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DESCRIPCION
ROS cinasa en cancer de pulmon
Antecedentes de la invencion

La invencion se refiere, en general, a proteinas y genes implicados en el cancer de pulmén (por ejemplo, cancer de
pulmén humano), y a la deteccion, el diagndstico y al tratamiento del cancer de pulmon.

Muchos canceres se caracterizan por alteraciones en las vias de sefializacién celular que dan lugar a un control
aberrante de los procesos celulares, incluyendo el crecimiento y la proliferacion. Estas alteraciones a menudo estan
provocadas por cambios en la actividad de proteinas de sefalizacién concretas, tales como cinasas.

La expresion aberrante de proteinas cinasas puede ser el agente causante (y el impulsor) del cancer. La expresion
aberrante puede estar causada por la fusion de la proteina (o a la porcion cinasa de la misma) con una proteina
secundaria (o porcion), la expresion de una porcién truncada de la proteina o por la regulacion anormal de la
expresion de la proteina de longitud completa.

Se sabe que las translocaciones de genes que producen proteinas de fusidon de cinasas con una actividad de
sefializacion aberrante pueden dar lugar directamente a ciertos canceres (véase, por ejemplo, Mitelman et al.,
Nature Reviews Cancer 7: 233-245, 2007, Futreal et al., Nat Rev Cancer 4(3): 177-183 (2004), y Falini et al., Blood
99(2): 409-426 (2002). Por ejemplo, se ha demostrado que la oncoproteina BCR-ABL, una proteina de fusion de
tirosina cinasa, es el agente causante y dirige la leucemia mieloide crénica humana (LMC). La oncoproteina BCR-
ABL, que se encuentra en al menos 90-95% de los casos de CML, se genera por la translocacion de secuencias
génicas de la proteina tirosina cinasa c-ABL en el cromosoma 9 a la secuencias BCR en el cromosoma 22, lo cual
produce el denominado cromosoma Filadelfia. Véase, por ejemplo, Kurzock et al., N. Engl. J. Med., 319: 990-998
(1988). También se observa la translocacion en casos de leucemia linfocitica aguda (LLA) y leucemia mieloide
aguda (LMA). Estos descubrimientos estimularon la aprobacion por la FDA del mesilato de imatinib (comercializado
bajo la marca Gleevec® por Novartis) y dasatinig (comercializado por Bristol-Mysers Squibb bajo la marca comercial
Sprycel®), inhibidores de molécula pequefia de la ABL cinasa, para el tratamiento de la LMC y la LLA. Estos
farmacos son ejemplos de farmacos disefiados para interferir con las vias de sefalizacion que dirigen el crecimiento
de las células tumorales. El desarrollo de estos farmacos representa un avance significativo frente a las terapias
convencionales para la LMC y la LLA, la quimioterapia y la radiacion, que estan plagadas de efectos secundarios
muy conocidos y a menudo tienen un efecto limitado, puesto que no estan dirigidas especificamente a las causas
subyacentes del cancer.

Por consiguiente, seria Util la identificacion de proteinas que dirigen los canceres con el fin de detectar los canceres
en una etapa temprana, cuando son mas propensos a responder al tratamiento. Ademas, la identificacion de dichas
proteinas permitira, entre otras cosas, deseablemente posibilitar nuevos métodos para seleccionar pacientes para
las terapias dirigidas, asi como la seleccion y el desarrollo de nuevos farmacos que inhiban dichas proteinas y, por
tanto, para tratar el cancer.

El papel oncogénico de los las tirosina cinasas receptoras (RTK) se ha vinculado con muchos tipos de tumores
solidos, incluyendo el cancer de pulmén. El cancer de pulmoén, que tiene varios subtipos, entre los que se incluyen el
cancer de pulmon no microcitico y el cancer de pulmén microcitico, es la causa mas frecuente de muerte por cancer
tanto en hombres como en mujeres de todo el mundo. Segun el Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos,
aproximadamente uno de cada 14 hombres y mujeres en los Estados Unidos sera diagnosticado de cancer de
pulmén en algin momento de su vida. Dos formas particularmente mortales de cancer de pulmén son el carcinoma
de pulmoén microcitico (SCLC) y el carcinoma de pulmén no microcitico.

Desafortunadamente, a menudo el cancer de pulmén no se diagnostica en una etapa temprana y a menudo no
responde completamente a la cirugia, incluso cuando se combina con quimioterapia o radioterapia. Por ejemplo, el
NSCLC es la principal causa de muerte por cancer en los Estados Unidos, y supone aproximadamente el 87 % de
todos los canceres de pulmén. Se producen aproximadamente 151.000 nuevos casos de NSCLC en los Estados
Unidos al afio, y se calcula que mas de 120.000 pacientes moriran al afio por la enfermedad solo en los Estados
Unidos. Véase “Cancer Facts and Figures 2005,” American Cancer Society. EI NSCLC, que comprende tres subtipos
diferenciados, a menudo solo se detecta después de que haya metastatizado y por lo tanto la tasa de mortalidad es
del 75 % a los dos afios del diagnostico.

Acquaviva, Wong y Charest, Biochimica et Biophysica Acta 1795(1):37-52 2009 revisaron los diversos papeles de la
tirosina cinasa receptora del protooncogén ROS en el desarrollo y el cancer y observaron que ROS y sus variantes
oncogénicas constituyen dianas clinicamente relevantes para la intervencion terapéutica del cancer. Una de las
muchas mutaciones ROS revisadas es un transcrito aberrante de c-ROS en el glioblastoma, resultante de una
delecion intracromosomica que fusiona c-ROS con FIG (fusionado en el glioblastoma). Se observa que la fusion FIG-
ROS es un potente oncogén. La revision también se refiere a un estudio a gran escala de la actividad tirosina cinasa
en el cancer de pulmén, que descubrié dos nuevas proteinas de fusion ROS asociadas con el NSCLC, en el que la
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ROS se activd por reordenamientos genéticos que dan lugar a proteinas de fusion.

Por lo tanto, seria util descubrir nuevas formas de identificar el cancer de pulmoén en una etapa temprana y nuevas
formas (y nuevos reactivos) para tratar el cancer de pulmon.

Sumario de la invenciéon

La invencion es tal como se reivindica en las reivindicaciones 1-14. La invencién se basa en el descubrimiento de
expresion y/o actividad aberrante de ROS en el cancer, particularmente en el cancer de pulmén. La expresion
aberrante de ROS en el cancer de pulmén de mamiferos puede deberse, por ejemplo, a la expresion de ROS cinasa
de longitud completa en el cancer de pulmén de mamiferos, ya que el tejido pulmonar sano y normal y las células no
expresan la proteina ROS cinasa o la actividad ROS cinasa. La expresion aberrante de ROS en el cancer de pulmén
de mamiferos también puede deberse a la presencia de ROS truncada (por ejemplo, que comprende una parte de
ROS cinasa que incluye el dominio cinasa) o una de las proteinas de fusién de ROS descritas en la presente
memoria. Toda la expresion revelada de ROS en el cancer de pulmén da como resultado la expresion del dominio
ROS cinasa; por lo tanto, todos los polipéptidos de fusion de ROS divulgados tienen actividad ROS cinasa activa.

De acuerdo con esto, en un primer aspecto, la invencién proporciona un método para detectar la presencia de un
polipéptido con actividad ROS cinasa en una muestra bioldgica obtenida de un cancer de pulmén de mamifero o un
posible cancer de pulmén de mamifero. El método incluye la utilizaciéon de al menos un reactivo que se une
especificamente a dicho polipéptido con actividad de ROS cinasa para determinar si dicho polipéptido esta presente
en dicha muestra bioldgica, en donde la deteccion de la unidn especifica de dicho reactivo a dicha muestra biolégica
indica que dicho polipéptido esta presente en dicho material bioldgico, y en donde el polipéptido es un polipéptido de
fusion FIG-ROS.

En otra realizacion, el reactivo es un anticuerpo. En algunas realizaciones, el reactivo (por ejemplo, el anticuerpo)
esta marcado de forma detectable. El reactivo se une especificamente al polipéptido de fusion FIG-ROS (por
ejemplo, se une especificamente a un polipéptido FIG-ROS (L), a un polipéptido FIG-ROS (S), o a un polipéptido
FIG-ROS (VL)).

Un polipéptido de fusion FIG-ROS puede seleccionarse del grupo que consiste en un polipéptido FIG-ROS (L), un
polipéptido FIGOS (S) y un polipéptido FIG-ROS (VL). El polipéptido puede comprender la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 56 o SEQ ID NO: 60.

En algunas realizaciones, el método se pone en practica en un formato seleccionado del grupo que consiste en un
ensayo de citometria de flujo, un ensayo de cinasa in vitro, un ensayo de inmunohistoquimica (IHC), un ensayo de
inmunofluorescencia (IF), un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), y un ensayo de analisis por
transferencia de Western.

En una realizacion, se detecta la actividad cinasa de dicho polipéptido. En otra realizacion, el reactivo es un péptido
marcado con isétopo pesado (AQUA). En otra realizacion, el péptido marcado con is6topo pesado (AQUA)
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende una unién de fusién de un polipéptido de fusiéon de ROS.
En otra realizacion, el método se implementa usando analisis de espectrometria de masas.

En otro aspecto, la invenciéon proporciona un método para detectar la presencia de polinucleétidos que codifican
para un polipéptido con actividad ROS cinasa en una muestra biolégica obtenida de un cancer de pulmon de
mamifero o un posible cancer de pulmén de mamifero en donde el polinucleétido codifica un polipéptido de fusién
FIG-ROS. ElI método incluye la utilizacion de un reactivo que se une especificamente a dicho polinucleétido que
codifica dicho polipéptido con actividad de ROS cinasa para determinar si dicho polinucleétido esta presente en
dicha muestra bioldégica, en donde la detecciéon de la unién especifica de dicho reactivo a dicha muestra biolégica
indica que dicho polinucleétido que codifica dicho polipéptido con actividad ROS cinasa esta presente en dicha
muestra biologica.

