctgaggtg 840
cagttcaatt ggtacgtgga cggcgtggag gtgcacaacg ccaagaccaa gcctcgggag 900
gaacagttca actccacctt ccgggtggtg tetgtgetga ccgtggtgca ccaggactgg 960
ctgaacggca aagaatacaa gtgcaaggtg tccaacaagg gcctgocctgc ccctatcgaa 1020
aagaccatct ctaagaccaa gggcecagect cgcgagecte aggtctacac cctgectect 1080
agccgggagy aaatgaccaa gaaccaggtg tccctgacct gtetggtgaa gggcttctac 1140
Ccttccgata tcgccgtgga gtgggagtct aacggccagc ctgagaacaa ctacaagacce 1200
accecctccta tgctggactc cgacggctcc ttctrtoctgt actccaagct gacagtggac 1260
aagtcccggt ggcagcaggg caacgtgrtc tcctgetccg tgatgcacga ggccctgcac 1320
aaccactaca cccagaagtc ccrgrtccctg tctcctggca'agtga 1365
<210> 92
<211> 324
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Anticuerpos anti FZD 18R4805
<400> 92
gacatagaac taactcagcc gccgtctgtt agcgrtgcac cgggacagac ggcacgtata 60
tcgtgctcgg gagacaatat tggttctttc tatgtacatt ggtatcaaca gaaacctggt 120
caagcacctg tattagtaat atatgacaaa agtaaccgtc cttcgggaat acctgagcgt 180
ttcagtggtt cgaactcggg caacactgca actttaacta tatctggaac gcaggeggag 240
gatgaggcgg actactattg ccaaagttac gcaaacactc tatccttagt gtttggtgga 300
ggaacaaagt taaccgtgct aggc i 324
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<211> 672
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Cadena ligera de anticuerpos anti FZD de 44R24

<400> 93

atggctitgog
atcgagctga
tgctctggeg
gcecctgtge
aacaccgeca
ggctcctggg
gtgctgggcce
gccacectog
gccgactcta
aacaagtacg
tcctactcett
gagtgctecct

<210> 94

<211> 345

<212> ADN
<213> Secuencia

<220>

ctctgetget
cccagectec
acgcectggg
tggtgatccc
ccctgaccat
acacccggec
cttccgtgéc
tgtgcctgat
gccctgtgaa
cecgectecte
gccaggtgac
ag

artificial

gctgaccctg
ctctgtgtet
caacagatac
ttceggeate
ctctggcace
ttaccctaag
cctgtteccet
ctccgactte
ggccggegtyg
ctacctgtec

ccacgagggc

ctgacacagg
gtggccectg
gtgtactggt
cctgagegot
caggccgagy
tacgtgttcg
ccatcctccg
taccctgycy
gagacaacca
ctgacccctg

tccaccgtgg

<223> Cadena pesada de anticuerpos anti FZD de 44R24

<400> 94

gaggtgcagc
tettgegecg
cctggcaagg
gccgactecg
ctgcagatyga
gtgttcgact

<210> 95

<211> 312

<212> ADN
<213> Secuencia

<220>

tggtggagtc
cctecggett
gactggaatg
tgaaggaccg
actccctgag

actggggceca

artificial

tggcggagga
caccttctcc
ggtgtccacc
gttcaccatc
ggccgaggac
gggcacccty

ctggtgcage
tcttactaca
atctcctact
tcccgggaca
accgccgtgt
gtgaccgtgt

<223> Cadena ligera de anticuerpos anti FZD de 44R24

<400> 95

150

gcaccggcte
gccagaccgce
atcagcagaa
tctecggete
acgaggccga
gcggaggcac
aggaactgca
ccgtgaccgt
ccecttecaa
agcagtggaa

aaaagaccgt

ctggeggetc
tcacctgggt
cctccageaa
actccaagaa
actactgege

cctct

ttgggccgac
caggatctct
gccaggecag
caactccgge
ctactactgc
caagctgacc
ggccaacaag
ggctrtggaag
gcagtccaac
gtcccaccgg

ggceectace

cctgagactg
gcgccagget
cacctactac
caccctgtac

ccggtecatce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
672

60
120
180
240
300
345
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gacatrcgagce

tcttgetety

caggcccctg

ggcaacaccg

tgcggctect

accgtgetgg
<210> 96

<211> 1389
<212> ADN

ES 2663 536 T3

tgacccagee tceocrctgtg tetgtggoce ctggccagac

gcgacgcect
tgctggtgat
ccaccctgac

gggacacccyg

gc

<213> Secuencia artificial

<220>

gggcaacaga tacgtgtact
ccerteegge atcectgage
catctctgge acccaggeeg

gcctraccct aagtacgtgt

ggtatcagca
ggrtctccgg
aggacgaggc
tcggcyggagg

cgccaggatc
gaagccagge
ctccaactcce
cgactactac

caccaagetg

<223> Cadena pesada 1gG2 de anticuerpos anti FZD de 18R5/18R8/18R4605/18R4805

<400> 96

151
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120
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240
300
312



ES 2663 536 T3

atgaagcacc tgtggttctt tctgctgectg gtcgccgetc ctagatgggt getgtecgag 60
gtgcagctgg tcgagtctgg cggcggactg gtgcagcctg goggetcoct gagactgtcc 120
tgcgeegect ccggcttcac ctictcccac tacaccctgt cctgggtgeg ccaggcacca 180
gggaagggac tggagtgggt ctccgtgatc tccggegacg getcctacac ctactacgec 240
gactccgtga agggccggtt caccatctcc tccgacaact ccaagaacac cctgtacctg 300
cagatgaact ctctgagagc cgaggacacc gccgtgtact actgegeccyg gaacttcatc 360
aagtacgtgt tcgccaactg gggccagggc accctggtga cocgtgtectc ¢gcctecace 420
a4agggccctt ccgtgttcce tCtggoccct tgoteccggt ccacctccga gtccaccgec 480
gctctgggct gectggtgaa ggactacttc cctgagcctg tgacagtgtc ctggaactct 540
ggcgecctga cctceggegt gcacaccttc cctgccgtge tgcagtectc cggectgtac 600
TCCCtgicet Ccogtggtgac agtgccttcC tccaacttcg geacccagac ctacacctge 660
aacgtggacce acaagecttc caacaccaag gtggacaaga ccgtggagcg gaagtgcetge 720
gtggagtgec ctccttgooce tgcccctect gtggetggtc ctagegtgtt cctgttocet 780
cctaagccta aggacaccet gatgatctcc cggacccctg aggtgacctg cgtggtgytg 840
gacgtgtccc acgaggatcc tgaagtccag ticaattggt acgtggacgg cgtggaggtg 200
cacaacgcca agaccaagcec tcgggaggag cagttcaact ccaccticcg ggtggtgtcce 960
gtgctgaccg tggtgcacca ggactggctg aacggcaaag aatacaagtg caaagtctee 1020
aacaagggcc tgectgocce tatcgaaaag accatcagca agaccaaggg ccagecctcge 1080
gagecrcagy rgtacaccct goctecctct cgcgaagaga tgaccaagaa ccaggtgtce 1140 %
ctgacctgtc tggtgaaggg cttctaccct tccgatatcg ccgtggagtg ggagtccaac 1200 ‘
ggccagectg agaacaacta caagaccacc cctcctatge tggactccga cggctcttte 1260
trccigtact ccaagctgac agtggacaag tceceggtgge agcagggcaa cgtgrtcrce 1320
tgctccgtga tgcacgagge cctgecacaat cactacaccc agaagtcect gtccctgtet 1380
cctggcaag 1389
<210> 97
<211> 696
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera lambda de anticuerpos 18R8, anti FZD,

<400> 97

152



atggcctgog
atcgagctga
tgctccggey
gcecetgtge
tccggctcca
gaggccgact
accaagctga
tcctcecgagg
cctggcgecg
acaaccaccc
acccctgage

accgtggaaa

ccctgetges
cceageetec
acaagctggg
tggtcatcta
actccggecaa
actactgete
ccgtgergag
aactgcaggc
tgacegtgoc
cttccaagea
agtggaagtc
agacagtggc

ES 2663 536 T3

gctgaccctyg
ctccegtgtet
caagaagtac
cgagaaggac
caccgecacc
ctecttegec
ccagcctaag
caacaaggcc
ctggaagygcc
gtccaacaac
ccaccggtec

cceccaccgag

ctgacacagq
gtggctectyg
gcctectggt
aaccggccta
ctgaccatct
ggcaactcce
gccgetectt
accctggtct
gactccteece
aagtacgccg
tactcttgee

tgctcc

153

gcaccggctc
gccagacege
atcagcagaa
gcggcatccc
ceggeaceea
tggaagtgtt
ccgtgacect
gcctgatctc
ctgtgaaggc
cctectecta

aggtcaccca

ttgggccgac
ccggatctcee
gcetggacag
tgagcggttc
ggccgaggac
€ggCggagac
gttccctect
cgacttctac
cggcgtggag
cctgteecty

cgagggctcc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
696
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REIVINDICACIONES

1., Un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a un receptor frizzled humano seleccionado del grupo que
consiste en FZD8, FZD5, FZD1, FZD2 y FZD7, y que inhibe la unién de Wnt con el receptor frizzled humano, en
donde el anticuerpo:

(@ se une a la secuencia (K/IQ)F/Y)GF(Q/A) (SEQ ID NO: 69) y/lo a la secuencia
Q(DE/ED)AGLEVHQF(Y/W)PL (SEQ ID NO: 24) dentro del receptor frizzled humano;

(b) en un ensayo de unién competitiva, compite por la union especifica a los receptores FZD8, FZD5, FZD1,
FZD2 o FZD7 humanos con un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que
comprende la SEC ID NO: 10 y una region variable de cadena ligera que comprende la SEC ID NO: 14 o0 SEC
ID NO: 12 y/o

(c) comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende GFTFSHYTLS (SEQ ID NO: 1); una CDR2 de
cadena pesada que comprende VISGDGSYTYYADSVKG (SEQ ID NO: 2); y una CDR3 de cadena pesada que
comprende NFIKYVFAN (SEQ ID NO: 3); y una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDNIGSFYVH (SEQ
ID NO: 7); una CDR2 de cadena ligera que comprende DKSNRPSG (SEQ ID NO: 8); y una CDR3 de cadena
ligera que comprende QSYANTLSL (SEQ ID NO: 9).

2. El anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 1, que se une especificamente a mas de un receptor frizzled
humano seleccionado del grupo que consiste en FZD8, FZD5, FZD1, FZD2 y FZD7.

3. El anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 2, en el que los receptores frizzled humanos a los que se une el
anticuerpo comprenden FZD8 y FZD5.

4. El anticuerpo monoclonal segun la reivindicacién 3, que se une especificamente a FZD8, FZD5, FZD1, FZD2 y
FzD7.

5. El anticuerpo monoclonal segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo es un
antagonista del receptor (o de los receptores) frizzled humano(s).

6. El anticuerpo monoclonal segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que se une especificamente a FZD8
humano, en donde el anticuerpo:

(a) se une a la secuencia QYGFA (SEQ ID NO: 66); y/o
(b) se une a la secuencia QDEAGLEVHQFWPL (SEQ ID NO: 67).

7. El anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 6, que se une especificamente a FZD8 humano, en donde el
anticuerpo:

(a) se une a la secuencia QYGFA (SEQ ID NO: 66) dentro de FZD8; y/o
(b) se une a la secuencia GLEVHQ (SEQ ID NO: 25) dentro de FZD8.

8. El anticuerpo monoclonal seguin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es un fragmento de
anticuerpo.

9. El anticuerpo monoclonal segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo
comprende:

(a) una CDR1 de cadena pesada que comprende GFTFSHYTLS (SEQ ID NO: 1); una CDR2 de cadena pesada
que comprende VISGDGSYTYYADSVKG (SEQ ID NO: 2); una CDR3 de cadena pesada que comprende
NFIKYVFAN (SEQ ID NO: 3); y

(b) una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDNIGSFYVH (SEQ ID NO: 7) o SGDKLGKKYAS (SEQ ID
NO: 4); una CDR2 de cadena ligera que comprende DKSNRPSG (SEQ ID NO: 8) o EKDNRPSG (SEQ ID NO:
5); y una CDRS3 de cadena ligera que comprende QSYANTLSL (SEQ ID NO: 9) o SSFAGNSLE (SEQ ID NO: 6).

10. El anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 9 en donde el anticuerpo comprende:

(a) una CDR1 de cadena pesada que comprende GFTFSHYTLS (SEQ ID NO: 1); un CDR2 de cadena pesada
que comprende VISGDGSYTYYADSVKG (SEQ ID NO: 2); una CDR3 de cadena pesada que comprende
NFIKYVFAN (SEQ ID NO: 3); y

(b) una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDNIGSFYVH (SEQ ID NO: 7) o SGDKLGKKYAS (SEQ ID
NO: 4); una CDR2 de cadena ligera que comprende DKSNRPSG (SEQ ID NO: 8) y una CDRS3 de cadena ligera
que comprende QSYANTLSL (SEQ ID NO: 9).

11. El anticuerpo monoclonal segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo
comprende:
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(a) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente el 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:
10;

ylo

(b) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente el 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 14
ola SEQ ID NO: 12.

12. El anticuerpo monoclonal segun las reivindicaciones 1 a 3, en donde el anticuerpo se une especificamente a
FZD5 y/o FZD8 humanos y comprende:

(a) una CDR1 de cadena pesada que comprende GFTFSSYYIT (SEQ ID NO: 77); una CDR2 de cadena pesada
que comprende TISYSSSTYYADSVKG (SEQ ID NO: 78); y una CDR3 de cadena pesada que comprende
SIVFDY (SEQ ID NO: 79); y

(b) una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDALGNRYVY (SEQ ID NO: 80); una CDR2 de cadena ligera
que comprende SG (SEQ ID NO: 81); y una CDRS3 de cadena ligera que comprende GSWDTRPYPKY (SEQ ID
NO: 82).

13. El anticuerpo monoclonal segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o segun la reivindicacion 12, en donde
el anticuerpo se une especificamente a FZD8 y/o FZD5, y comprende:

(a) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente el 80 % de identidad con la SEQ ID NO: 85; y/o
(b) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente el 80 % de identidad con la SEQ ID NO: 86.

14. El anticuerpo monoclonal segun las reivindicaciones 1 a 3, 12 0 13, en donde en un ensayo de unidbn competitiva,
el anticuerpo compite por la unién especifica a FZD8 y/o FZD5 humanos con un anticuerpo que comprende una
regién variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 85 y una region variable de cadena ligera que
comprende la SEQ ID NO: 86.

15. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo monoclonal y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, en donde el anticuerpo inhibe la union de wnt a un receptor frizzled humano, y

(i) el anticuerpo comprende:

(a) una CDR1 de cadena pesada que comprende GFTFSHYTLS (SEQ ID NO: 1); una CDR2 de cadena
pesada que comprende VISGDGSYTYYADSVKG (SEQ ID NO: 2); y una CDR3 de cadena pesada que
comprende NFIKYVFAN (SEQ ID NO: 3);

y

(b) una CDR1 de cadena ligera que comprende SGDNIGSFYVH (SEQ ID NO: 7); una CDR2 de cadena ligera
que comprende DKSNRPSG (SEQ ID NO: 8); y una CDR3 de cadena ligera que comprende QSYANTLSL
(SEQID NO:9),0

(ii) el anticuerpo esta codificado por la secuencia de un plasmido depositado en la ATCC como numero de
registro PTA9541.

16. El anticuerpo monoclonal segun las reivindicaciones 1 a 11 o la composiciéon farmacéutica de la reivindicacion
15, en donde el anticuerpo comprende una regién variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 10; y
una region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO:14.

17. Un anticuerpo monoclonal o una composiciéon farmacéutica segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores
para uso en un método de tratamiento del cuerpo humano o animal.

18. Un anticuerpo monoclonal o una composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, para
Su uso en un meétodo de:

(i) inhibir el crecimiento tumoral en un individuo,

(ii) tratar el cancer en un individuo,

(iii) tratar un trastorno en un individuo, en donde el trastorno se caracteriza por un mayor nivel de células madre
y/o células progenitoras,

(iv) tratar una enfermedad en un individuo, en donde la enfermedad se asocia a la activacion de la sefializacion
Wnt

(v) inducir la diferenciacion de células en un tumor de un individuo, o

(vi) reducir en un individuo la tumorigenicidad de un tumor que comprende células madre cancerosas;
comprendiendo el método administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo o de la
composicion farmacéutica.

19. El anticuerpo monoclonal o la composicion farmacéutica seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, para su
uso en un método segun la reivindicacion 18, en donde el método comprende ademas administrar un segundo
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agente terapéutico.

20. El anticuerpo monoclonal o la composicién farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, para su
uso en un método seguln la reivindicacion 19, en donde el método comprende tratar el cancer en un individuo y en
donde el segundo agente terapéutico es un agente quimioterapéutico.

21. El anticuerpo monoclonal o la composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, para su
uso en un método segun la reivindicacion 20, en donde el método comprende tratar el cancer de mama en un
individuo, administrandole paclitaxel y una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo o de la composicién
farmacéutica.
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FIGURA 5
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FIGURA 7
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FIGURA 13

Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada (VH) de 18R5/18R8 (SEQ ID NO: 10):
EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSHYTLSWVRQAPGKGLEWVSVISGDGSYTYYADSV

KGRFTISSDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARNFIKYVFANWGQGTLVIVSS
Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada (IgG2) de 18R5/18R8 de longitud completa (SEQ ID NO: 11, el

subrayado indica VH):
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQLVESGGGLVOQPGGSLRLSCAASGFTFSHYTLSWVRQAPGKGL

EWVSVISGDGSYTYYADSVKGRFTISSDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCARNEFIKYVFANWG
QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQESGLYSLESVVTVPESNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVS
VLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY KTTPPMLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera (VL) de 18R8 (SEQ ID NO: 12):
DIELTQPPSVSVAPGQTARI SCSGDKLGKKYASWYQOKPGOAPVLVIYEKDNRPSGIPERFSGS

NSGNTATLTISGTQAEDEADYYCSSFAGNSLEVFGGGTKLTVLG
Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera (lambda) de 18R8 de longitud completa (SEQ ID NO: 13, el
subrayado indica VL):
MAWALLLLTLLTQGTGSWADIELTQPPSVSVAPGQTARI SCSGDKLGKKYASWYQOKPGQAPVL

VIYEKDNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCSSFAGNSLEVFGGGTKLTVLGO
PKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLYVCLISDFYPGAVIVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKY
ARSSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera (VL) de 18R5 (SEQ ID NO: 14):
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSCGDNIGSFYVHWYQOKPGOAPVLVIYDKSNRPSGIPERFSGS

NSGNTATLTISGTCAEDEADYYCOSYANTLSLVFGGGTKLTVLG
Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera (lambda) de 18R5 de longitud completa (SEQ ID NO: 15; el
subrayado indica VL):
MAWALLLLTLLTQGTGSWADIELTOPPSVSVAPGOTARISCSGDNIGEFYVHWYQOKPGOAPVL

VIYDKSNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQSYANTLSLVEFGGETKLTVLGQ
PKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVIVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKY
AASEYLSLTPEQWKSHRSYSCOVTHEGSTVEKTVAPTECS
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FIGURA 14

Secuencia de nucledtidos que codifica la region variable de la cadena pesada (VH) de 18R5/18R8 (SEQ ID NO: 17):
GAAGTGCAACTGGTGGAAAGCGGLGGCGGCCTGGTGCAACCTGGCGGCAGCCTGAGACTGAGC
TGCGCTGCCTCCGGATTTACCTTTTCTCATTATACTCTGTCTTGGGTGCGCCAAGCCCCT
GGGAAGGGTCTCGAGTGGGTGAGCGTTATCTCTGGTGATGGTAGCTATACCTATTATGCT
GATAGCGTGAAAGGCAGATTTACCATTTCAAGTGATAATTCCAAARACACCCTGTATCTG
CAAATGAACAGCCTGAGAGCTGAAGATACAGCCGTGTATTATTGCGCTAGAAATTTTATT

AAGTATGTTTTTGCTAATTGCGGGCCAAGGCACCCTGETEACAGTTAGCTCA,
Secuencia de nucledtidos que codifica la cadena pesada (IgG2) de 18R5/18R8 de longitud completa (SEQ ID NO:
18; el subrayado indica la secuencia de nt que codifica VH):
ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGETGGCAGCTCCCAGATGGGTCCTGTCCGAR

GTGCAACTGGTGECAAAGCGGCGGCGGCCTEGTGCAACCTGGCGGCAGCCTGAGACTGAGC
TGCGCTGCCTCCGGATTTACCTTTTCTCATTATACTCTGTCTTGGGTGCGCCAAGCCCCT
GGGAAGGGTCTCGAGTGGGTCAGCGTTATCTCTGGTCGATGCTAGCTATACCTATTATGCT
GATAGCGCTGAAAGGCAGATTTACCATTTCAAGTGATAATTCCAAARACACCCTGTATCTG
CAAATGAACAGCCTGAGAGCTGAAGATACAGCCGTGTATTATTGCGCTAGAAATTTTATT
AAGTATGTTTTTGCTAATTGGGGCCAAGGCACCCTGGTCACAGTTAGCTCAGCCAGCACA
AAGGGCCCTAGCGTCTTCCCTCTGECTCCCTECAGCAGGAGCACCAGCGAGAGCACAGCC
GCCCTEGGCTGCCTGETCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGCTGTCGTGGAACTCA
GGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTAC
TCCCTCAGCAGCGTGGETGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGC
AACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGT
GTCGAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCC
CCARAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCEGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTG
GACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGCACGGLCETGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCACGERAGCGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGETCAGC
GTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACRAGTGCAAGGTCTCC
AACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAARCCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCGA
GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGCGAGATCACCAAGAACCAGGTCAGT
CTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTCGGGAGAGCAAT
GGGCAGCCGGAGAACARCTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTC
TTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGCGCAGCAGGGCAACGTCTTCTCA
TGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCT
CCGGGTARA
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FIGURA 15

Secuencia de nucleétidos que codifica la region variable de la cadena ligera (VL) de 18R8 (SEQ ID NO: 19):
GATATCGAACTGACCCAGCCTCCTTCAGTGAGCGTTGCACCAGGTCAGACCGCTAGAATCTCT

TeTAGCGGCCGATAAGCTGGGTAAGAAGTATGCTTCTTGGTACCAGCAGARACCCGGGCAG
GCTCCAGTTCTGGTGATTTATGAGAAGGATAATAGACCCTCAGGCATCCCTGAACGCTTT
AGCGGATCCAACAGCGGCAACACCGCTACCCTGACCATTAGCGGCACTCAGGCTGRAGRC
GAAGCCGATTATTATTGCTCTTCTTTTGCTGGTAATTCTCTGGAGGTGTTTGRCGGCGGC
ACCAAGTTAACCGTCCTGGGT

Secuencia de nucleétidos que codifica la cadena ligera (lambda) de 18R8 de longitud completa (SEQ ID NO: 20; el

subrayado indica la secuencia de nt que codifica VL):
ATGGCCTGGGCTCTGCTGCTCCTCACCCTCCTCACTCAGGGCACAGGATCCTGGGCTGAT