En algunas realizaciones, el polinucleétido comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 55, 57 y 59.

En algunas realizaciones, el reactivo es una sonda de acido nucleico. En algunas realizaciones, el reactivo esta
marcado de forma detectable. En otra realizacion, la sonda de acido nucleico es una sonda de hibridacion in situ de
fluorescencia (FISH) y dicho método se implementa en un ensayo FISH. En otra realizacion, la sonda de acido
nucleico es una sonda de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y dicho método se implementa en un ensayo
de PCR. Una realizaciéon adicional, el reactivo esta marcado de forma detectable.

El polipéptido de fusion FIG-ROS puede seleccionarse del grupo que consiste en un polipéptido FIG-ROS (L), un
polipéptido FIGOS (S) y un polipéptido FIG-ROS (VL). El polipéptido puede comprender la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 56 o SEQ ID NO: 60.
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En diversas realizaciones de los métodos de la invencién, el cancer de pulmén es cancer de pulmén humano
(carcinoma de pulmoén no microcitico). En una realizacion adicional, la muestra bioldgica se selecciona del grupo que
consiste en una biopsia pulmonar, un lavado broncoalveolar, una reseccion tumoral, un aspirado con aguja fina, un
efusion pleural y una célula tumoral circulante.

En diversas realizaciones de los métodos de la invencion, el cancer de pulmén de mamifero o el posible cancer de
pulmén de mamifero es un carcinoma de pulmén no microcitico. En diversas realizaciones, el cancer de pulmoén de
mamifero o el posible cancer de pulmén de mamifero es de un ser humano.

En diversas realizaciones de los métodos de la invencion, la muestra biolégica se diagnostica como de un cancer de
pulmén de mamifero o un posible cancer de pulmén de mamifero dirigido por la actividad de ROS cinasa. En
algunas realizaciones, el cancer de pulmén de mamifero o el posible cancer de pulmén de mamifero es probable
que responda a un agente terapéutico inhibidor de ROS. En diversas realizaciones, se diagnostica que el paciente
del que se obtiene dicha muestra bioldgica, en la que el reactivo se une especificamente a la muestra bioldgica,
tiene un cancer de pulmoén de mamifero o un posible cancer de pulmén de mamifero dirigido por la actividad de ROS
cinasa. En algunas realizaciones, se diagnostica que es probable que el paciente responda a un agente terapéutico
inhibidor de ROS. Un ejemplo no limitante de un agente terapéutico inhibidor de ROS es crizotinib (también conocido
como PF-02341066). Los ejemplos adicionales no limitantes de terapéuticos inhibidores de ROS incluyen NVT TAE-
684, AP26113, CEP-14083, CEP-14513, CH5424802, CEP11988, WHI-P131 y WHI-P154.

En diversas realizaciones, el cancer de pulmén o posible cancer de pulmén es de un ser humano. En algunas
realizaciones, la expresion y/o la actividad del polipéptido o el polinucledtido se inhibe mediante un agente
terapéutico inhibidor de ROS seleccionado del grupo que consiste en PF-02341066, NYT TAE-684, AP26113, CEP-
14083, CEP-14513, CEP11988, CH5424802, WHI-P131 y WHI-P154.

También se describe un método para identificar a un paciente con cancer de pulmén o con sospecha de tener
cancer de pulmén como un paciente susceptible de responder a un agente terapéutico inhibidor de ROS, que
comprende: poner en contacto una muestra bioldgica de un pulmoén de dicho paciente con un reactivo que se une
especificamente a un polipéptido que tiene actividad ROS cinasa, detectar si el reactivo se une especificamente a la
muestra bioldgica, en donde la deteccion de la unidn del reactivo a la muestra biolégica identifica al paciente como
un paciente que probablemente responda a un agente terapéutico inhibidor de ROS.

En diversas realizaciones de todo el aspecto de la invencion, el paciente es un paciente humano y el cancer de
pulmén (o posible cancer de pulmén) es de un ser humano. El cancer de pulmén es NSCLC. En algunas
realizaciones, el agente terapéutico inhibidor de ROS o el agente terapéutico inhibidor de ALK es PF-02341066, NVT
TAE-684 o AP26113. En algunas realizaciones, el agente terapéutico inhibidor de ROS o el agente terapéutico
inhibidor de ALK es AP26113, CEP-14083, CEP-14513, CEP11988, CH5424802, WHI-P131 y WHI-P154.

En diversas realizaciones, la muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste en una biopsia pulmonar, un
lavado broncoalveolar, una célula tumoral circulante, una reseccién tumoral, un aspirado con aguja fina y un efusion
pleural.

También se describe un método para determinar si un compuesto inhibe la progresiéon de un cancer de pulmén de
mamifero o de un posible cancer de pulmén caracterizado por la expresién de un polipéptido con actividad ROS,
comprendiendo dicho método la etapa de determinar si dicho compuesto inhibe la expresion de dicho polipéptido en
dicho cancer. También se describe un método para inhibir la progresion de un cancer de mamifero o posible cancer
de mamifero caracterizado por la expresion de un polipéptido con actividad ROS, comprendiendo dicho método la
etapa de inhibir la expresion y/o actividad de dicho polipéptido en dicho cancer de pulmén de mamifero o posible
cancer de pulmén de mamifero. En algunas realizaciones, el cancer es de un ser humano.

Breve descripcion de los dibujos

Fig. 1 - es un analisis de transferencia de Western de extractos de la linea celular de NSCLC humano (HCC78)
que muestra la expresion de una forma de ROS que tiene un peso molecular mucho mas bajo que la ROS de
longitud completa /de tipo silvestre.

Fig. 2 - muestra la inhibicion del ARNip de ROS cinasa mutante en lineas celulares de NSCLC humano: El panel
A muestra una grafica de la inhibicién celular después de la transfeccion de ARNip, el panel B es una
inmunotransferencia que muestra un inactivacion especifica de ROS y un incremento de la apoptosis (en la linea
celular dirigida por ROS mutada) y el Panel C es una inmunotransferencia que muestra una actividad disminuida
de las moléculas de sefializacion aguas abajo de ROS.

Figs. 3A-3B - muestra la localizacion del gen SLC34A2 y el gen ROS sobre los cromosomas 4p y 6q,
respectivamente (Fig. 3A) y las localizaciones del dominio de las proteinas SLC34A2 y ROS de longitud completa
(Fig. 3B).
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Fig. 3C - es un diagrama esquematico que muestra la variante de SCL34A2-ROS larga, en la que los exones 1-4
de SCL34A2 se combinan con los exones 32-43 de ROS. La unién de fusiéon se produce en el resto 1750 cadena
arriba del dominio transmembrana de ROS, y los restos de nucledtidos y de aminoacidos (SEQ ID NO: 12 y SEQ
ID NO: 13, respectivamente) que flanquean la unién de fusidon se muestran en la parte inferior de la Fig. 3C (con
los restos de nucledtidos y de aminoacidos de SCL34A2 en fuente regular y los restos de nucleotidos y de
aminoacidos de ROS en texto en negrita).

Fig. 3D - es un diagrama esquematico que muestra la variante de SCL34A2-ROS corta en la que los exones 1-4
de SCL34A2 se combinan con los exones 32-43 de ROS. La unién de fusion se produce en el resto 1853 justo
cadena arriba del dominio transmembrana de ROS, vy los restos de nucleétidos y de aminoacidos (SEQ ID NO:
14 y SEQ ID NO: 15, respectivamente) que flanquean la unién de fusion se muestran en la parte inferior de la
Fig. 3D (con los restos de nucleétidos y de aminoacidos de SCL34A2 en fuente regular y los restos de
nucledtidos y de aminoacidos de ROS en texto en negrita).

Fig. 3E - es un diagrama esquematico que muestra la variante de SCL34A2-ROS predicha muy corta en la que
los exones 1-4 de SCL34A2 se combinan con los exones 35-43 de ROS. Se predice que la zona de unién de la
fusion aparece en el resto 1882 de ROS, en el extremo N-terminal del dominio transmembrana de ROS, y los
restos de nucledtidos y de aminoacidos (SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 17, respectivamente) que flanquean la
union de fusion se muestran en la parte inferior de la Fig. 3E (con los restos de nucleétidos y de aminoacidos de
SCL34A2 en fuente regular y los restos de nucleotidos y de aminoacidos de ROS en texto en negrita).

Fig. 4A - es la secuencia de aminoacidos (codigo de 1 letra) de la variante larga de la proteina de fusion de
SLC34A2-ROS humana (SEQ ID NO: 5) (panel superior), indicandose también la secuencia de ADN (SEQ ID
NO: 6) (panel inferior); los residuos del resto SCL34A2 se indican en cursiva, mientras que los residuos del
dominio cinasa de ROS se indican en negrita.

Fig. 4B - es la secuencia de aminoacidos (codigo de 1 letra) de la variante corta de la proteina de fusion de
SLC34A2-ROS humana (SEQ ID NO: 7) (panel superior), indicandose también la secuencia de ADN codificante
(SEQ ID NO: 8) (panel inferior); los residuos del resto SCL34A2 se indican en cursiva, mientras que los residuos
del dominio cinasa de ROS se indican en negrita.

Fig. 5 - es la secuencia de aminoacidos (codigo de una letra) de la proteina SLC34A2 humana (SEQ ID NO: 3)
(n.° de registro de SwissProt 095436) (panel superior), indicandose también la secuencia de ADN codificante
(SEQ ID NO: 4) (n.° de registro de GeneBank NM_006424) (panel inferior); los restos implicados en la
translocacion estan subrayados.