ATCGAACTGACCCAGCCTCCTTCAGTGAGCGTTGCACCAGGTCAGACCGCTAGAATCTCT
TGTAGCGGCGATAAGCTGGGTAAGAAGTATGCTTCTTGGTACCAGCAGAAACCCGGGCAS
GCTCCAGTTCTGGTGATTTATGAGAAGGATAATAGACCCTCAGGCATCCCTGAACGCTTT
AGCGGATCCAACAGCGGCAACACCGCTACCCTGACCATTAGCCOCACTCACGCTGAAGAC
GAAGCCGATTATTATTGCTCTTCTTTTGCTGGTAATTCTCTGCGAGGTETTTGGCGGCGEEC
ACCAAGTTAACCGTCCTGGCTCAGCCCAAGGCTGCCCCCAGCGTCACTCTGTTCCCTCCC
TCCTCTGAGGAGCTGCAAGCCAACAAGGCCACACTGGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTAC
CCTGGAGCCGTGACAGTGECCTGBAAGGCAGATAGCAGCCCCGTCAAGGCTGGAGTGGAG
ACCACCACACCCTCCAAACAAAGCAACARCAAGTACGCTGCCAGCAGCTATCTGAGCCTG
ACACCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAGAAGCTACAGCTGCCAGGTCACACATGAAGGGAGC
ACCGTGGAGAAGACAGTGGCCCCTACAGAATGTTCA

Secuencia de nucleétidos que codifica la region variable de la cadena ligera (VL) de 18R5 (SEQ ID NO: 21):
GATATCGAGCTGACTCAGCCTCCATCCETGAGTGTGGECCCCTGGTCAGACAGCACGCATCAGT

TGCTCCGGGGACAATATCGGATCTTTCTACGTGCACTGGTATCAGCAGAAGCCTGETCAG
GCTCCAGTTCTCGTTATCTATCGATAAGAGTAATCGCCCCTCTGGGATTCCAGAGCGCTTC
AGCGGAAGCAACAGCGGAAATACTGCAACTCTCACAATTTICCGGTACTCAGGCTGAGGAC
GAAGCCGACTATTACTGCCARAAGCTACGCAAACACCCTGTCCCTCGTCTTCGGAGGCGGA
ACCAAGTTAACCGTCCTGGGT

Secuencia de nucleétidos que codifica la cadena ligera (lambda) de 18R5 de longitud completa (SEQ ID NO: 22; el
subrayado indica la secuencia de nt que codifica VL):
ATGECATGGRCACTGCTGCTGCTCACTCTGCTGACACAAGGTACTGGCTCTTGGGCCGAT

ATCGAGCTGACTCAGCCTCCATCCGTGAGTETCGCCCCTGGTCAGACAGCACGCATCAGC
TGCTCCGEGEGACAATATCGGATCTTTCTACGTGCACTGGTATCAGCAGRAGCCTGGETCAG
GCTCCAGTTCTCGTTATCTATGATAAGAGTAATCGCCCCTCTGEGATTCCAGAGCGCTTC
AGCGGAACGCAACAGCGGAAATACTGCAACTCTCACAATTTCCGGTACTCAGGCTGAGGAC
GAAGCCGACTATTACTGCCAAAGCTACGCAAACACCCTGTCCCTCGTCTTCGGAGGCGGA
ACCAAGTTAACCGTCCTGGGTCAGCCCAAGGCTGCCCCCAGCGTCACTCTGTTCCLTCCC
TCCTCTGAGGAGCTGCAAGCCAACAAGGCCACACTGGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTAC
CCTGGAGCCGTGACAGTGGCCTGGAAGGCAGATAGCAGCCCCCTCAAGGCTGGAGTGGAG
ACCACCACACCCTCCAARCAAAGCAACAACAAGTACGCTGCCAGCAGCTATCTGAGCCTG
ACACCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAGAAGCTACAGCTGCCAGGTCACACATCGARAGGGAGC
ACCGTGGAGAAGACAGTGGCCCCTACAGAATGTTCA
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FIGURA 16

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion Fc del DEC de Fzd7 (SEQ ID NO: 16)
MRDPGAAAPLSSLGLCALVLALLGALSAGAGAQPYHCEKGI SVPDHGFCOPISIPLCTDIAYNG

TILPNLLGHTNQEDAGLEVHOFYPLVKVQCSPELRFFLCSMYAPVCTVLDQAIPPCRSLCERAR
QGCEALMNKFGFQWPERLRCENFPVHGAGETI CVGONTSDGSGGPGGGPTAYPTAPYLPDLPFTA
LPPGASDGRGRPAFPFSCPROLKVPPYLGYRFLGERDCGAPCEPGRANGLMYFKEEERRFARLG
RADKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLIFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQFPREP
OVYTLPPSRDELTKNQOVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNY KTTPPVLDSDGSFFLY SKL
TVDKSRWOQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
Secuencia de nucledtidos que codifica la proteina de fusion del DEC de Fzd7 (SEQ ID NO: 23):
ATGCGGGACCCCGEGCGCEECCGUTCCGCTTTCGTCCCTGGGCCTCTGTGLCCTGGTGETG
GCCCTGCTGGGCGCACTCTCCGLGGGCGCCGEGGECGCAGCCGTACCACGGAGAGAAGGGC
ATCTCCGETGCCGGACCACGGCTTCTGCCAGCCCATCTCCATCCCGCTGETGCACGGACATC
GCCTACAACCAGACCATCCTGCCCAACCTGCTGGGCCACACGAACCAAGAGGACGCGEGGT
CTCGAGGTGCACCACGTTCTACCCGCTGGTGAAGGTGCAGTGTTCTCCCEGAACTCCGCTTT
TTCTTATGCTCCATGTATGCGCCCGTGTGCACCGTGUTCGATCAGGCCATCCCGCCETGT
CGTTCTCTGTGCGAGCGCGCCCGCCAGGGCTGCGAGGCGCTCATGAACAAGTTCGGCTTC
CAGTGGCCCGAGCGGCTGCGCTGCGAGAACTTCCCGGTGCACGGTGCGAGUGAGATCTGC
GTGGGCCAGAACACGTCGGACGGCTCCGGGEGEGLCCAGGCELCEECCCCACTGCCTACCCT
ACCGCGCCCTACCTGCCGGACCTGCCCTTCACCGCGCTGCCCCCGGEGGCCTCAGATGGC
AGGGGGCGTCCCGCCTTCCCCTTCTCATGCCCCCATCAGCTCAAGGTGCCCCCETACCTS
GGCTACCGCTTCCTGGGETCGAGCGCGATTGTGGLGCCCCUGTCCGAACCGGGCCGTGCCAAC
GGCCTGATGTACTTTAAGGAGGAGGAGAGCGCGCTTCGCCCGCCTCGGECGCGCCGACAAA
ACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGEGGGACCGTCAGTCTTCCTC
TTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTG
GTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTG
GAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTG
GTCAGCGTCCTCACCEGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAG
GTCTCCAACAAMAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARRACCATCTCCAAAGCCARAGGGCAG
CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCARGAMCCAG
GTCAGCCTGACCTGCCTGETCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGRAGTGGGAG
AGCAATGGGCAGCCEEAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGCACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTC
TTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCC
CTGTCTCCGGGTAAR
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FIGURA 17

Secuencia de aminoéacidos de longitud completa de FZD1 humano (SEQ ID NO: 26; el subrayado indica el DEC):
MAEEEAPKKSRAAGGGASWELCAGALSARLAEEGSGDAGGRRRPPVDPRRLARQLLLLLW
LLEAPLLLGVRAQAAGQGPGOGPGPGRQFPPPPPQOOQSCGOQYNGERGISVPDHGYCQPIS
IPLCTDIAYNQTIMPNLLGHTNQEDAGLEVHOFY PLVKVOCSAELKFFLCSMYAPVCTVL
EQALPPCRSLCERARQGCEALMNKFGFQWPDTLKCEKFPVHGAGELCVGONTSDKGTPTR
SLLPEFWTSNPQHGGGGHRGEGF PGGAGASERGKFSCPRALKVPSYLNYHFLGEKDCGAPC
EPTKVYGLMYFGPEELRFSRTWIGIWSVLCCASTLFTVLTYLVEMRRFSYPERPIIFLSG
CYTAVAVAYIAGFLLEDRVVCNDKFAEDGARTVAQGTKKEGCTILFMMLYFFSMASSIWW
VILSLTWFLAAGMKWGHEAIEANSQYFHLAAWAVPAIKTITILATLGQVDGDVLSGVCFVG
LNNVDALRGFVLAPLFVYLFIGTSFLIAGFVSLFRIRTIMKHDGTKTEKLEKLMVRIGVF
SVLYTVPATIVIACYFYEQAFRDOQWERSWVAQSCKSYAI PCPHLOQAGGGAPPHPPMSPDF
TVFMIKYLMTLIVGITSGFWIWSGKTLNSWRKFYTRLTNSKQGETTV

Secuencia de aminoacidos del dominio Fri de FZD1 humano (SEQ ID NO: 28; aminoacidos 87-237 de la SEQ ID

NO: 26):
QQPPPPPQQQQSGQQYNGERGISVPDHGYCQPI%IPLCTDIAYNQTIMPNLLGHTNQEDA
GLEVHQFYPLVKVQCSAELKFFLCSMYAPVCTVLEQALPPCRELCERARQGCEALMNKFG

FOWPDTLKCEKFPVHGAGELCVGONTSDKGT

FIGURA 18
Secuencia de aminoéacidos de longitud completa de FZD2 (SEQ ID NO: 30; el subrayado indica el DEC):
MRPRSALPRLLLPLLLLPAAGPAQFHGEKGISIPDHGFCQPISIPLCTDIAYNQTIMPNL

LGHTNQEDAGLEVHQFYPLVKVQCSPELRFFLCSMYAPVUTVLEQAIPPCRSICERARQG
CEALMNKFGFQWPERLRCEHFPRHGAEQICVGONHSEDGAPALLTTAPPPGLOPGAGGTP
GGPGGGGAPPRYATLEHPFHCPRVLKVESYLSYKFLGERDCAAPCEPARPDGSMFFSQEE
TRFARLWILTWSVLCCASTFFTVITYLVDMORFRYPERPIIFLSGCYTMVSVAYIAGFVL
QERVVCNERFSEDGYRTVVQGTKKEGCTILFMMLYFFSMASSIWWVILSLTWFLAAGMKNW
GHEATEANSQYFHILAAWAVPAVKTITILAMGQIDGDLLSGVCFVGLNSLDPLRGFVLAPL
FVYLFIGTSFLLAGFVSLFRIRTIMKHDGTKTEKLERLMVRIGVFSVLYTVPATIVIACY
FYEQAFREHWERSWVSQHCKSLAIPCPARYTPRMSPDFTVYMIKYLMTLIVGITSGFWIW
SGKTLHSWRKFYTRLTNSRHGETTV
Secuencia de aminoéacidos del dominio Fri de FZD2 humano (SEQ ID NO: 32; aminoacidos 24-159 de la SEQ ID
NO: 30):
QFHGEKGISIFPDHGFCQPISIPLCTDIAYNOQTIMPNLLGHTNOEDAGLEVHQFYPLVKV(Q
CSPELRFFLCSMYAPVCTVLEQAIPPCRSICERARQGCEALMNKFGFQWPERLRCEHFPR

HGAEQICVGQONHSEDRG
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FIGURA 19

Secuencia de ADN de longitud completa de FZD1 humano (SEQ ID NO: 29):
ATGGCTGAGGAGGAGGCGCCTAAGAAGTCCCGEGCCGCCGGCGETGGCGCGAGCTGGGEAA

CTTTGTGCCGGGGCGCTCTCEGCCLGGCTGGCGGAGCAGGGCAGCGEGGACGLCCGGTGGC
CGCCGCCGUCCCCCAGTTCGACCCCCGGCGATTGGUGCGUCAGCTGLTGCTGUTGCTTTGG
CTGCTGEAGGCTCCGUTGCTGUTEEEEETCCGEECCCAGELEGLGGECCAGGGGCCAGGC
CAGGGGCCCGGECCEEGECAGCAACCGLCGCCGCCGCCTCAGCAGCAACAGAGCGGGCAG
CAGTACAACGGCGAGCGGEEGCATCTCCGTCCCGGACCACGGCTATTGCCAGCCCATCTCC
ATCCCGCTGTCCACGGACATCGCGTACAACCAGACCATCATGCCCAACCTGCTGGGCCALC
ACGAACCAGGAGGACGCEGECCTGCAGGTGCACCAGTTCTACCCTCTAGTGARAGTGCAG
TCTTCCGCTCAGCTCAAGTTCTTCCTGTGCTCCATGTACGCGCCCGTETGCACCGTGCTA
GAGCAGGCGECTGCCGCCCTGCCGCTCCCTGTGCGAGCGCGCGCGCCAGGGCTGCGAGGCG
CTCATGAACAAGTTCGGCTTCCAGTGGCCAGACACGCTCAAGTGTGAGAAGTTCCCGGTG
CACGGCGCCGGCGAGCTGTGCGTGGECCAGAACACGTCCCGACAAGEGCACCCCGACGCCC
TCECTGCTTCCAGAGTTCTGGACCAGCAACCCTCAGCACGGCGGCEGAGGGCACCGTGGEC
GGCTTCCCGGEEGGECECCEGLECATCEEAGCGAGGCAAGTTCTCCTGCCCGCGLGCCCTC
AAGGTGCCCTCCTACCTCAACTACCACTTCCTGGGEGAGAAGCGACTGCGGCGCACCTTGT
CAGCCOGACCAAGGTETATGGGCTCATGTACTTCGGGLCCGAGGAGCTGCGCTTCTCECGC
ACCTGGATTGGCATTTGCTCAGTGCTGTECTGCGCCTCCACGCTCTTCACGETGCTTACG
TACCTGGTGGACATGCGGCECTTCAGCTACCCGGAGCGGCCCATCATCTTCTTGTCCGGC
TGTTACACGGCCGETGGCCGETEECCTACATCGCCGGCTTCCTCCTGGAAGACCGAGTGGTG
TGTAATGACAAGTTCGCCGAGGACGGGGCACGCACTGTGGCGCAGGGCACCAAGAAGGAG
GGCTGCACCATCCTCTTCATGATGCTCTACTTCTTCAGCATGGCCAGCTCCATCTGGTGG
GTGATCCTGTCGCTCACCTGGTTCCTGGCGGCTGGCATGAAGTGEEECCACGAGGCCATC
GAAGCCAACTCACAGTATTTTCACCTGGCCGCCTGGGCTGTGCCGGCCATCAAGACCATC
ACCATCCTGGCGCTGEGECCAGGTGGACGGCCATGTGCTGACCGGAGTGTGCTTCGTGEGG
CTTAACAACGTGCACGCGCTGCATGECTTCGTGCTGGCGCCCCTCTTCGTGTACCTGTTT
ATCGGCACGTCCTTTCTEGCTGGCCGGCTTTGTGTCCGCTCTTCCGCATCCGCACCATCATG
AAGCACGATGGCACCAAGACCGAGAAGCTGGAGAAGCTCATGGTGCGCATTGGCGTCTTC
AGCGTGCTGTACACTGTGCCAGCCACCATCGTCATCGCCTGCTACTTCTACGAGCAGGCC
TTCCGGGACCAGTGGGAMCGCAGCTGGGTGGCCCAGAGCTGCAAGAGCTACGCTATCCCC
TGCCCTCACCTCCAGGCGGGCGGAGGCGCCCCGUCGCACCCGCCCATGAGCCCGGACTTC
ACGGTCTTCATGATTAAGTACCTTATGACGCTGATCGTGGGCATCACGTCGGGCTTCTGG
ATCTGGTCCGGCAAGACCCTCAACTCCTGGAGGARGTTCTACACGAGGCTCACCAACAGC
AAACAAGGGGAGACTACAGTCTGA
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FIGURA 20

Secuencia de ADN de longitud completa de FZD2 humano (SEQ ID NO: 33):
ATGCGGCCCCGCAGCGCCCTGCCCCGCLTGUTGCTGCCGLCTGCTGUTGUTGLCCGCCGCT

GGGCCGGCCCAGTTCCACGEGGCAGAAGGGCATCTCCATCCCGGACCACGGCTTCTGCCAG
CCCATCTCCATCCCGCTETGCACGCACATCGCCTACAACCAGACCATCATGCCCAACCTT
CTGGGCCACACGAACCAGGAGGACGCAGGCCTAGAGGTGCACCAGTTCTATCCGCTGETG
AAGGTGCAGTGCTCGCCCGAACTGCGCTTCTTCCTGTGCTCCATGTACGCACCCGETGETGC
ACCGTGCTGGAACAGGCCATCCCGCCGTCGCCGCTCTATCTGTGAGCGCGCGCGCCAGGGC
TGCGAAGCCCTCATGAACAAGTTCGGTTTTCAGTGGCCCGAGCGCCTGCGCTGCGAGCAL
TTCCCGCGCCACGGCGCCGAGCAGATCTGCGTCGGCCAGAACCACTCCGAGGACGGAGCT
CCCGCGCTACTCACCACCGCGCCGCCGCCGGGACTGCAGCCGGETGCCGGGGGCACCCCS
GCGTGGCCCEEGLEGECGECGGCEGCTCCCCCGCGEGCTACGCCACGCTGGAGCACCCCTTCCALC
TGCCCGUGCGTCCTCAAGGTGCCATCCTATCTCAGCTACAAGTTTCTGGGCGAGCGTGAT
TCTGCTGCGCCCTGCCAACCTGCGCGGCCCCATGGTTCCATGTTCTTCTCACAGGAGGAG
ACGCGTTTCGECGCGCCTCTGGATCCTCACCTGETCEGTGCTGTGCTGCGCTTCCACCTTC
TTCACTGTCACCACGTACTTGCGTAGACATGCAGCGCTTCCGCTACCCAGAGCGGCLTATC
ATTTTTCTGTCGGGCTGCTACACCATGETGTCGGTGGCCTACATCGCGGGCTTCGTGCTC
CAGGAGCGCGTGGTGTGCAACGAGCGCTTCTCCGAGGACGGTTACCGCACGGTGGTGCAG
GGCACCAAGAAGGAGGGCTECACCATCCTCTTCATCGATGCTCTACTTCTTCAGCATGGCC
AGCTCCATCTEGTGGGTCATCCTGTCGCTCACCTGETTCCTGGCAGCCGGCATGAAGTGG
GGCCACGAGGCCATCGAGGCCAACTCTCAGTACTTCCACCTGGCCGCCTGGGCCGTGCCG
GCCGTCAAGACCATCACCATCCTGGCCATGGGCCAGATCGACGGCCGACCTGCTGAGCGGT
GTGTGCTTCGTAGGCCTCAACAGCCTGGACCCGLTGLGGGECTTCGTGCTAGCGCCGCTC
TTCGTGTACCTGTTCATCGGCACGTCCTTCCTCCTGGCCGGUTTCGTGTCGCTCTTCCGC
ATCCGCACCATCATGAAGCACGACGGCACCAAGACCGAAAAGCTGGAGCGGCTCATGGTG
CGCATCGGCGETCTTCTCCGTGCTCTACACAGTGCCCGCCACCATCGTCATCGCTTGCTAC
TTCTACGAGCAGGCCTTCCGCCAGCACTGGGAGCGCTCGTGGETGAGCCAGCACTGCARG
AGCCTGGCCATCCCGTGCCCGGCGCACTACACGCCGCGCATGTCGCCCGACTTCACGGTC
TACATGATCAAATACCTCATGACGCTCATCGTGGGCATCACGTCGGGCTTCTGGATCTGG
TCGGGCAAGACGCTGCACTCGTGGAGGAAGTTCTACACTCGCCTCACCAACAGLCGACAL
GGTGAGACCACCGETGTGA
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FIGURA 21

Secuencia de aminoacidos de longitud completa de FZD3 humano (SEQ ID NO: 34):
MAMTWIVFSLWPLTVFMGHIGGHSLFSCEPI TLRMCQDLPYNTTFMPNLLNHYDQQTAAL
AMEPFHPMVNLDCSRDFRPFLCALYAPICMEYGRVTLPCRRLCQRAYSECSKLMEMEGVP
WPEDMECSRFPDCDEPYPRLVDLNLAGEPTEGAPVAVORDYGFWCPRELKIDPDLGYSFL
HVRDCSPPCPNMYFRREELSFARYFIGLISI ICLSATLFTFLTFLIDVITRFRYPERPIIF
YAVCYMMVSLIFFIGFLLEDRVACNASTPAQYKASTVTQGSHNKACTMLFMILYFFTMAG
SVWWVILTITWFLAAVPKWGSEAIEKKALLFHASAWGIPGTLTI ILLAMNKIEGDNISGV
CFVGLYDVDALRYFVLAPLCLYVVVGVSLLLAGI ISLNRVRIET PLEKENQDKLVKFMIR
IGVFSILYLVPLLVVIGCYFYEQAYRGIWETTWIQERCREYHIPCPYQVTOMSRPDLILF
LMKYLMALIVGIPSVFWVGSKKTCFEWASFFHGRRKKEIVNESRQVLQEPDFAQSLLRDP
NTPITRKSRGTSTOGTSTHASSTQLAMVDDQRSKAGSTHSKVSSYHGSLHRSRDGRYTPC
SYRGMEERLPHGSMSRLTDHSRHSSSHRLNEQSRHSSIRDLSNNPMTHI THGTSMNRVIE
EDGTSA

Secuencia de aminoacidos del domino Fri de FZD3 humano (SEQ ID NO: 36; aminoacidos 18-143 de la SEQ ID NO:
34):
GHIGGHSLFSCEPITLRMCQDLPYNTTFMPN%LNHYDQQTAALAMEPFHPMVNLDCSRDF

RPFLCALYAPICMEYGRVTLPCRRL.CQRAY SECSKLMEMFGVPWPEDMECSRFPDCDEPY
PRLVDL

FIGURA 22
Secuencia de aminoacidos de longitud completa de FZD4 humano (SEQ ID NO: 38):
MLAMAWRGAGPSVPGAPGGVGLSLGLLLQLLLLLGPARGFGDEEERRCDPIRISMCQNLG

YNVTKMPNLVGHELOQTDAELQLTTFTPLIQYGCSSQLOFFLCSVYVPMCTEKINIPIGPC
GGMCLSVKRRCEPVLKEFGFAWPESLNCSKFPPONDHNHMCMEGPGDEEVPLPHKTPIQP
GEECHSVGTNSDQY INVKRSLNCVLKCGYDAGLYSRSAKEFTDIWMAVWASLCFISTAFT
VLTFLIDSSRFSYPERPIIFLSMCYNIYSIAYIVRLTVGRERISCDFEEAAEPVLIQEGL
KNTGCAIIFLLMYFFGMASSIWWVILTLTWFLAAGLKWGHEAIEMHSSYFHIAAWAIPAYV
KTIVILIMRLVDADELTGLCYVGNONLDALTGFVVAPLFTYLVIGTLFIAAGLVALFKIR
SNLOXDGTKTDKLERLMVKIGVFSVLYTVPATCVIACYFYEI SNWALFRYSADDSNMAVE
MLKIFMSLLVGITSGMWIWSAKTLHTWQKCSNRLVNSGKVKREKRGNGWVKPGEKGSETVV

Secuencia de aminoacidos del dominio Fri de FZD4 humano (SEQ ID NO: 40; aminoéacidos 40-170 of SEQ ID NO:
38):
FGDEEERRCDPIRISMCONLGYNVTKMPNLVGHELQTDAELQLTTFTPLIQYGCSSQLQF
FLCSVYVPMCTEKINIPIGPCGGMCLSVEKRRCEPVLKEFGFAWPESLNCSKFPPQNDHNH
MCMEGPGDEEV
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FIGURA 23