Fig. 6A - es la secuencia de aminoacidos (codigo de 1 letra) de la ROS cinasa humana (SEQ ID NO: 1) (n.° de
registro de SwissProt P08922); los restos implicados en la translocacion de la variante (larga) de SLC34A2-ROS
estan subrayados, los restos en negrita subrayados son los implicados en las translocaciones de la variante
(corta) y los restos rojos, en negrita y subrayados son los implicados en la translocacion de la variante predicha
(muy corta).

Fig. 6B - es la secuencia de ADN codificante de la ROS cinasa humana (SEQ ID NO: 2) (n.° de registro de
GeneBank NM_002944); los restos implicados en la primera translocacion de la variante (larga) de SLC34A2-
ROS estan subrayados, los restos en negrita subrayados son los implicados en la segunda translocacion de la
variante (corta) y los restos en mayuscula, en negrita y subrayados son los implicados en la translocacion de la
variante (muy corta).

Fig. 7 - es un gel que muestra la expresion de la proteina de fusiéon SLC34A2-ROS (primera variante (larga)) en
células 293 (rifidn embrionario humano) transfectadas, comparada con los controles (carriles 1y 2).

Fig. 8 - muestra la localizacién del gen CD74 y del gen ROS en los cromosomas 5q y 6q, respectivamente (panel
A), y las localizaciones del dominio de las proteinas de CD74 y ROS de longitud completa, asi como las de la
proteina de fusién CD74-ROS (paneles B y C (con la SEQ ID NO: 30 mostrada debajo del panel C)). La union de
fusion se produce en el resto 1853 cadena arriba del dominio transmembrana de ROS.

Fig. 9 - es la secuencia de aminoacidos (codigo de 1 letra) de la proteina de fusién de CD74-ROS humana (SEQ
ID NO: 22) (panel superior), indicandose también la secuencia de ADN codificante (SEQ ID NO: 23) (panel
inferior); los restos del resto CD74 se indican subrayados, mientras que los restos del dominio cinasa de ROS se
indican en negrita.

Fig. 10 - es la secuencia de aminoacidos (cédigo de 1 letra) de la proteina CD74 humana (SEQ ID NO: 24) (n.°
de registro de SwissProt P04233) (panel superior), indicandose también la secuencia de ADN codificante (SEQ
ID NO: 25) (n.° de registro de GeneBank NM_001025159) (panel inferior); los restos implicados en la
translocacion estan subrayados.
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Fig. 11A - es la secuencia de aminoacidos (codigo de 1 letra) de la ROS cinasa humana (SEQ ID NO: 1) (n.° de
registro de SwissProt P08922); los restos implicados en la translocacién CD74-ROS estan subrayados.

Fig. 11B - es la secuencia de ADN codificante de la ROS cinasa humana (SEQ ID NO: 2) (n.° de registro de
GeneBank NM_002944); los restos implicados en la translocacion CD74-ROS estan subrayados.

Fig. 12 - es el gel que muestra la deteccion del gen de fusion formado por la translocacion de CD74 y ROS
mediante RT-PCR; mostrandose las secuencias de los cebadores para CD74-F1 (arriba) y ROS-GSP3 (abajo)
(SEQ ID NO: 26 y 27, respectivamente).

Figs. 13A-13F - son fotografias que muestran inmunohistoquimica y FISH de la proteina ROS vy el acido nucleico
de ROS en tejidos tumorales FFPE de cancer de pulmén no microcitico (NSCLC). La variacion en la localizacion
de la proteina ROS se muestra como sigue: (A) citoplasmica difusa con flechas amarillas en el recuadro (A) que
ilustra la translocacion equilibrada del locus c-ros mediante FISH. (B) Localizacién punteada fuerte de ROS en
adenocarcinoma con amplificacion (es decir, imagen ampliada) en el recuadro. (C) Localizacion citoplasmatica de
la tincion de ROS en el carcinoma de células grandes y la correspondiente tincién de hematoxilina y eosina en el
panel E. (D) Adenocarcinoma con tincion de citoplasma unico y localizacion en la membrana con amplificacion en
el recuadro que muestra la tincion de la membrana. (E) Tinciéon con hematoxilina y eosina correspondiente a la
tincion de ROS en el panel C. (F) Tincion vesicular punteada con amplificacion en el recuadro que muestra
tincion de las vesiculas.

Fig. 14A y B - Es una imagen que muestra la deteccion especifica de la translocacion/fusion de ROS (en una
linea celular de NSCLC humana) mediante FISH empleando una sonda de de ruptura de dos colores. La Figura
14A muestra las localizaciones en el gen ROS en las que las sondas FISH hibridan, y la Fig. 14B muestra la
reordenacion del gen ROS en una linea celular de NSCLC humano (izquierda) y un tumor de NSCLC humano,
dando como resultado sefales separadas de color naranja y verde.

Fig. 15 es un diagrama esquematico que muestra donde hibridan las sondas de ADN de los dos conjuntos de
sondas con el gen ROS y el gen FIG. La sonda proximal de ambos conjuntos de sondas, a saber, RP1-179P9,
dara una sefial naranja, mientras que las tres sondas distales daran una sefial verde. El conjunto de sondas 1
derivo de c-ros y si se produce una translocacion equilibrada, la naranja se separara de la verde; sin embargo si
se produce una translocacion FIG-ROS, la sefal verde desaparecera. El conjunto de sondas 2 derivd de c-ros
(RP1-179P9 naranja) y fig (RP11-213A17 verde).

Las Figuras 16A-16F son fotografias que muestran los resultados del analisis FISH de células HCC78 (paneles A
y B), células U118MG (paneles C y D) e ID 749 del tumor FFPE (paneles E y F). Las células HCC78 sondadas
con el conjunto de sondas 1 (A) y el conjunto de sondas 2 (B) muestran los resultados esperados de la fusion
SLC34A2-ROS presente en estas células. Las flechas amarillas apuntan a sefiales de divisiéon indicativas de
translocacién equilibrada en células HCC78 y las flechas blancas apuntan al cromosoma intacto. Las células
U118MGsondadas con el conjunto de sondas 1 (C) y el conjunto de sondas 2 (D) muestran los resultados
esperados de la fusion SLC34A2-ROS presente en estas células. El tumor FFPE 749 sondado con el conjunto de
sondas 1 (E) y el conjunto de sondas 2 (F) es idéntico a las células U118MG. Tanto en U-118 MG como en el
Tumor ID 749 sondado con el conjunto de sondas 1, solo hibrida la sonda c-ros (naranja) y la region delecionada
(sonda verde) no esta presente (paneles C y E, respectivamente). En U-118 MG y el Tumor ID 749 sondados con
el conjunto de sondas 2 (paneles E y F, respectivamente), las sondas c-ros (naranja) y fig (verde) se juntan,
indicando una fusion fig-ros.

La Figura 17 muestra los resultados de la secuenciacion de ADNc de la proteina de fusion ROS del tumor 749
(en la linea “sujeto”) y su alineacion con la secuencia de nucleétidos de FIG-ROS (S) (como “consulta”).

La Fig. 18 es un grafico lineal que muestra la respuesta de crecimiento celular en presencia de TAF-684 de OnM,
3nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM o 1000 nM de BaF3 que expresan FIG-ROS (S) (cuadrados rojos), BaF3
que expresan FIG-ROS (L) (rombos azules), BaF3 que expresan FLT3ITD (triangulos verdes) y células Karpas
299 (Xs purpura).

La Fig. 19 es un grafico de barras que muestra que BaF3 que expresa FIG-ROS (S) o FIG-ROS (L) mueren por
apoptosis en presencia de TAE-684.

Fig. 20 Es una representacion de un analisis de transferencia de Western que muestra que la fosforilacion tanto
de FIG-ROS (S) como de FIG-ROS (L), asi como sus moléculas de sefializaciéon aguas abajo, son inhibidas por
TAE-684.

Las Figs. 21A y 21B son graficos lineales que muestran la respuesta de crecimiento celular en presencia de TAE-
684 (Figura 21A) o crizotinib (Figura 21B) a 0 uM, 0,01 uM, 0,03 M, 0,10 uM, 0,3 pM, 1,0 uM de células BaF3
transducidas con neo -myc (control negativo; rombos azules); BaF3 que expresa FIG-ROS(S) (X moradas), BaF3
que expresa FIG-ROS(L) (triangulos verdes), BaF3 que expresa FLT3ITD (cuadrados rojos), y células Karpas
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299 (asteriscos azules).

La Fig. 22 es una representacion de un analisis de transferencia de Western que muestra que la fosforilacion
tanto de FIG-ROS (S) como de FIG-ROS (L), asi como de ALK y moléculas de sefializacién adicionales, se
inhibe por crizotinib.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

La invencion se basa en el descubrimiento de la expresiéon aberrante de ROS en el cancer de pulmén humano. Dado
que la ROS cinasa no se expresa en tejido o células pulmonares normales, se espera que la actividad aberrante de
ROS cinasa impulse la proliferacion y supervivencia del cancer de pulmoén en el que se expresa. Dichos canceres
pueden identificarse (por ejemplo, diagnosticarse) y/o tratarse de acuerdo con las ensefianzas proporcionadas en la
presente memoria.

Basandose en estos descubrimientos, un paciente cuyo cancer de pulmon (o posible cancer de pulmén) expresa una
proteina con actividad ROS (por ejemplo, proteina ROS de longitud completa o una proteina de fusiéon de ROS),
donde el tejido pulmonar de pacientes sanos no expresa dichas proteinas con actividad ROS puede responder
favorablemente a la administracion de un inhibidor de ROS (por ejemplo, el crecimiento del cancer puede retardarse
o detenerse en comparacion con un paciente no tratado que padece el mismo cancer).