Secuencia de ADN de longitud completa de FZD3 humano (SEQ ID NO 37):
ATGGCTATGACTTGGATTGTCTTCTCTCTTTGGCCCTTGACTGTETTCATGGGECATATA
GGTGGGCACAGTTTGTTTTCTTGTGARCCTATTACCTTGAGGATGTGCCARGATTTGCCT
TATAATACTACCTTCATGCCTAATCTTCTGAATCATTATGACCAACAGACAGCAGCTTTG
GCAATGGAGCCATTCCACCCTATGETGAARTCTGGATTGTTCTCGGGATTTCCGGCCTTTT
CTTTGTGCACTCTACGCTCCTATTTGTATCGAATATGGACGTGTCACACTTCCCTGTCGT
AGGCTGTGTCAGCGGGCTTACAGTCAGTCTTCCGAAGCTCATGCGACATGTTTGGTECTTCCT
TGGCCTGAAGATATGGAATCGCAGTAGGTTCCCAGATTGTGATGAGCCATATCCTCGACTT
GTGGATCTGAATTTAGCTGCGAGAACCAACTGAAGGAGCCCCAGTGGCAGTGCAGAGAGAC
TATGGTTTTTGGTGTCCCCGAGAGTTAAARATTGATCCTGATCTGGGTTATTCTTTTCTG
CATGTGCGTGATTGTTCACCTCCTTGTCCAAATATGTACTTCAGAAGAGARGAACTGTCA
TTTGCTCGCTATTTCATAGGATTGATTTCAATCATTTGCCTCTCGGCCACATTGTTTACT
TTTTTAACTTTTTTGATTGATGTCACAAGATTCCGTTATCCTGAAAGGCCTATTATATTT
TATGCAGTCTGCTACATGATGCGTATCCTTAATTTTCTTCATTGGATTTT TGCTTGAAGAT
CGAGTAGCCTGCAATGCATCCATCCCTGCACAATATAAGGCTTCCACAGTGACACARGHA
TCTCATAATARAGCCTGTACCATGCTTTTTATGATACTCTATTTTTTTACTATGGCTGGC
AGTGTATGCTGEGTAATTCTTACCATCACATGGETTTTTAGCAGCTGTGCCAAAGTGGGET
AGTGRAGCTATTGAGAAGAAAGCATTGCTGTTTCACGCCAGTGCATGGGICATCCCCGGA
ACTCTAACCATCATCCTTTTAGCGATGAATAAMRATTGAAGGTGACAATATTAGTGGCGTG
TGTTTTGTTGECCTCTACGATGTTGATGCATTGAGATATTTITGTTCTTGCTCCCCTCTGEC
CTGTATGTGGETAGTTGGGETTTCTCTCCTCTTAGCTEGCATTATATCCCTAAACAGAGTT
CGAATTGAGATTCCATTAGAARAGGAGAACCAAGATAAATTAGTGAAGTTTATGATCCGG
ATCGETGTTTTCAGCATTCTTTATCTCGTACCACTCTTGGTTGTAATTGGATGCTACTTT
TATGAGCAAGCTTACCGGGGCATCTCGGARACAACGTGGATACAAGAACGCTGCAGAGAA
TATCACATTCCATGTCCATATCAGGTTACTCARATGAGTCGTCCAGACTTGATTCTCTTT
CTGATGAAATACCTCATGGCTCTCATAGTTGGCATTCCCTCTGTATTTTGGGTTGGAAGC
AAAAAGACATGCTTTGAATGGGCCAGTTTTTTTCATGGTCGTAGGAAARAAGAGATAGTG
AATGAGAGCCGACAGGTACTCCAGGAACCTGATTTTGCTCAGTCTCTCCTGAGGGATCCA
AATACTCCTATCATAAGARAGCTCAAGGGGARCTTCCACTCAAGGAACATCCACCCATGCT
TCTTCARCTCAGCTGGCTATGGTGGATGATCARAGAAGCARAGCAGGAAGCATCCACAGC
ABRAGTGAGCAGCTACCACGGCAGCCTCCACAGATCACGTGATGGCAGGTACACGCCCTGC
AGTTACAGAGGAATGGAGGAGAGACTACCTCATGGCAGCATGTCACGACTAACAGATCAC
TCCAGGCATAGTAGTTCTCATCGGCTCAATGARCAGTCACGACATAGCAGCATCAGAGAT
CTCAGTAATARTCCCATGACTCATATCACACATGGCACCAGCATGAATCGGGTTATTGAA
GAAGATGGAACCAGTGCTTAA
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FIGURA 24

Secuencia de ADN de longitud completa de FZD4 humano (SEQ ID NO: 41):
ATGCTGGECCATGGCCTGGCGGEGLGECAGGGCCGAGCGTCCCGGGGEGCGCCCGEEGEECGTC

GGTCTCAGTCTGGEGCTTGCTCCTGCAGTTGCTGCTGCTCCTGCEEGCCEGCGCGEEGCTTC
GGGGACGAGGAAGAGCGGCECTGCGACCCCATCCGCATCTCCATGTGCCAGAACCTCGGC
TACAACGTGACCAAGATGCCCAACCTGGTTGGGCACGAGCTGCAGACGGACGCCGAGCTG
CAGCTGACAACTTTCACACCGCTCATCCAGTACGGCTGCTCCAGCCAGCTGCAGTTCTTC
CTTTGTTCTGTTTATGTGCCAATGTGCACAGAGAAGATCAACATCCCCATTCGECCCATGC
GGCGGCATGTGTCTTTCAGTCAAGAGACGCTGTGAACCCGTCCTGRAGGAATTTGGATTT
GCCTGGCCAGAGAGTCTGAACTGCAGCAAATTCCCACCACAGAACGACCACAACCACATG
TGCATGGAAGGGCCAGGTCGATGAAGAGGTGCCCTTACCTCACAAAACCCCCATCCAGCCT
GGGGAAGAGTGTCACTCTGTGGCAACCAATTCTGATCAGTACATCTGGGTGAAAAGGAGC
CTGAACTGTGTGCTCAAGTGTGGCTATGATGCTGGCTTATACAGCCGCTCAGCCAAGGAG
TTCACTGATATCTGCATCECTETCTGEGCCAGCCTGTGTTTCATCTCCACTGCCTTCACA
GTACTGACCTTCCTGATCGATTCTTCTAGEGTTTTCCTACCCTGAGCGCCCCATCATATTT
CTCAGTATGTGCTATAATATTTATAGCATTGCTTATATTGTCAGGUTCGACTGTAGGCCGG
GAAAGGATATCCTGTGATTTTGAAGAGGCAGCAGAACCTGTTCTCATCCAAGAAGGACTT
ARAGAACACAGGATGTGCAATAATTTTCTTGCTGATGTACTTTTTTGGAATGGCCAGCTCC
ATTTGGTGGGTTATTCTGACACTCACTTGGTTTTTGGCAGCAGGACTCAAATGGGGTCAT
GAAGCCATTGAAATGCACAGCTCTTATTTCCACATTGCAGCCTGGGCCATCCCCGCAGTG
ARARCCATTGTCATCTTGATTATGAGACTGGTGGATGCAGATGAACTGACTGGCTTGTGC
TATGTTGGARACCAAAATCTCGATGCCCTCACCGCGETTCGTGEETEGECTCCCCTCTTTACT
TATTTGGTCATTGGAACTTTGTTCATTGCTGCAGETTTGGTGGCCTTGTTCARAATTCGG
TCAAATCTTCAARAGGATGGGACAAAGACAGACAAGTTAGARAGACTGATGGTCAAGATT
GGGGTGTTCTCAGTACTGTACACAGTTCCTGCAACGTGTGTGATTGCCTGTTATTTTTAT
GAAATCTCCAACTGGGCACTTTTTCGGTATTCTGCAGATGATTCCAACATGGCTGTTGAA
ATGTTGAAAATTTTTATGTCTTTGCTTGGTGGGCATCACTTCAGGCATGTGGATTTGGTCT
GCCAAAACTCTTCACACGTGGCAGAAGTGTTCCAACAGATTGGTCGAATTCTGGAAAGGTA
ARGAGAGAGAAGAGAGGAAATGGCTTGCGTGAAGCCTGGAAAAGGCAGTGAGACTGTGGTA
TAA
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FIGURA 25

Secuencia de aminoéacidos de longitud completa de FZD5 humano (SEQ ID NO: 42; el subrayado indica el DEC):
MARPDPSAPPSLLLLLLAQLVGRAAAASKAPVCOEI TVPMCRGI GYNLTHMPNQFNHDTQ

DEAGLEVHQFWPLVEIQCSPDLRFFLCSMYTPICLPDYHKPLPPCRSVCERAKAGCSPLM
ROYGFAWPERMSCDRLPVLGRDAEVIL.CMDYNRSEATTAPPRPFPAKPTLPGPPGAPASGG
ECPAGGPFVCKCREPFVPILKESHPLYNKVRTGOVPNCAVPCYOPSFSADERTFATFWIG
LWSVLCFISTSTTVATFLIDMERFRYPERPI IFLSACYLCVSLGFLVRLVVGHASVACSR
EHNHIBRYETTGPALCTIVFLLVYFFGMASSIWWVILSLTWFLAAGMKWGNEATAGYAQYF
HLAAWLIPSVKSITALALSSVDGDPVAGICYVGNONLNSLRGFVLGPLVLYLLVGTLEFLL
AGFVSLFRIRSVIKQGGTKTDKLEKLMIRIGIFTLLYTVPASIVVACYLYEQHYRESWER
ALTCACPGHDTGQPRAKPEYWVLMLKYFMCLYVGITSGVWIWSGKTVESWRRFTSRCCCR
PRRGHKSGGAMAAGDYPEASAALTGRTGPPGPAATYHKOVSLEHV
Secuencia de aminoacidos del dominio Fri de FZD5 humano (SEQ ID NO: 44; aminoéacidos 27-157 de la SEQ ID
NO: 42):

ASKAPVCQEITVPMCRGIGYNLTHMPNQFNHD%QDEAGLEVHQFWPLVEIQCSPDLRFFL
CSMYTPICLPDYHKPLPPCRSVCERAKAGCSPLMROYGFAWPERMSCDRLPVLGRDAEVL
CMDYNRSEATT

FIGURA 26

Secuencia de aminoacidos de longitud completa de FZD6 humano (SEQ ID NO: 46; el subrayado indica el DEC):
MEMFTFLLTCIFLPLLRGHSLFTCEPITVPRCMKMAYNMTFFPNLMGHYDQSIAAVEMEH
FLPLANLECSPNIETFLCKAFVPTCIEQIHVVPPCRKLCEKVYSDCKKLIDTFGIRWPEE
LECDRLOYCDETVPVTFDPHTEFLGPQKEKKTEQVORDIGFWCPRHLKT SGGQCYKFLGIDQ
CAPPCPNMYFKSDELEFAKSFIGTVSIFCLCATLFTFLTFLIDVRRFRYPERPIIYYSVC
YSIVSLMYFIGFLLGDSTACNKADEKLELGDTVVLGSOQNKACTVLFMLLY FETMAGTVWW
VILTITWFLAACRKWS CEAIEQKAVWFHAVAWGTPGFLTVMLLAMNKVEGDNISGVCEVG
LYDLDASRYFVLLPLCLCVFVGLSLLLAGI ISLNHVROQVIQHDGRNQEKLKKFMIRIGVE
SGLYLVPLVTLLGCYVYEQVNRITWEITWVSDHCROYHI PCPYQAKAKARPELALFMIKY
LMTLIVGISAVFWVGSKKTCTEWAGFFKRNRKRDPISESRRVLQESCEFFLKHNSKVEKHK
KKHYKPSSHKLKVISKSMGTSTGATANHGTSAVAITSHDYLGQETLTEIQTSPETSMREV
KADGASTPRLREQDCGEPASPAASISRLSGEQVDGKGOAGSVSESARSEGRISPEKSDITD
TGLAQSNNLQVPSSSEPSSLKGSTSLLVHPVSGVRKEQGGGCHSDT

Secuencia de aminoacidos del dominio Fri de FZD6 humano (SEQ ID NO: 48; aminoacidos 19-146 de la SEQ ID
NO: 46):
HSLFTCEPITVPRCMKMAYNMTFFPNLMGHYDQSIAAVEMEHFLPLANLECSPNIETFLC
KAFVPTCIEQIHVVPPCRKLCEXKVYSDCKKLIDTFGIRWPEELECDRLOYCDETVPVTED
PHTEFLG
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FIGURA 27

Secuencia de ADN de longitud completa de FZD5 humano (SEQ ID NO: 45):
ATGGCTCGGCCTGACCCATCCGCGCCGCCCTCGCTGTTGCTGCTEGCTCCTGECGCAGCTE
GTGGEGCCGGECEGLCGCCEGCETCCAAGGCCCCGETGTGCCAGGAAATCACGGETGCCCATG
TGCCGCGECATCGGCTACAACCTGACGCACATGCCCAACCAGTTCAACCACGACACGCAG
GACGAGGCGGGCCTGCGAGGTGCACCAGTTCTGGCCGCTGGTGGAGATCCAATGCTCGCCG
GACCTGCGCTTCTTCCTATGCTCTATGTACACGCCCATCTGTCTGCCCCGACTACCACARLG
CCGCTGCCGCCCTGCCGCTCEETGTGCGAGCGUCGCCARAGGCCGGCTGOTCGCCGCTGATS
CGCCAGTACGGCTTCGCCTGGCCCGAGCGCATGAGCTGCGACCGCCTCCCGOTGCTGEGC
CGCGACGCCGAGGTCCTCTGCATGGATTACAACCGCAGCGAGGCCACCACGGCECCCCCC
AGGCCTTTCCCAGCCAAGCCCACCCTTCCAGGCCCGCCAGEGGCGLCCEGCCTCERRCRAC
GAATGCCCCGCTGGGGGCCCATTCGTGTGCAAGTETCGCEGAGCCCTTCGTECCCATTITG
AAGGAGTCACACCCGCTCTACAACAAGGTGCGGACGGECCAGGTGCCCAACTGCGCGGTA
CCCTGUTACCAGCCGTCCTTCAGTECCGACGAGCGCACGTTCCCCACCTTCTGGATAGGT
CTGTGGTCGGTGCTGTGCTTCATCTCCACGTCCACCACAGTGGCCACCTTCCTCATCGAL
ATGGAACGCTTCCGCTATCCTGAGCGCCCCATCATCTTCCTGTCAGCCTGCTACCTGTGC
GTGTCGCTGGGCTTCCTGGTGCGTCTGCTCGTGGECCATCCCAGCEGTGGCCTGCAGCCGC
GAGCACAACCACATCCACTACGAGACCACGGEGCCCTGCACTGTGCACCATCGTCTTCCTC
CTGGTCTACTTCTTCGGCATGGCCAGCTCCATCTGCTGECTCATCCTGTCECTCACCTES
TTCCTGGCCGCCGGCATGRAGTGGGECAACGAGGCCATCGCGGGCTACGCGCAGTACTTC
CACCTGGCTGCGTGGCTCATCCCCAGCGTCAAGTCCATCACGGCACTGEGCGCTGAGCTCC
GTGGACGGGGACCCAGTGGCCCGGCATCTGCTACGTGCGGCAACCAGAACCTGAACTCGCTG
CGCGGCTTCGTGCTGGGCCCGUTEETGCTCTACCTGCTGGTGGGCACGCTCTTCCTRCTG
GCGGGCTTCGTETCGCTCTTCCGCATCCGCAGCGTCATCAAGCAGGGCGGCACCAAGACG
GACAAGCTGGAGAAGCTCATGATCCGCATCGGCATCTTCACGCTGCTCTACACGGTCCCC
GUCCAGCATTGTGGTGGCCTGCTACCTGTACGAGCAGCACTACCGCGAGAGC TGGGAGGCG
GCGCTCACCTGCGCCTGCCCGGGCCACGACACCEECCAGCCECGLCGCCARAGCCCGAGTAC
TGGGTGCTCATGCTCAAGTACTTCATGTGCCTCGTEETGGGCATCACGTCEGEGCETCTEG
ATCTGGTCGGGECAAGACGGTGGAGTCGTGEGUGGCCTTTCACCAGCCGCTECTGCTGCCGC
CCGCGGCGCGGCCACAAGAGCGGEGGCECCATGGCCCCACGGGACTACCCCGAGGECGAGT
GCCGCGCTCACAGGCAGGACCGEECCGCCEEGECCCCECCGCCACCTACCACAAGCAGETG
TCCCTGTCGCACGTGTAG
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FIGURA 28

Secuencia de ADN de longitud completa de FZD6 humano (SEQ ID NO: 49):
ATGGAAATGTTTACATTITIGTTGACGTGTATTTTITCTACCCCTCCTAAGAGGGCACAGT

CTCTTCACCTGTGAACCAATTACTGTTCCCAGATGTATCGAAAATGGCCTACAACATGACG
TTTTTCCCTAATCTGATGGGTCATTATGACCAGAGTATTGCCGCGETGGAAATGGAGCAT
TTTCTTCCTCTCGCAAATCTGGAATGTTCACCARACATTGAAACTTTCCTCTGCAARGCA
TTTGTACCAACCTGCATAGAACAAATTCATGTGGTTCCACCTTGTCGTAAACTTTGTGAG
AAAGTATATTCTGATTGCAAAMRATTAATTGACACTTTTGGGATCCGATGGCCTGAGGAG
CTTGAATGTGACAGATTACAATACTGTGATGAGACTGTTCCTGTAACTTTTGATCCACAC
ACAGAATTTCTTGGTCCTCAGAAGAAAACAGAACAAGTCCARAGAGACATTGGATTTTGG
TCTCCAAGGCATCTTAAGACTTCTGGGGGACAAGGATATARGTTTCTGGGAATTGACCAG
TCTGCGCCTCCATGCCCCAACATGTATTTTAAAAGTGATGAGCTAGAGTTTGCARRAAAGT
TTTATTGGAACAGTTTCAATATTTTGTCTTTGTGCAACTCTGTTCACATTCCTTACTTTT
TTAATTGATGTTAGAAGATTCAGATACCCAGAGAGACCAATTATATATTACTCTGTCTGT
TACAGCATTGTATCTCTTATGTACTTCATTCGGATTTTTGCTAGGCCATAGCACAGCCTGC
AATAAGGCAGATGAGAAGCTAGAACTTGGTGACACTGTTGTCCTAGGCTCTCAARATAAG
GCTTGCACCGTTTTGTTCATGCTTTTGTATTTTTTCACAATGGCTGGCACTGTGTGGTGG
GTGATTCTTACCATTACTTGGTTCTTAGC TGCAGGAAGAAAATGGAGTTGTGAAGCCATC
GAGCAAAAAGCAGTGTGGTTTCATGCTGTTGCATGEGGAACACCAGGTTTCCTGACTGTT
ATGCTTCTTGCTATGAACAAAGTTCAAGGAGACARCATTAGTGGAGTTTGCTTTGTTGGC
CTTTATGACCTGGATGCTTCTCGCTACTTTGTACTCTTIGCCACTGTGCCTTTGTGTGTTT
GTTGGGCTCTCTCTTCTTTTAGCTGGCATTAT TTCCTTAAATCATGTTCGACAAGTCATA
CAACATGATGGCCGGAACCAAGAAAAACTAAAGAAATTTATGATTCGAATTGGAGTCTTC
AGCGGCTTGTATCTTGTGCCATTAGTGACACTTCTCGGATGTTACGTCTATGAGCAAGTG
AACAGGATTACCTGGGAGATAACTTGGGTCTCTGATCATTGTCGTCAGTACCATATCCCA
TGTCCTTATCAGGCAAAAGCAAMAGCTCGACCAGAATTGGCTTTATTTATGATAAAATAC
CTGATGACATTAATTGTTGGCATCTCTGCTGTCTTCTGEGTTGGARAGCAAARAGACATGC
ACAGAATGGGCTGEGTTTTTTAAACGAAATCGCAAGAGAGATCCAATCAGTGAAAGTCGA
AGAGTACTACAGGAATCATGTGAGTTTTTCTTAAAGCACAATTCTAAAGTTAAACACAAA
AAGAAGCACTATAAACCAAGTTCACACAAGCTGAAGGTCATTTCCAAATCCATGGGAACT
AGCACAGGAGCTACAGCAAATCATGGCACTTCTGCAGTAGCAATTACTAGCCATGATTAC
CTAGGACAAGAAACTTTGACAGAAATCCAAACCTCACCAGAAACATCAATGAGAGAGGTG
AAAGCGGACGGAGCTAGCACCCCCAGGTTAAGAGAACAGGACTGTGGTGAACCTGCCTCG
CCAGCAGCATCCATCTCCAGACTCTCTGGGGAACAGGTCGACGGGAAGGGCCAGGCAGGC
AGTGTATCTGAAAGTGCGCGGAGTGAAGGAAGGATTAGTCCARAGAGTGATATTACTGAC
ACTGGCCTGGCACAGAGCAACAATTTGCAGGTCCCCAGTTCTTCAGAACCAAGCAGCCTC
AAAGGTTCCACATCTCTGCTTGTTCACCCGGTTTCAGGAGTGAGARAAGAGCAGGGAGGT
GGTTGTCATTCAGATACTTGA
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FIGURA 29

Secuencia de aminoéacidos de longitud completa de FZD7 humano (SEQ ID NO: 50; el DEC esta subrayado):
MRDPGAAAPLSSLGLCALVLALLGALSAGAGAQPYHGEKGI SVPDHGFCQPISIPLCTDI
AYNQTILPNLLGHTNQEDAGLEVHQFYPLVKVQUCSPELRFFLCSMYAPVCTVLDQAIPPC
RSLCERARDGCEALMNKFGFQWPERLRCENFPVHGAGE ICVGQNTSDGSGGPGGGPTAYP
TAPYLPDLPFTALPPGASDGRGRPAFPFSCPRQLEVPPYLGYRFLGERDCGAPCEPGRAN
GLMYFKEEERRFARLWVGVWSVLCCASTLFTVLTYLVDMRRFSYPERPI IFLSGCYFMVA
VAHVAGFLLEDRAVCVERFSDDGYRTVAQGTKKEGCTILFMVLYFFGMASS IWWVILSLT
WFLAAGMKWGHEAIEANSQYFHLAAWAVPAVKTITILAMGQVDGDLLSGVCYVGLSSVDA
LRGFVLAPLFVYLFIGTSFLLAGFVSLFRIRTIMKHDGTKTEKLEKLMVRIGVFSVLYTV
PATIVLACYPYEQAFREHWERTWLLOTCKSYAVPCPPGHFPPMSPDFTVEFMIKYLMTMIV
GILTTGFWIWSGKTLQSWRRFYHRLSHSSKGETAV

Secuencia de aminoacidos del dominio Fri de FZD7 humano (SEQ ID NO: 52; aminoacidos 32-170 de la SEQ ID
NO: 50):
AQPYHGEKGISVPDHGFCQPISIPLCTDIAYNQTILPNLLGHTNQEDAGLEVHQFYPLVK
VQCSPELRFFLCSMYAPVCTVLDQAIPPCRSLCERARQGCEALMNKFGFQWPERLRCENF
PVHGAGEICVGQNTSDGSG

FIGURA 30

Secuencia de aminoéacidos de longitud completa de FZD8 humano (SEQ ID NO: 54; el DEC esta subrayado):
MEWGYLLEVTSLLAALALLORSSGAAAASAKELACOEI TVPLCKGIGYNY TYMPNQFNHD