Los aspectos, ventajas y realizaciones adicionales de la invencion se describen con mas detalle a continuacion. Las
patentes, solicitudes publicadas y bibliografia cientifica citadas en la presente memoria establecen el conocimiento
de los expertos en la materia. Cualquier conflicto entre cualquier referencia citada en la presente memoria y las
indicaciones especificas de la presente memoria descriptiva seran resueltos a favor de esta ultima. De forma similar,
cualquier conflicto entre una definicién entendida en la técnica de una palabra o expresion y una definicion de la
palabra o expresién tal como se indica especificamente en esta memoria descriptiva sera resuelto a favor de esta
Ultima. Tal como se emplea en la presente memoria, los siguientes términos y expresiones tienen los significados
indicados. Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, las formas del singular “un”, “una”, “el” o “la” abarcan
también de manera especifica las formas del plural de los términos a los que se refieren, a menos que el contenido
indique claramente lo contrario. El término “aproximadamente” se emplea en la presente memoria para indicar
alrededor o en la region de. Cuando el término “aproximadamente” se emplea junto con un intervalo numérico, el
término modifica ese intervalo extendiendo los limites por encima y por debajo de los valores numeéricos indicados.
En general, el término “aproximadamente” se emplea en la presente memoria para modificar un valor numérico por
encima y por debajo del valor indicado con una varianza del 20%.

Todos los términos y expresiones técnicas y cientificas empleadas en la presente memoria tienen el mismo
significado que el que entienden habitualmente los expertos en la técnica a la cual pertenece la presente invencion,
a menos que se indique lo contrario. En la presente memoria se hace referencia a diversas metodologias y
materiales conocidos por los expertos en la técnica. Los trabajos de referencia estandar que exponen los principios
generales de la tecnologia de anticuerpos y de ADN recombinante, incluyen Harlow y Lane, Antibodies, a Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1988), Ausubel et al. Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y. (1989 y actualizaciones hasta septiembre de 2010), Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1989); Kaufman
et al., Eds., Handbook of Molecular and Cellular Methods in Biology in Medicine, CRC Press, Boca Raton (1995);
McPherson, Ed., Directed Mutagenesis: A Practical Approach, IRL Press, Oxford (1991). Los trabajos de referencia
convencionales que ofrecen los principios generales de farmacologia incluyen Goodman and Gilman's The
Pharmacological Basis of Therapeutics, 112 ed., McGraw Hill Companies Inc., Nueva York (2006).

En un primer aspecto, la invencién proporciona un método para detectar la presencia de un polipéptido con actividad
ROS cinasa en una muestra bioldgica de un cancer de pulmén de mamifero o un posible cancer de pulmén de
mamifero. El método incluye la utilizacion de al menos un reactivo que se une especificamente a dicho polipéptido
con actividad de ROS cinasa para determinar si dicho polipéptido esta presente en dicha muestra biolégica, en
donde la deteccion de la union especifica de dicho reactivo a dicha muestra biolégica indica que dicho polipéptido
esta presente en dicho material bioldgico, y en donde el polipéptido es un polipéptido de fusion FIG-ROS.

La proteina ROS cinasa humana (codificada por el gen ROS1) es una tirosina cinasa receptora de 2347
aminoacidos de longitud que es propensa a la expresion aberrante que da lugar al cancer. Se puede encontrar una
descripcion de la ROS cinasa humana de longitud completa (con la secuencia de aminoacidos de la proteina ROS
humana) en el n.° de referencia de UniProt P08922. Como se muestra en la Tabla 1, los dominios de péptido de
sefial, extracelular, transmembrana y de cinasa de ROS se encuentran en los siguientes restos de aminoacidos en la
SEQ ID NO: 1:
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Tabla 1
Dominio Restos de aminoacido en la SEQ ID NO: 1
Péptido de seial 1-27
Dominio extracelular 28-1859

Dominio transmembrana | 1860-1882

Dominio de cinasa 1945-2222

Adicionalmente, existen multiples variantes conocidas de origen natural de ROS (véase, por ejemplo, Greenman et
al., Nature 446: 153-158, 2007). Las secuencias de nucleotidos y de aminoacidos de ROS de longitud completa
murina son conocidas (véase, por ejemplo, el n.° de referencia de UniProt Q78DX7). Usando una experimentacion
rutinaria, el bidlogo experto en la materia seria facilimente capaz de determinar las secuencias correspondientes en
los homologos de ROS de mamiferos no humanos.

Por ROS “de tipo silvestre” se entiende la expresion y/o activacion de la ROS cinasa de longitud completa (es decir,
para la ROS humana, el polipéptido de 2347 aminoacidos de longitud o el polipéptido de 2320 aminoacidos de
longitud después de la eliminacion de la secuencia del péptido de sefal) en tejido sano (o normal) (por ejemplo,
tejido no canceroso) de un individuo normal (por ejemplo, un individuo normal que no padece cancer). La ROS
cinasa (de longitud completa o truncada) no parece expresarse en tejido pulmonar normal en seres humanos (por
ejemplo, véase mas adelante en los Ejemplos). Sin embargo, usando los métodos descritos en los Ejemplos
siguientes, los inventores han hecho el sorprendente descubrimiento de la expresién de ROS cinasa en el cancer de
pulmén. Dicha expresion en una célula atipica (en este caso una célula cancerosa) donde no se ve expresion en una
célula tipica (por ejemplo, una célula pulmonar no cancerosa) es aberrante.

En el glioblastoma se ha descrito una ROS cinasa expresada aberrantemente, en forma de fusion con otra proteina,
a saber FIG, (véase Charest et al., Charest et al., Genes Chromosomes Cancer 37: 58-71, 2003; Charest et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100: 916-921, 2003) y en cancer hepatico (véase, por ejemplo, la publicacién PCT n.°
W02010/093928).

Como se usa en la presente memoria, el término “fusién de ROS” se refiere a una porcién del polipéptido de ROS
que comprende el dominio cinasa de la proteina ROS (o polinucleétido que codifica la misma) fusionado a la
totalidad o a una porcion de otro polipéptido (o polinucledtido que codifica el mismo), donde el nombre de ese
segundo polipéptido o polinucleétido se denomina en la fusion. (El término “fusion” significa simplemente la totalidad
0 una porcion de un polipéptido o polinucledtido del primer gen fusionado a la totalidad o a una porcién de un
polipéptido o un polinucleétido de un segundo gen). Por ejemplo, una fusién SLC34A2-ROS es una fusion entre una
porcién del polipéptido SLC34A2 (o polinucledtido que codifica el mismo) y una porcion del polipéptido ROS (o
polinucleétido que codifica el mismo) que comprende el dominio cinasa de ROS. Una fusién de ROS a menudo es el
resultado de una translocacién o inversion cromosomica. Existen numerosas fusiones de ROS conocidas, todas las
cuales son fusiones de ROS de la invencion e incluyen, sin limitacion, las proteinas de fusién FIG-ROS cuyos
miembros incluyen FIG-ROS (S), FIG-ROS (L) y FIG-ROS (XL) (véase la publicacion PCT n.° W02010/093928).

Todas las proteinas de fusién ROS conocidas comprenden el dominio cinasa completo de ROS de longitud
completa. Por lo tanto, tal como se utiliza en la presente memoria, por “polipéptido con actividad ROS cinasa” (o
“polipéptido que tiene actividad ROS cinasa”) se entiende una proteina (o polipéptido) que incluye el dominio cinasa
completo de la proteina ROS de longitud completa y, por tanto, retiene la actividad ROS cinasa. Los ejemplos no
limitantes de proteinas con actividad ROS cinasa incluyen, sin limitacion, la proteina ROS de longitud completa, las
proteinas de fusion SLC34A2-ROS, cuyos miembros incluyen SLC34A2-ROS (VS), SLC34A2-ROS (S), SLC34A2-
ROS (L) (véase la publicacion de patente de Estados Unidos n.° 20100143918), CD74-ROS (véasela publicacion de
patente de Estados Unidos n.° 20100221737) y las proteinas de fusion FIG-ROS cuyos miembros incluyen FIG-ROS
(S), FIG-ROS (L) y FIG-ROS (XL) (véase la publicacion PCT n.° W02010/093928), y cualquier forma truncada o
mutada de ROS cinasa que retiene el dominio cinasa de la proteina ROS cinasa de longitud completa. Ya que el
dominio cinasa de ROS se expone en la SEQ ID NO: 61, un “polipéptido con actividad de ROS cinasa” es aquel
cuya secuencia de aminoacidos comprende la SEQ ID NO: 61.

Tal como se usa en la presente memoria, por “polipéptido” (o “secuencia de aminoacidos” o “proteina”) se hace
referencia a un polimero formado a partir de la unién, en un orden definido, preferiblemente de a-aminoacidos, D, L-
aminoacidos combinaciones de los mismos. El enlace entre un resto de aminoacido y el siguiente se refiere a un
enlace amida o a un enlace peptidico. Los ejemplos no limitantes de polipéptidos incluyen una secuencia de
oligopéptido, péptido, polipéptido o proteina, y fragmentos o porciones de los mismos, y a moléculas naturales o
sintéticas. Los polipéptidos también incluyen moléculas derivatizadas, tales como glicoproteinas y lipoproteinas, asi
como polipéptidos de menor peso molecular. “Secuencia de aminoacidos” y términos similares, tales como
“polipéptido” o “proteina”, no pretenden limitar la secuencia de aminoacidos indicada a la secuencia de aminoacidos
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nativa completa, asociada con la molécula de proteina mencionada.

En la técnica se reconocera que algunas secuencias de aminoacidos de un polipéptido de la invencion (por ejemplo,
polipéptido FIG-ROS(S)) pueden variar sin que esto tenga un efecto significativo en la estructura o la funcién de la
proteina mutante. Si se contemplan estas diferencias en las secuencias, no debe olvidarse que existiran areas
criticas sobre la proteina que determinan la actividad (por ejemplo, el dominio cinasa de ROS). En general, es
posible reemplazar restos que forman la estructura terciaria, con la condicién de que se empleen restos que realicen
una funcién similar. En otros casos, el tipo de resto puede carecer totalmente de importancia si la alteracién se
produce en una region no critica de la proteina.

De este modo, un polipéptido con actividad ROS incluye ademas variantes de la proteina ROS de longitud completa
o de los diversos polipéptidos de fusion de ROS descritos en la presente memoria que muestra una actividad
sustancial de ROS cinasa. Algunas sustituciones conservadoras no limitantes incluyen el intercambio, uno por otro,
entre los aminoacidos alifaticos Ala, Val, Leu y He; intercambio de los restos hidroxilo Ser y Thr; intercambio de los
restos acidos Asp y Glu; intercambio de los restos amida Asn y GIn; intercambio de los restos basicos Lys y Arg; y el
intercambio de los restos aromaticos Phe y Tyr. Los ejemplos adicionales de sustituciones conservadoras de
aminoacidos conocidas por los expertos en la técnica son: Aromaticos: fenilalanina triptéfano tirosina (por ejemplo,
un resto de triptéfano se reemplaza por una fenilalanina); Hidrofobos: leucina isoleucina valina; Polares: glutamina
asparaginas; Basicos: arginina lisina histidina; Acidos: acido aspartico acido glutamico; Pequefios: alanina serina
treonina metionina glicina. Tal como se indicd en detalle anteriormente, pueden encontrarse mas indicaciones
acerca de cuales son los cambios en los aminoacidos que es probable que sean fenotipicamente silenciosos (es
decir, no es probable que tengan un efecto perjudicial sobre una funcién) en Bowie et al., Science 247,
anteriormente citado.

En algunas realizaciones, una variante puede tener cambios “no conservadores”, por ejemplo, sustituciéon de una
glicina por un triptéfano. Variantes similares pueden incluir también deleciones o inserciones de aminoacidos, o
ambas. Pueden encontrarse indicaciones para determinar qué resto de aminoacido puede sustituirse, insertarse o
eliminarse sin abolir la actividad biolégica o inmunolégica empleando programas informaticos muy conocidos en la
técnica, por ejemplo, el software DNASTAR.

Los polipéptidos que tienen actividad de ROS cinasa incluyen la proteina ROS humana de longitud completa (que
tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 1) y los polipéptidos de fusion de ROS que tienen
las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5, 7, 22, 28, 56, 58 y 60 (incluyan o no una secuencia
lider), una secuencia de aminoacidos que codifica un polipéptido que comprende al menos seis aminoacidos
contiguos que abarcan la unién de fusion (es decir, las secuencias en la unioén entre la proteina asociada no ROS y
la proteina ROS; véase la Tabla 2, asi como polipéptidos que tienen al menos un 90 % de similitud, mas
preferiblemente al menos 95 % de similitud y aun mas preferiblemente al menos 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de
similitud con los descritos anteriormente.

Los reactivos especificos de ROS de longitud completa y los reactivos especificos de polipéptido de fusion de ROS
(tales como anticuerpos policlonales y monoclonales) que son Utiles en ensayos para detectar la expresion de
polipéptido ROS o la actividad de ROS cinasa como se describe a continuacion o como agentes terapéuticos
inhibidores de ROS capaces de inhibir la funcién / actividad de la proteina ROS. Ademas, estos polipéptidos pueden
emplearse en el sistema de dos hibridos de levaduras para “capturar’ una proteina ROS o proteinas de unién a la
proteina de fusién de ROS, que también son candidatos a agentes terapéuticos inhibidores de ROS dados a conocer
en el presente documento. El sistema de dos hibridos de levaduras se describe en Fields y Song, Nature, 340: 245-
246 (1989).

En algunas realizaciones, el reactivo puede comprender ademas un marcador detectable (por ejemplo, un marcador
fluorescente o un marcador infrarrojo). Un “marcador detectable”, con respecto a un polipéptido, un polinucleétido o
un reactivo (por ejemplo, anticuerpo o sonda de FISH) divulgado en la presente memoria, significa una modificacion
quimica, biolégica u otra modificacion de o en el polipéptido, que incluye, sin limitaciones, modificaciones de
fluorescencia (por ejemplo, FITC, ficoeritrina), infrarrojos, masa (por ejemplo, marcador isobarico), restos, colorantes
(colorante cromoférico), radiois6topos (por ejemplo, 32P), marcadores o marcajes (marcaje myc o marcaje GST),
etc., mediante el cual puede detectarse la presencia de la molécula de interés. Por lo tanto, dicho polipéptido,
polinucleétido o reactivo se denomina, “marcado de forma detectable”. El marcador detectable puede estar unido al
polipéptido, polinucleétido o agente de union mediante un enlace covalente (por ejemplo, enlace peptidico o
fosfodiéster) o enlace quimico no covalente (por ejemplo, un enlace i6nico).

Los reactivos utiles en los métodos de la invencién incluyen, entre otros, reactivos tales como anticuerpos o péptidos
AQUA o fracciones de unidn de los mismos, que se unen especificamente a la proteina ROS de longitud completa o
a una de las muchas proteinas de fusion ROS expresadas en cancer de pulmén. Por “unién especifica” o “se une
especificamente” se entiende que un reactivo o agente de unién de la invencion (por ejemplo, una sonda de acido
nucleico, un anticuerpo o péptido AQUA) interacciona con su molécula diana (polipéptido o polinucleétido FIG-ROS)
donde la interaccion depende de la presencia de una estructura particular (por ejemplo, el determinante antigénico o
epitopo sobre el polipéptido o la secuencia de nucleétidos del polinucleétido); en otras palabras, el reactivo reconoce
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y se une a una estructura de péptido o polinucledtido especifica, en lugar de a todos los polipéptidos o
polinucledtidos en general. . Por “fragmento de unién de los mismos “ se entiende un fragmento o porcién de un
reactivo que se une especificamente a la molécula diana (por ejemplo, un fragmento Fab de un anticuerpo).

Un reactivo que se une especificamente a la molécula diana puede denominarse un reactivo especifico de diana o
un reactivo anti-diana. Por ejemplo, un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido FIG-ROS (L) puede
denominarse anticuerpo especifico de FIG-ROS (L) o un anticuerpo anti-FIG-ROS (L). De un modo similar, una
sonda de acido nucleico que se une especificamente a un polinucleétido de FIG-ROS (L) puede denominarse sonda
de acido nucleico especifica de FIG-ROS (L) o sonda de acido nucleico anti-FIG-ROS (L).

En algunas realizaciones, donde la molécula diana es un polipéptido, un reactivo que se une especificamente a una
molécula diana tiene una afinidad de union (KD) para su molécula diana (polipéptido de fusién FIG-ROS) de 1 x 10°®
M o menor. En algunas realizaciones, un reactlvo de la invencién que se une especmcamente a una molécula dlana
tiene por su molécula dlana una Kp de 1 x107 M o menor, o una Kp de 1 x10®M o menor, o una Kp de 1 x10°M o
menor, o una Kp de 1 x10™° M o menor, o una Kp de 1 x10™" M o0 menor, o una Kp de 1 x10™> M 0 menor. En ciertas
realizaciones, la Kp de un reactivo de la invencién que se une especificamente a una molécula diana es de 1 pM a
500 pM, o entre 500 pM y 1 pM, o entre 1 yM y 100 nM, o entre 100 mM y 10 nM por su molécula diana. Los
ejemplos no limitantes de una molécula diana a la que se une especificamente un reactivo de la invencion incluyen
el polipéptido de fusion FIG-ROS (L), el polipéptido de fusion FIG-ROS (S), el polipéptido de fusion FIG-ROS (XL) y
fragmentos de los mismos, particularmente los fragmentos que incluyen la union entre la porcion ROS y la porcion
de la segunda proteina (FIG) del polipéptido de fusion de ROS.

En algunas realizaciones, donde la molécula diana es un polinucledtido, un reactivo de la invencién que se une
especificamente a su molécula diana es un reactivo que hibrida en condiciones rigurosas con su polinucleétido
diana. La expresion “condiciones rigurosas”, con respecto a las condiciones de hibridacion de secuencias o sondas,
es la “rigurosidad” que se produce dentro de un intervalo desde aproximadamente T, menos 5°C (es decir, 5 °C por
debajo de la temperatura de fusién (Tm) del reactivo o la sonda de acido nucleico) hasta aproximadamente 20°C a
25°C por debajo de la Tn. Las condiciones rigurosas tipicas son: una incubacion durante la noche a 42°C en una
disolucion que comprende: formamida al 50 %, 5 x SSC (NaCl 750 mM, citrato de trisodio 75 mM), fosfato de sodio
50 mM (pH 7,6), 5 x disolucion de Denhardt, sulfato de dextrano al 10 % y 20 microgramos/ml de ADN de esperma
de salmon cizallado y desnaturalizado, seguido del lavado de los filtros en 0,1 X SSC a aproximadamente 65°C. Tal
como entienden los expertos en la técnica, la rigurosidad de la hibridacion puede alterarse para identificar o detectar
secuencias polinucleotidicas idénticas o relacionadas. Por un “reactivo” (por ejemplo, un polinucleétido o una sonda
nucleotidica) que hibrida en condiciones rigurosas con un polinucleétido diana, se entiende que el reactivo (por
ejemplo, el polinucleétido o sonda nucleotidica (por ejemplo, ADN, ARN o un hibrido de ADN-ARN) hibrida a lo largo
de toda la longitud del polinucledtido de referencia o hibrida con una porcion del polinucleétido de referencia que
tiene al menos aproximadamente 15 nucledtidos (nt) o al menos aproximadamente 20 nt o al menos
aproximadamente 30 nt o aproximadamente 30- 70 nt del polinucleétido de referencia. Estas sondas de nucleétidos
de la invencion son utiles como sondas (por ejemplo, para FISFI) y cebadores (por ejemplo, para PGR) de
diagndstico como se discute en la presente memoria.