TODEAGLEVHQFWPLVEIQCSPDLKFFLCSMYTPICLEDYKKPLPPCRSVCERAKAGCAP
LMROQYGFAWPDRMRCDRLPEQGNPDTLCMDYNRTDLTTAAPSPPRRLPPPPPGEQPPSGS
GHGRPPGARPPHRGGGRGGGGGDAAAPPARGGGGGEKARPPGGGAAPCEPGCQCRAPMVS
VSSERHPLYNRVKTGQIANCALPCHNPFFSQDERAFTVFWIGLWSVLCFVSTFATVSTFL
IDMERFKYPERPIIFLSACYLFVSVGYLVRLVAGHEKVACSGGAPGAGGAGGAGGAAAGA
GAAGAGAGGPGGRGEYEELGAVEQHVRYETTGPALCTVVEFLLVYFFGMASSTWWVILSLT
WFLAAGMKWGNEAIACYSQYFHLAAWLVPSVKS IAVLALSSVDGDPVAGICYVGNQSLDN
LRGFVLAPLVIYLFIGIMFLLAGFVSLFRIRSVIKQODGPTKTHKLEKLMIRLGLFTVLY
TVPAAVVVACLFYEQHNRPRWEATHNCPCLRDLOPDQARRPDYAVFMLKYFMCLVVGITS
GVWVWSGKTLESWRSLCTRCCWASKGAAVGGGAGATAAGGGGGPGGCEGGGPGGGEGPGG
GCGGSLYSDVSTGLTWRSGTASSVSYPKQMPLSQV
Secuencia de aminoacidos del dominio Fri de FZD8 humano (SEQ ID NO: 56; aminoacidos 28-158 de la SEQ ID
NO: 54):
ASAKELACQEITVPLCKGIGYNYTYMPNQFNHDTODEAGLEVHQFWPLVEIQCSPDLKFE
LCSMYTPICLEDYKKPLPPCRSVCERAKAGCAPLMROYGFAWPDRMRCDRLPEQGNPDTL
CMDYNRTDLTT

182



ES 2663 536 T3

FIGURA 31

Secuencia de ADN de longitud completa de FZD7 humano (SEQ ID NO: 53):
ATGCGGGACCCCGEGCGCEGUCGCTCCGUTITTCGTCCCTGGGCCTCTGTGCCCTGGTGCTS
GCGCTGECTGGGECGCACTGTCCGUGGGUGUCGGEELGCAGCCETACCACGGAGAGAAGGGE
ATCTCCGTGCCGGACCACGGCTTCTGCCAGCCCATCTCCATCCCGCTGTGCACGGACATC
GCCTACAACCAGACCATCCTGCCCAACCTGCTGGGCCACACCGAACCAAGAGGALCGCGGGC
CTCGAGGTGCACCAGTTCTACCCGUTGETGAAGGTCGCAGTGTTCTCCCGAACTCCGCTTT
TTCTTATGCTCCATGTATGCGCCCGTGTGCACCGTGCTCEGATCAGGCCATCCCGCCGTGT
CGTTCTCTETGCGAGCGCGCCCGCCAGGGUTGCGAGGCGCTCATGAACAAGTTCGEGCTTC
CAGTGGCCCGAGCGEGCTGCEGCTGCGAGAACTTCCCGETGCACGGTGCGGGCGAGATCTGC
GTGGCECCAGAACACGTCGEBACGGCTCCGGGGEECLCAGGCGGECGGECCCCACTGCCTACCCT
ACCGCGCCCTACCTGCCGCBACCTGCCCTTCACCGCGCTGCCCCCGGGGGCCTCAGATGGEC
AGGGGGCGTCCCGCCTTCCCCTTCTCATGCCCCCGTCAGCTCAAGGTGCCCCCGTACCTG
GGCTACCGCTTCCTGGGTGAGCGCGATTGTGGCGCCCCGETGCGAACCEGEGCCGEGTGCCAAC
GGCCTGATGTACTTTRAAGGAGGAGGAGAGGCGLTTCGCCCGCLTCTGGGTGGGCETGETGG
TCCGTGCTCTECTGCGCCTCGACGCTCTTTACCGTTCTCACCTACCTGGTGGACATGCGG
CGCTTCAGCTACCCAGAGCGGCCCATCATCTTICCTGTCGGGCTGCTACTTCATGGTGGCC
GTGGCGCACGCTEGCCGECTTCCTTCTAGAGGACCGLCGCCGTETGCGTGGAGCGCTTCTCG
GACGATGCCTACCGCACGGETGGCGCAGGECACCAAGAAGGAGGGCTGCACCATCCTCTTC
ATGGTGECTCTACTTCTTCGGCATEGCCAGCTCCATCTCGGTGGEGTCATTCTGTCTCTCACT
TGGTTCCTGGCOGCCGGCATCAACTEECGECCACCGAGGCCATCGAGGCCARCTCGCAGTAC
TTCCACCTGCCCGCETGGECCETECCCECCETCAAGACCATCACTATCCTGGCCATGGGL
CAGGTAGACGGGCACCTGCTGAGCGEGETGTGCTACCGTITGGCCTCTCCAGTGTGGACGCG
CTGCGEGECTTCETECTGECGCCTCTGTTCECTCTACCTCTTCATAGGCACGTCCTTITTG
CTGGECCGGCTTCOTETCCCTCTTCCGTATCCGCACCATCATGARACACGACGGCACCAAG
ACCGAGRAGCTGCAGAAGCTCATGGETCGCGCATCGGCGTCTTCAGCGTGCTCTACACAGTG
CCCGECCACCATCETCCTEGCCTGCTACTTCTACGAGCAGGCCTTCCGCGAGCACTGGGAG
CGCACCTGGCTCCTCCAGACGTGCAAGAGCTATGCCGTGCCCTGCCCELCCGGCCACTTC
CCGCCCATGAGCCCCGACTTCACCGTCTTCATGATCAAGTACCTGATGACCATGATCGTC
GGCATCACCACTOGCTTCTECATCTGGTCGGGCAAGACCCTGCAGTCGTGGCGCCGCTTC
TACCACAGACTTAGCCACAGCAGCAAGGGGGAGALCTGCGGTATGA
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FIGURA 32

Secuencia de ADN de longitud completa de FZD8 humano (SEQ ID NO: 57):
ATGGAGTGGGGETTACCTGTTGGAAGTGACCTCGCTGCTGGCCGCCTTGRCGCTCGCTGCAG
COGCTCTAGCGGCGCTGCGGCCGCCTCGGCCAAGGAGCTGGCATGCCAAGAGATCACCGETG
CCCCTGTCTAAGGGCATCGGCTACAACTACACCTACATGCCCAATCAGTTCARCCACGAL
ACCCAAGACGAGGCGGGCCTGERAGGTGCACCAGTTCTGGCCGCTGGTGGAGATCCAGTGC
TCGCCCGATCTCAACGTTCTTCCTGTGCAGCATGTACACGCCCATCTGCCTAGAGGACTAC
AAGARACGCCGCTGCCECCCTGCCGCTCGGETGTECGAGCGUGCCAAGGCCGGCTGCGCGCCS
CTCATGCGCCAGTACGGCTTCGCCTGGCCCGACCGCATGCGCTGUGACCGGCTGCCCGAG
CAAGGCAACCCTGACACGCTGTGCATGGACTACAACCGCACCGACCTAACCACCGLCGCG
CCCAGCCCGCCGLECCECCTGCCGCCGCCGCCGCOCEGLGAGCAGCCGCCTTCGGGCAGT
CECCACGGLCGCCOGCUGGEGGCCAGGCCCCCGUACCGCGEGGAGGTUGGCAGGGGCGGETGGEC
GGCEGGEGACCCGECCCCGCCCCCAGCTCGCCGCGGCGEGECGEETGECGEGAAGECGCGGLCC
CCTGGCGECGELGCGECTCCCTGCGAGCCCGEGTGCCACGTECCGCGCGCCTATGGTGAGC
GTGTCCAGCCGAGCGCCACCCGCTCTACAACCGCETCAAGACAGGCCAGATCGCTAACTGC
GCGCTGCCCTGCCACAACCCCTTTTTCAGCCAGGACGAGCGCGCCTTCACCGTCTTCTGG
ATCGGCCTETGGTCGETGCTCTGCTTCGTGTCCACCTTCGCCACCGTCTCCACCTTCCTT
ATCGACATGGAGCGCTTCAAGTACCCGGAGCGGCCCATTATCTTCCTCTCGGCCTGLTAC
CTCTTCETCTCGETGGGCTACCTAGTGCGCCTGGTGECEGGCCACGAGAAGCTGGCGTGC
AGCGGTGGCGECECCEEGLGLGEEGGECGCTEEGEECECGGGLGECGLGGLGECEEELECG
GGCGCGECGEGELGCGGEGCGUGGECGGECLCGGECEEECGLGECEAGTACGAGGAGCTGGGC
GCGGTGGAGCAGCACGTGCECTACGAGACCACCGGCCCCGCGCTGTGCACCGTGGTCTTC
TTGCTGGTCTACTTCTTCGGCATGGCCAGCTCCATCTGETGGGTGATCTTGTCGCTCACA
TGGTTCCTGGCGGCCGGTATGAAGTGGGGCAACGAAGCCATCGCCGGCTACTCGCAGTAC
TTCCACCTGGCCGCGTGGCTTGTGCCCAGCGTCAAGTCCATCGCGGTGCTGGCGCTCAGC
TCGGTCGACGGUGACCCGETGGECGGECATCTGCTACGTGGGCAACCAGAGCCTGGACAAC
CTGCGCGGCTTCGTGCTGGUGCCGCTGGTCATCTACCTCTTCATCGGCACCATGTTCCTG
CTGGCCGGCTTCGTGTCCCTGTTCCGCATCCGCTCGGTCATCAAGCAACAGGACGGCCCC
ACCAAGACGCACAAGCTGGAGAAGCTGATGATCCGCCTEGGECCTGTTCACCGTGCTCTAC
ACCGTGCCCGCCGCEGTGGETGEGTCGCCTGCCTCTTCTACGAGCAGCACAACCGCCCGCGT
TGGCGAGGCCACGCACAACTGCUCCGETGECCTGCGEGACCTGCAGCCCGACCAGGCACGCAGG
CCCGACTACGCCGTCTTCATGCTCAAGTACTTCATGTGCCTAGTGGTGGGCATCACCTCG
GGCGTCTGCGTCTGGTCCGGCAAGACGCTGGAGTCCTGGCGCTCCCTGTGCACCCGCTGEC
TGCTGGEECCAGCAAGGGCECCECGATGEGCEGEEGLGCGGGCGCCACGGLCGEGLEGGGEEET
GGCGGLGGGECCGEEGEGCGGLGGLGGLEEEEGALCCGECGGLGECGEEGGEEEILGEELGGET
GGCGGGGGCTCCCTCTACAGCGACGTCAGCACTGGCCTGACGTGGCGGTCGGGCACGGCG
AGCTCCGTGTCTTATCCAAAGCAGATGCCATTGTCCCAGGTCTGA
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FIGURA 33