Los ejemplos no limitantes de una molécula diana a la que se une especificamente un reactivo de la invencion
incluyen el polipéptido de fusion FIG-ROS (S), por ejemplo, que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 58 (o el
polinucledtido FIG-ROS (S)), el polipéptido de fusion FIG-ROS (L), por ejemplo, que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 56 (o el polinucledtido FIG-ROS (L)), el polipéptido de fusion FIG-ROS (VL), por ejemplo, que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 60 (o el polinucleétido FIG-ROS(VL)), y fragmentos de los mismos,
particularmente los fragmentos que incluyen la union entre la porcion ROS y la porcién de la segunda proteina FIG
del polipéptido de fusién de ROS (véase, por ejemplo, la Tabla 2).

Los reactivos utiles en la practica de los métodos divulgados incluyen, entre otros, anticuerpos especificos de
polipéptido de fusion de ROS y péptidos AQUA (péptidos marcados con is6topos pesados) correspondientes y
adecuados para la deteccion y cuantificacion de la expresion del polipéptido indicado en una muestra bioldgica. Por
tanto, un “reactivo especifico de un polipéptido ROS” es cualquier reactivo, producto bioldgico o quimico, que es
capaz de unirse especificamente, detectar y/o cuantificar la presencia/nivel del polipéptido ROS expresado en una
muestra bioldgica. Si el reactivo se une especificamente a una porcién de la proteina ROS (por ejemplo, el dominio
cinasa) que esta presente en una proteina de fusion ROS, el reactivo especifico del polipéptido ROS también seria
capaz de unirse especificamente a, detectar y/o cuantificar la presencia/nivel del polipéptido de fusion de ROS
expresado en una muestra bioldgica. Los términos incluyen, pero no se limitan a, los anticuerpos y los reactivos
peptidicos AQUA que se tratan a continuacion, y los agentes de unién equivalentes estan dentro del alcance de la
presente invencion.

En algunas realizaciones, el reactivo que se une especificamente a un polipéptido con actividad ROS cinasa es un
anticuerpo. En algunas realizaciones, el reactivo (por ejemplo, el anticuerpo) se une especificamente al polipéptido
de fusion de ROS y no se une especificamente al polipéptido de longitud completa de ROS de longitud completa o a
su companiero de fusion (FIG de longitud completa).
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También utiles en la practica de los métodos de la invencion son otros reactivos, tales como anticuerpos especificos
de epitopos que se unen especificamente a un epitopo en el dominio extracelular de una secuencia de la proteina
de ROS de tipo silvestre (y, por tanto, son capaces de detectar la presencia (o la ausencia) de ROS de tipo silvestre
en una muestra) o que se unen especificamente a un epitopo en el dominio cinasa de la secuencia de la proteina
ROS de tipo silvestre (y, por lo tanto, son capaces de detectar la presencia (o ausencia) de cualquier proteina con
actividad de ROS cinasa en una muestra)

Los anticuerpos que se une especificamente a la proteina ROS de longitud completa o a uno de los polipéptidos de
fusion de ROS en cancer de pulmén también pueden unirse a secuencias peptidicas epitdpicas altamente
homologas y equivalentes en otras especies de mamiferos, por ejemplo, murinas o de conejo, o viceversa. Los
anticuerpos Utiles para la practica de los métodos de la invencion incluyen (a) anticuerpos monoclonales, (b)
anticuerpos policlonales purificados que se unen especificamente al polipéptido diana (por ejemplo, la zona de unién
de fusion del polipéptido de fusion, (c) los anticuerpos descritos en (a)-(b) anteriores que se unen a epitopos
equivalentes y altamente homdlogos o a sitios de fosforilacion en otras especies no humanas (por ejemplo, ratén,
rata), y (d) fragmentos de (a)-(c) anteriores que se unen al antigeno (o mas preferiblemente, al epitopo) al cual se
unen los ejemplos de anticuerpos divulgados en la presente memoria.

El término “anticuerpo” o “anticuerpos” se refiere a todos los tipos de inmunoglobulina, que incluyen IgG, IgM, IgA,
IgD e IgE, incluyendo los fragmentos de union de los mismos (es decir, fragmentos de un anticuerpo que son
capaces de unirse especificamente a la molécula diana del anticuerpo, tales como fragmentos F., y F(ab')z), asi
como anticuerpos recombinantes, humanizados, policlonales y monoclonales y/o fragmentos de union de los
mismos. Los anticuerpos de la invencién pueden proceder de cualquier especie de animal, tal como de un mamifero.
Los ejemplos no limitantes de anticuerpos naturales incluyen anticuerpos procedentes de seres humanos, pollos,
cabras y roedores (por ejemplo, ratas, ratones, hamsteres y conejos), incluyendo roedores transgénicos
manipulados genéticamente para producir anticuerpos humanos (véase, por ejemplo, Lonberg et al, documento
WQ093/12227; patente de EEUU n.° 5.545.806; y Kucherlapati, et al., documento W0O91/10741; patente de EEUU n.°
6.150.584). Los anticuerpos de la invencion pueden ser también anticuerpos quiméricos. Véase, por ejemplo, M.
Wroser et al., Molec. Immunol., 26: 403-411 (1989); Morrision et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci., 81: 6851 (1984);
Neuberger et al., Nature, 312: 604 (1984). Los anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales recombinantes
producidos segun los métodos descritos en la patente de EEUU n.°. 4.474.893 (Reading) o la patente de EEUU n.°
(Cabilly et al.) Los anticuerpos también pueden ser anticuerpos especificos construidos quimicamente preparados
segun el método descrito en la patente de EE.UU. n.° 4.676.980 (Segel et al.).

Los anticuerpos naturales son anticuerpos producidos por un animal hospedador, aunque la invencién también
contempla anticuerpos genéticamente alterados en donde la secuencia de aminoacidos se ha cambiado con
respecto a la del anticuerpo nativo. Debido a la importancia de las técnicas de ADN recombinante en esta solicitud,
no es necesario limitarse a las secuencias de aminoacidos que se encuentran en los anticuerpos naturales; los
anticuerpos pueden redisefiarse para obtener las caracteristicas deseadas. Son muchas las posibles variaciones y
pueden variar desde cambiar uno solo o unos pocos aminoacidos a redisefiar completamente la region variable o
constante, por ejemplo. Los cambios en la regidon constante se realizaran, en general, para mejorar o alterar
caracteristicas, tales como la fijacion del complemento, la interaccién con membranas y otras funciones efectoras.
Los cambios en la regién variable se realizaran para mejorar las caracteristicas de unién al antigeno. La expresion
“anticuerpo humanizado”, tal como se emplea en la presente memoria, se refiere a moléculas de anticuerpo en las
que se han reemplazado aminoacidos en las regiones que no se unen al antigeno para que se parezcan mas a un
anticuerpo humano, aunque siguen manteniendo su capacidad de unién original. Otros anticuerpos que se
contemplan especificamente son los anticuerpos oligoclonales. Como se usa en la presente memoria, la frase
“anticuerpos oligoclonales” se refiere a una mezcla predeterminada de anticuerpos monoclonales distintos. Véase,
por ejemplo, la publicacion PCT WO 95/20401; y las patentes de EE.UU n.° 5.789.208 y 6.335.163. En una
realizacion, se generan anticuerpos oligoclonales que consisten en una mezcla predeterminada de anticuerpos
contra uno o mas epitopos en una unica célula. En ofras realizaciones, los anticuerpos oligoclonales comprenden
una pluralidad de cadenas pesadas capaces de aparearse con una cadena ligera comun para generar anticuerpos
con multiples especificidades (por ejemplo, publicacion PCT WO 04/009618). Los anticuerpos oligoclonales son
particularmente utiles cuando se desea dirigirse a multiples epitopos sobre una unica molécula diana. A la vista de
los ensayos y epitopos descritos en la presente memoria, los expertos en la técnica pueden generar o seleccionar
anticuerpos o mezclas de anticuerpos que sean aplicables para un objetivo previsto y una necesidad deseada.

Los anticuerpos recombinantes también se incluyen en la presente invencion. Estos anticuerpos recombinantes
tienen la misma secuencia de aminoacidos que los anticuerpos naturales o tienen secuencias de aminoacidos
alteradas de los anticuerpos naturales. Pueden producirse en cualquier sistema de expresion que incluya tanto
sistemas de expresion procariéticos como eucariéticos o utilizando métodos de presentacion de fagos (véase, por
ejemplo, Dower et al., WO91/17271 y McCafferty et al., documento W092/01047; patente de EE.UU. n.° 5.969.108).
Los anticuerpos pueden modificarse de numerosas formas. Pueden prepararse como anticuerpos monocatenarios
(que incluyen productos inmunofarmacéuticos modulares pequefios o SMIP™), fragmentos Fab y F(ab'),, etc. Los
anticuerpos pueden ser anticuerpos humanizados, quiméricos, desinmunizados o totalmente humanos. Numerosas
publicaciones describen los muchos tipos de anticuerpos y los métodos para modificar dichos anticuerpos. Véanse,
por ejemplo, las patentes de EE.UU. n.° 6.355.245; 6.180.370; 5.693.762; 6.407.213; 6.548.640; 5.565.332;
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5.225.539; 6.103.889; y 5,260,203. Los anticuerpos genéticamente alterados de la invencion pueden ser
funcionalmente equivalentes a los anticuerpos naturales mencionados anteriormente. En ciertas realizaciones, los
anticuerpos modificados de la invencién proporcionan una estabilidad y/o una eficacia terapéutica mejorada.

Los ejemplos no limitantes de anticuerpos modificados incluyen aquellos con sustituciones conservadoras de restos
de aminoacidos y una o mas deleciones o adiciones de aminoacidos que no alteran significativamente de forma
perjudicial la utilidad de union al antigeno. Las sustituciones pueden variar desde cambiar o modificar uno o mas
restos aminoacidos hasta el redisefio completo de una regidn, con la condicion de que se mantenga la utilidad
terapéutica. Los anticuerpos de la invencion pueden modificarse después de la traduccion (por ejemplo, acetilacion
y/o fosforilacién) o pueden modificarse sintéticamente (por ejemplo, la unién de un grupo de marcaje). Los
anticuerpos con regiones constantes o Fc variantes o modificadas pueden ser Utiles para modular funciones
efectoras, tales como, por ejemplo la citotoxicidad dependiente del antigeno (ADCC) y la citotoxicidad dependiente
del complemento (CDC). Dichos anticuerpos con regiones Fc o constantes modificadas o variantes pueden ser Utiles
en los casos en los que una proteina de partida individual se expresa en tejido normal; en estos casos, los
anticuerpos variantes sin funcién efectora pueden producir la respuesta terapéutica deseada sin dafiar al tejido
normal. Por consiguiente, ciertos aspectos y métodos de la presente divulgacion se refieren a anticuerpos con
funciones efectoras alteradas que comprenden una o mas sustituciones, inserciones y/o deleciones de aminoacidos.
La expresion “biologicamente activo” se refiere a una proteina que tiene funciones estructurales, reguladoras o
bioquimicas de una molécula natural. Del mismo modo, “inmunolégicamente activo” se refiere a la capacidad de la
proteina ROS de longitud completa natural o recombinante, o sintética o del polipéptido de fusion de ROS (por
ejemplo, uno de los polipéptidos de fusion FIG-ROS descritos en la presente memoria) o cualquier oligopéptido del
mismo, para inducir una respuesta inmune especifica en animales o células apropiados y para unirse con
anticuerpos especificos.

También dentro de la invencién se encuentran moléculas de anticuerpo con menos de 4 cadenas, incluyendo
anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos de camélidos y similares y componentes de un anticuerpo, incluyendo
una cadena pesada o una cadena ligera. En algunas realizaciones, una cadena de inmunoglobulina puede
comprender, en el orden de 5' a 3', una region variable y una region constante. La region variable puede comprender
tres regiones determinantes de la complementariedad (CDR), con regiones de marco intercaladas (FR) para una
estructura FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. En la invencion también se incluyen regiones variables de
cadena pesada o ligera, regiones de marco y CDR. Un anticuerpo de la invencién puede comprender una region
constante de cadena pesada que comprende algunos o todos de una region CH1, una region bisagra, una region
CH2y CH3.

Un sitio epitdpico no limitante de un anticuerpo especifico de polipéptido de fusiéon de la invencién es un fragmento
peptidico que consiste esencialmente en aproximadamente 11 a 17 aminoacidos de una secuencia polipeptidica de
fusion, fragmento que abarca la unién de fusion entre la porcion ROS de la molécula y la porcion de la molécula de
la pareja de fusion no ROS. Se apreciara que los anticuerpos que se unen especificamente a epitopos/péptidos mas
cortos 0 mas largos que incluyen la zona de unidn de la fusién de un polipéptido de fusién de ROS estan dentro del
alcance de la presente invencion.

La invencioén no se limita al uso de anticuerpos, pero incluye moléculas equivalentes, tales como dominios de unién
de proteinas o aptameros de acidos nucleicos, que se unen, de una manera especifica de la proteina ROS o de la
proteina de fusién ROS, fundamentalmente al mismo epitopo al cual se une un anticuerpo especifico de un
polipéptido especifico de ROS de longitud completa o polipéptido de fusién de ROS dutiles en los métodos de la
invencion. Véase, por ejemplo, Neuberger et al., Nature, 312: 604 (1984). Estos reactivos equivalentes que no son
anticuerpos pueden emplearse de modo adecuado en los métodos de la invencién que se describen mas a fondo a
continuacion.

Los anticuerpos policlonales Utiles en la practica de los métodos de la invencién pueden producirse segun técnicas
convencionales mediante la inmunizacién de un animal adecuado (por ejemplo, conejo, cabra, etc.) con un antigeno
que incluya un epitopo especifico de la proteina de fusion deseada (por ejemplo, la zona de unién entre la pareja de
la proteina no ROS y la pareja de la proteina ROS en un polipéptido de fusion de ROS), la recoleccién del suero
inmunoldégico del animal, y la separacion de los anticuerpos policlonales del suero inmunoldgico, y la purificacion de
los anticuerpos policlonales que tienen la especificidad deseada, segun procedimientos conocidos. El antigeno
puede ser un antigeno peptidico sintético que comprenda la secuencia epitépica deseada, seleccionado y construido
segun técnicas muy conocidas. Véase, por ejemplo, ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, capitulo 5, p. 75-76,
Harlow & Lane Eds., Cold Spring Harbor Laboratory (1988); Czernik, Methods In Enzymology, 201: 264-283 (1991);
Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85: 21-49 (1962)). Los anticuerpos policlonales producidos tal como se describe en la
presente memoria pueden seleccionarse y aislarse tal como se describe mas a fondo a continuacion.

Los anticuerpos monoclonales también pueden emplearse de modo beneficioso en los métodos de la invencion, y
pueden producirse en lineas celulares de hibridoma segun la técnica muy conocida de Kohler y Milstein, Nature,
265: 495-97 (1975); Kohler y Milstein, Eur. J. Immunol., 6: 511 (1976); véase también, CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY, Ausubel et al. Eds. (Wiley y Sins, Nueva York, NY 1989 y actualizaciones anuales hasta
2010, incluido). Los anticuerpos monoclonales producidos de esta manera son muy especificos y mejoran la
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selectividad y la especificidad de los métodos de ensayo proporcionados por la invencion. Por ejemplo, una solucién
que contiene el antigeno adecuado (por ejemplo, un péptido sintético que comprende la zona de unién de la fusién
de un polipéptido de fusion de ROS) puede inyectarse en un ratén y, después de un tiempo suficiente (segun las
técnicas convencionales), se sacrifica al raton y se obtienen las células esplénicas. Las células del bazo después se
inmortalizan mediante su fusion con células de mieloma, generalmente en presencia de polietilenglicol, para producir
células de hibridoma. Pueden producirse hibridomas de fusién de conejo, por ejemplo, segun se describe en la
patente de Estados Unidos n.° 5.675.063. Las células de hibridoma después se cultivan en un medio de seleccién
adecuado, tal como hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT), y el sobrenadante se explora respecto de anticuerpos
monoclonales que tengan la especificidad deseada, tal como se describe a continuacién. El anticuerpo secretado
puede recuperarse del sobrenadante del cultivo de tejido por métodos convencionales, tales como precipitacion,
intercambio idnico o cromatografia de afinidad, o similares.

También pueden producirse fragmentos Fab monoclonales en Escherichia coli mediante técnicas recombinantes
conocidas por los expertos en la técnica. Véase, por gjemplo, W. Huse, Science, 246: 1275-81 (1989); Mullinax et
al., Proc. Nat'l Acad. Sci., 87: 8095 (1990). Si se desean anticuerpos monoclonales de un isotipo para una aplicacion
concreta, los isotipos concretos pueden prepararse directamente, mediante la selecciéon a partir de la fusién inicial, o
prepararse de modo secundario, a partir de un hibridoma parental que secrete un anticuerpo monoclonal de un
isotipo diferente empleando la técnica de seleccion sib para aislar variantes de clase de conmutacion (Steplewski, et
al., Proc. Nat'l. Acad. Sci., 82: 8653 (1985); Spira et al., J. Immunol. Methods, 74: 307 (1984). El sitio de combinacion
con el antigeno del anticuerpo monoclonal puede clonarse mediante PCR y producirse anticuerpos monocatenarios
como anticuerpos recombinantes de presentacion de fagos o anticuerpos solubles en E. coli (véase, por ejemplo,
ANTIBODY ENGINEERING PROTOCOLS, 1995, Humana Press, Sudhir Paul editor)

Ademas, la patente de EEUU n.° 5.194.392, Geysen (1990), describe un método general para detectar o determinar
la secuencia de monémeros (aminoacidos u otros compuestos) que es un equivalente topoldgico del epitopo (es
decir, un “mimotopo”) que es complementario con un paratopo (sitio de unién a antigeno) concreto de un anticuerpo
de interés. Mas en general, este método implica detectar o determinar una secuencia de monémeros que sea un
equivalente topografico de un ligando que es complementario con el sitio de unién al ligando de un receptor concreto
de interés. De forma similar, la patente de Estados Unidos 5.480.971, Houghten et al. (1996) divulga oligopéptidos
perrosilados lineales de rosilo C4-C- y conjuntos y bibliotecas de dichos péptidos, asi como métodos para emplear
dichos conjuntos y bibliotecas de oligopéptidos para determinar la secuencia de un oligopéptido perrosilado que se
une preferentemente a una molécula aceptora de interés. Asi, también pueden prepararse analogos no peptidicos
de los péptidos que portan el epitopo de la invencién mediante estos métodos de modo convencional.

Los anticuerpos utiles en los métodos de la invencion, tanto policlonales como monoclonales, pueden explorarse
respecto de su especificidad de epitopo y de proteina de fusidn segun técnicas convencionales. Véase, por ejemplo
Czernik et al., Methods in Enzymology, 201: 264-283 (1991). Por ejemplo, los anticuerpos pueden explorarse frente
a una biblioteca de péptidos mediante ELISA para asegurar la especificidad para el antigeno deseado vy, si se quiere,
para la reactividad solo con la proteina ROS de longitud completa, un polipéptido de fusion de ROS concreto (por
ejemplo, un polipéptido SLC34A2-ROS(S)) o fragmentos de los mismos de la invencion. Los anticuerpos también
pueden analizarse mediante un analisis de la transferencia de Western frente a preparaciones de células que
contienen la proteina diana para confirmar la reactividad solo con la diana deseada y para asegurarse de que no se
produce una unién apreciable con otras proteinas. La produccion, la exploracion y el uso de anticuerpos especificos
de proteinas de fusién es conocido por los expertos en la técnica y se ha descrito. Véase, por ejemplo, la publicacion
de patente de los Estados Unidos n® 20050214301.