Secuencia de aminoacidos de longitud completa de FZD9 humano (SEQ ID NO: 58):
MAVAPLRGALLLWQLLAAGGAALEIGRFDPERGRGAAPCQAVEI PMCRGIGYNLTRMPNL
LGHTSQGEAAARELAEFAPLVOYGCHSHLRFFLCSLYAPMCTDOVSTPI PACRPMCEQARL
RCAPIMEQFNFEWPDSLDCARLPTRNDPHALCMEAPENATAGPAEPHKGLGMLPVAFPRPA
RPPGDLGPGAGGSGTCENPEKFQYVEKSRSCAPRCGPGVEVFWSRRDKDFALVWMAVWSA
LCFFSTAFTVLTFLLEPHRFQYPERPI IFLSMCYNVYSLAFLIRAVAGAQSVACDQEAGA
LYVIQEGLENTGCTLVFLLLYYFGMASSLWWVVLTLTWFLAAGKKWGHEATIEAHGSYFHM
AAWGLPALKTIVILTLRKVAGDELTGLCYVASTDABRALTGFVLVPLSGYLVLGSSFLLTG
FVALFHIRKIMKTGGTNTEKLEKLMVKIGVFSILYTVPATCVIVCYVYERLNMDFWRLRA
TEQPCAAAAGPGGRRDCSLPGGSVPTVAVFMLKIFMSLVVGITSGVWVWSSKTFQTWQSL

CYRKIAAGRARAKACRAPGSYGRGTHCHYKAPTVVLHMTKTDPSLENPTHL
Secuencia de aminoacidos del dominio Fri de FZD9 humano (SEQ ID NO: 60; aminoacidos 23-159 de la SEQ ID
NO: 58):
LEIGRFDPERGRGAAPCQAVEI PMCRGIGYNLTRMPNLLGHTSQGEAAAELAEFAPLVQY
GCHSHLRFFLCSLYAPMCTDQVSTPIPACRPMCEQARLRCAPIMEQENFGWPDSLDCARL
PTRNDPHALCMEAPENA

FIGURA 34

Secuencia de aminoacidos de longitud completa de FZD10 humano (SEQ ID NO: 62; el DEC esta subrayado):
MORPGPRLWLVLOVMGSCAATISSMDMERPGDGKCQPIEIPMCKDIGYNMTRMPNLMGHEN
QREAAIQLHEFAPLVEYGCHGHLRFFLCSLYAPMCTEQVSTPI PACRVMCEQARLKCSPL
MEQFNFKWPDSLDCRKLPNKNDPNYLCMEAPNNGSDEPTRGSGLFPPLFRPQRPHSAQEH
PLKDGGPGRGGCDNPGKFHHVEKSASCAPLCTPGVDVYWSREDKRFAVVWLAIWAVLCFE
SSAFTVLTFLIDPARFRYPERPIIFLSMCYCVYSVGYLIRLFAGAESIACDRDSGOLYVI
QEGLESTGCTLVFLVLYYFGMAS SLWWVVLTLTWFLAAGKKWGHEAIEANSSYFHLAAWA
TPAVKTILILVMRRVAGDELTGVCYVGSMDVNALTGFVLIPLACYLVIGTSFILSGFVAL
FHIRRVMKTGGENTDKLEKLMVRIGLFSVLYTVPATCVIACYFYERLNMDYWKILAAQHK
CKMNNQTKTLDCLMAASTI PAVEIFMVKIFMLLVVGITSGMWIWTSKTLOSWQQVCSRRLK
KKSRREKPASVITSGGIYKKAQHPOKTHHGKYEIPAQSPTCV

Secuencia de aminoacidos del dominio Fri de FZD10 humano (SEQ ID NO: 64; aminoacidos 21-154 de la SEQ ID
NO: 62):
ISSMDMERPGDGKCOPIEIPMCKDIGYNMTRMPNLMGHENQREAATQIHEFAPLVEYGCH
GHLRFFLCSLYAPMCTEQVSTPIPACRVMCEQARLKCSPIMEQFNFKWPDSLDCRKLFNK
NDPNYLCMEAPNNG
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FIGURA 35

Secuencia de ADN de longitud completa de FZD9 humano (SEQ ID NO: 61):
ATGGCCETGGECGCCTCTGLGGGEEECGCTGCTGCTGTGGCAGCTGCTGGCAGBCEEECGEGC

GCGGCACTGGAGATCGGCCGCTTCCACCCEGAGCGCGGGELGCEGGGCTGCGCCGTGCCAG
GCGGTGGAGATCCCCATGTGCCGECGCCATCGGCTACAACCTGACCCGCATGCCCAALCTG
CTGGGCCACACGTCGCAGGGCGAGGCGEUTGCCGAGCTAGCGGAGTTCECGCCGCTGETG
CAGTACGGCTGCCACAGCCACCTGCGCTTCTTCCTGTGCTCGCTCTACGCGCCCATGTGC
ACCGACCAGGTCTCGACGCCCATTCCCGCCTGCCEGCCCATGTGCGAGCAGGCGCGLCTG
CECTGCGCECCCATCATGGAGCAGTTCRACTTCGGCTGGCCGGACTCGUTCGACTGCGCC
CGGCTGCCCACGCEGCAACGACCCGLACGUGCTUTGCATGGAGGCACCCEAGAACGCCACG
GCCGGCCCCGCEGAGCCCCACARGGECLTGGGCATGCTGCCCGTGGCGCCGCGGCCCGLG
CGCCCTCCCGGAGACCTGGECCCEEELGCEEGLGECAGTGGCACCTGCGAGAACCCCGAG
AAGTTCCAGTACGTGGAGAAGAGCCGCTCGTGCGCACCGCGCTGCGEGCCCGECGTCGAG
GTGTTCTGGTCCCGGCGCCACAAGGACTTCCCGLTGGTCTGGATGGCCGTGTGGTCGGCG
CTGTGCTTCTTCTCCACCGCCTTCACTGTGCTCACCTTCTTGCTGGAGCCCCACCGECTTC
CAGTACCCCGAGCGCCCCATCATCTTCCTCTCCATGTGCTACAACGTCTACTCGCTGGCC
TTCCTGATCCGTGCGETGECCGGAGUGCAGAGCGTGGLCTETCGACCAGGAGGCGGGCGCE
CTCTACGTGATCCAGGAGGGCCTGGAGAACACGGGCTGCACGCTGETCTTCCTACTGCTC
TACTACTTCGGCATGGCCAGCTCECTCTGGTGGETGCTCCTGACGCTCACCTGGTTCCTG
GCTGCCGGGAAGAAATGGGGCCACCGAGGCCATCGAGGCCCACGGCAGCTATTTCCACATG
GCTGCCTGGGGCCTGCCCGCGCTCAAGACCATCGTCATCCTGACCCTGCGCAAGGTGECG
GGTGATGAGCTGACTGEGCTTTGCTACGTGGCCAGCACGGATGCAGCAGCGCTCACGGGL
TTCETGCTOGTGCCCCTCTCTGGCTACCTGGTCCTGGGCAGTAGTTTCCTCCTGACCGGC
TTCGTGGCCCTCTTCCACATCCGCAAGATCATGARGACGGGCGGCACCAACACAGAGARG
CTGGAGAAGCTCATGGTCAAGATCGGEGTCTTCTCCATCCTCTACACGGTGCCCGCCACC
TCCGTCATCGTTTGCTATGTCTACGAACGCCTCAACATGGACTTCTGGCCCCTTCGGGCC
ACAGAGCAGCCATGCECAGCGELCCGCGEGGCCCOGAGGLCEGAGGGACTGCTCGCTGCCA
GGGGGCTCGETECCCACCCTCGCGGTCTTCATGCTCAAAATTTTCATGTCACTGGTEGCTG
GGGATCACCAGCGGCOTCTGGETGTGGAGCTCCAAGACTTTCCAGACCTGGCAGACGCCTG
TGCTACCGCAAGATAGCAGCTGGCLCGGGCCCGGGCCAAGGCCTECCGCGLCCCCEGGAGT
TACGGACGTGGCACGCACTGCCACTATAAGGCTCCCACCGTGGTCTTGCACATGACTAAG
ACGGACCCCTCTTTGGAGARACCCCACACACCTCTAG
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FIGURA 36

Secuencia de ADN de longitud completa de FZD10 (SEQ ID NO: 65):
ATGCAGCGCCCGGGCCCCCGCCTCTGEUCTGETCCTGCAGGTGATGGGCTCGTGCGCCECT

ATCAGCTCCATGGACATGGAGCGCCCGGEGLGACGGCAAATGCCAGCCCATCGAGATCCCG
ATGTGCAAGGACATCGGCTACAACATGACTCGTATGCCCAACCTGATGGGCCACGAGAAL
CAGCCGCGAGGCAGCCATCCAGTTGCACGAGTTCGCGCCGCTGCTECAGTACGGUTGCCAC
GGCCACCTCCGCTTCTTCCTGTGCTCGCTGTACGCGCCGATGTGCACCGAGCAGETCTCT
ACCCCCATCCCCGUCTGCCGGETCATGTGCGAGCAGGCCCGGCTCAAGTGCTCCCCGATT
ATGGAGCAGTTCAACTTCAAGTGGCCCGACTCCCTGGACTGCCGGAAACTCCCCAACAAG
AACGACCCCAACTACCTGTCGCATGGAGGCGCCCARCAACGGUTCGCGACGAGCCCACCCGG
GGCTCGGECCTETTCCCGUCGCTGTTCCGGCCGCAGCGECCCCACAGCGCGCAGGAGCALC
CCGCTGAAGGACGGGEGCCCCGGEGLGLGEGCEGETGCGACAACCCGGGCAAGTTCCACCAC
GTGGAGAAGAGCGCGTCGETGCGCGCCGCTCTGCACGCCCEGCGTGGACGTGTACTGGEAGC
CGCGAGGACAAGCGCTTCGCAGTGGTCTGGLTGGCCATCTGGGCGGTGCTGTGCTTCTTC
TCCAGCGCCTTCACCGTGCTCACCTTCCTCATCGACCCGGCCCGCTTCCGUTACCCCGAG
CGCCCCATCATCTTCCTCTCCATGTGCTACTGCGTCTACTCCGTGGGCTACCTCATCCGC
CTCTTCGCCGGCGCCGAGAGCATCGCCTGCGACCGGGACAGCGGCCAGCTCTATGTCATC
CAGGAGGGACTGGAGAGCACCGGCTGCACGCTGGTCTTCCTGGTCCTCTACTACTTCGGC
ATGGCCAGCTCGCTGTGGETGGETGETCCTCACGCTCACCTGETTCCTGGCCGCCGGCAAG
AAGTGGGGCCACGAGGCCATCGAAGCCAACAGCAGCTACTTCCACCTGGCAGCCTGGGCC
ATCCCGGCGGTGAAGACCATCCTGATCCTGGTCATGCGCAGGGTGGCGGGGGACGAGCTC
ACCGGGGTCTGCTACGTGGECAGCATGGACGTCARCGCECTCACCGGCTTCGTGCTCATT
CCCCTGGCCTGCTACCTGGTCATCGGCACGTCCTTCATCCTCTCGGGCTTCGTGGCCCTG
TTCCACATCCGGAGGGTGATGAARGACGGGCGGCGAGAACACGGACAAGCTGGAGAAGCTC
ATGGTGCGTATCGGGCTCTTCTCTGTGCTGTACACCGTGCCGGCCACCTGTGTGATCGCC
TGCTACTTTTACGAACGCCTCAACATGGATTACTGGAAGATCCTGGCGGCGCAGCACAAG
TGCAAAATGAACAACCAGACTAARACGCTGGACTGCCTGATGGCCGCCTCCATCCCCGCC
GTGGAGATCTTCATGGTGAAGATCTTTATGCTGCTGGTGGTGGGGAT CACCAGCGGGATG
TGGATTTGGACCTCCAAGACTCTGCAGTCCTGGCAGCAGGTGTGCAGCCGTAGGTTAAAG
AAGAAGAGCCGGAGAAAACCGGCCAGCGTGATCACCAGCGGTGGGATTTACAAARAAAGCC
CAGCATCCCCAGAARACTCACCACGGGAAATATGAGATCCCTGCCCAGTCGCCCACCTGEC
GTGTGA
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FIGURA 37
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FIGURA 38
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FIGURA 40

Crecimiento tumoral, dia 75
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FIGURA 41
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FIGURA 43
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Figura 54

Crecimiento del tumor, dia 59
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