Los anticuerpos (por ejemplo, especificos para la proteina ROS de longitud completa o especificos para el
polipéptido de fusion de ROS) utiles en los métodos de la invencién pueden mostrar cierta reactividad cruzada
limitada con epitopos similares en otras proteinas o polipéptidos, tales como polipéptidos de fusién similares. Esto
no resulta inesperado, puesto que la mayoria de los anticuerpos muestra algun grado de reactividad cruzada, y los
anticuerpos anti-péptidos a menudo tienen reactividad cruzada con epitopos que tienen una alta homologia o
identidad con el péptido inmunizante. Véase, por ejemplo, Czernik, anteriormente citado. La reactividad cruzada con
otras proteinas de fusién puede caracterizarse con facilidad mediante un analisis de la transferencia de Western
junto con marcadores de peso molecular conocido. Las secuencias de aminoacidos de las proteinas con reaccion
cruzada pueden estudiarse para identificar los sitios altamente homdlogos o idénticos a la secuencia de la proteina
ROS de longitud completa o la secuencia del polipéptido de fusién de ROS (por ejemplo, un polipéptido FIG-
ROS(S)) a la cual se une el anticuerpo. La reactividad cruzada no deseada puede eliminarse mediante seleccion
negativa empleando purificacion de anticuerpos sobre columnas de péptidos.

Los anticuerpos especificos de ROS y los anticuerpos especificos del polipéptido de fusién de ROS de la invencion
que son utiles para practicar los métodos divulgados en la presente memoria son especificos, de manera ideal, para
el polipéptido de fusion humano, pero no se limitan solo a la unién con la especie humana, per se. La invencion
incluye la produccién y el uso de anticuerpos que también se unen a epitopos conservados y altamente homologos o
idénticos en otras especies de mamifero (por ejemplo, ratén, rata, mono). Las secuencias altamente homodlogas o
idénticas en otras especies pueden identificarse con facilidad mediante comparaciones de secuencias
convencionales, tales como el empleo de BLAST, con las secuencias de la proteina ROS humana (SEQ ID NO: 1), y

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2716980 T3

las secuencias del polipéptido de fusién de ROS humano divulgadas en la presente memoria (SEQ ID NO: 5, 7, 22,
28, 56, 58 y 60).

Los anticuerpos empleados en los métodos de la invencion también pueden caracterizarse y validarse para su uso
en un formato de ensayo concreto, por ejemplo, FC, IHC, y/o ICC. El uso de anticuerpos especificos para la proteina
ROS de longitud completa y/o los anticuerpos especificos para los polipéptidos de fusidon de ROS en estos métodos
se describe mas a fondo en la presente memoria. Los anticuerpos descritos en la presente memoria, usados solos o
en los ensayos descritos a continuacion, también pueden conjugarse de modo ventajoso con colorantes
fluorescentes (por ejemplo, Alexa488, ficoeritrina), o con marcadores tales como puntos cuanticos, para su uso en
analisis multiparamétricos junto con otros anticuerpos de transduccion de sefales (fosfo-AKT, fosfo-Erk 1/2) y/o de
marcador celular (citoqueratina), segun se describe mas a fondo mas adelante.

En la practica de los métodos de la invencion, la expresion y/o la actividad de un polipéptido de fusion de ROS de la
invencion y/o de ROS de longitud completa en una muestra biolégica concreta también puede estudiarse de modo
ventajoso empleando anticuerpos especificos para (es decir, que se unen especificamente a) la proteina ROS de
longitud completa o anticuerpos especificos para polipéptidos de fusién de ROS. Por ejemplo, estan disponibles en
el mercado anticuerpos especificos de ROS (es decir, anticuerpos que se unen especificamente a ROS de longitud
completa) (véase Santa Cruz Biotech., Inc. (Santa Cruz, CA) n.° de catalogo sc-6347; Cell Signaling Technology, Inc.
(Danvers, MA), n.° de catalogo 3266); y Abcam (Cambridge, MA), n.° de catalogo ab5512 y ab108492, por ejemplo).
En algunas realizaciones, los anticuerpos especificos de ROS utilizados en los métodos de la invenciéon se unen
especificamente al dominio de cinasa de ROS vy, de este modo, detectaran ROS de longitud completa y todos los
polipéptidos de fusion de ROS descritos en la presente memoria. En algunas realizaciones, los anticuerpos
especificos de ROS utilizados en los métodos de la invencién se unen especificamente a una regién en la proteina
ROS que esta en el extremo C del dominio de cinasa de ROS y, de este modo, detectaran ROS de longitud
completa y todos los polipéptidos de fusion de ROS descritos en la presente memoria. Dichos anticuerpos pueden
producirse también segun métodos convencionales.

La deteccion de la expresion y/o actividad de la expresion de ROS de longitud completa y/o del polipéptido de fusion
de ROS en una muestra biolégica (por ejemplo, una muestra de tumor), puede proporcionar informacion sobre si la
proteina de fusion esta dirigiendo por si sola al tumor, o si también esta presente y dirigiendo al tumor ROS de
longitud completa expresada de manera aberrante. Dicha informacion es clinicamente util para evaluar si dirigirse a
la proteina de fusion o a la proteina (o proteinas) de longitud completa, o a ambas, o si es probable que sea mas
beneficioso para inhibir la progresion del tumor, y para seleccionar un agente terapéutico adecuado o una
combinacién de los mismos. Los anticuerpos especificos para el dominio extracelular de ROS cinasa, que no esta
presente en la ROS mutante divulgada en la presente memoria, pueden ser particularmente Utiles para determinar la
presencia/ausencia de la ROS cinasa mutante.

Se entendera que puede emplearse mas de un anticuerpo en la practica de los métodos descritos en la presente
memoria. Por ejemplo, uno o mas anticuerpos especificos del polipéptido de fusion de ROS, junto con anticuerpos
especificos para otra cinasa, receptor o sustrato de cinasa del cual se sospecha que esta, o que potencialmente
esta, activado en un cancer en el que el polipéptido de fusion de ROS se expresa, pueden emplearse
simultaneamente para detectar la actividad de estas otras moléculas de sefalizacion en una muestra bioldgica que
comprenda células de dicho cancer.

Los expertos en la materia apreciaran que pueden combinarse polipéptidos de fusion de la presente invencion y los
fragmentos portadores de epitopos de los mismos con partes de otras moléculas para crear polipéptidos quimeéricos.
Por ejemplo, un fragmento que contiene epitopo de ROS de longitud completa o un polipéptido de fusion de ROS
puede combinarse con el dominio constante de las inmunoglobulinas (IgG) para facilitar la purificacion del
polipéptido quimérico y aumentar la semivida in vivo del polipéptido quimérico (véase , por ejemplo, los ejemplos de
proteinas quiméricas CD4-Ig en el documento EPA 394.827; Traunecker et al., Nature, 331: 84-86 (1988)). Las
proteinas de fusion que tienen una estructura dimérica unida por disulfuro (por ejemplo, de una porciéon de IgG)
también pueden ser mas eficaces para la unién y la neutralizacion de otras moléculas distintas al polipéptido
monomeérico por si solo (véase Fountoulakis et al., J Biochem 270: 3958-3964 (1995)).

En algunas realizaciones, un reactivo que se une especificamente a ROS de longitud completa o a un polipéptido de
fusion de ROS es un péptido marcado con is6topos pesados (es decir, un péptido AQUA) que, por ejemplo,
corresponde a una secuencia peptidica que comprende la unién de fusién de un polipéptido de fusién de ROS.
Dicho péptido AQUA puede ser adecuado para la cuantificacion absoluta de un polipéptido de fusién FIG-ROS
expresado en una muestra bioldgica. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “péptido marcado con
isétopos pesados” se usa indistintamente con “péptido AQUA”. Se ha descrito la produccién y el uso de péptidos
AQUA para la cuantificacion absoluta de proteinas (AQUA) en mezclas complejas. Véase el documento
WO/03016861, “Absolute Quantification of Proteins and Modified Forms Thereof by Multistage Mass Spectrometry,”
Gygi et al. y también Gerber et al.,, Pro. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100: 6940-5 (2003). La expresion “detecta
especificamente” con respecto a dicho péptido AQUA significa que el péptido solo detecta y cuantifica polipéptidos y
proteinas que contienen la secuencia del péptido AQUA y sustancialmente no detecta polipéptidos y proteinas que
no contienen la secuencia del péptido AQUA.
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La metodologia AQUA emplea la introduccién de una cantidad conocida de al menos un patron de un péptido
marcado con un isétopo pesado (que tiene una firma exclusiva que puede detectarse mediante una cromatografia
LC-SRM) en una muestra bioldgica digerida para determinar, mediante la comparacion con el patron de péptido, la
cantidad absoluta de un péptido con la misma secuencia y modificacion de proteina en la muestra bioldgica.
Brevemente, la metodologia AQUA tiene dos etapas: la seleccion y validacion del patron interno del péptido, y el
desarrollo del método; y la aplicacion empleando patrones internos de péptidos validados para detectar y cuantificar
una proteina diana en una muestra. EIl método es una técnica poderosa para detectar y cuantificar un
péptido/proteina concreto dentro de una mezcla biolégica compleja, tal como un lisado de células, y puede
emplearse, por ejemplo, para cuantificar el cambio en la fosforilacion de proteinas que resulta del tratamiento con un
farmaco, o para cuantificar diferencias en el nivel de una proteina en estados bioldgicos diferentes.

En general, para desarrollar un patrén interno adecuado, se elige un péptido concreto (o un péptido modificado)
dentro de una secuencia de proteina diana basandose en su secuencia de aminoacidos y de la proteasa concreta
que se va a utilizar para la digestion. Después se genera el péptido mediante una sintesis peptidica en fase sdlida
de modo que un resto es reemplazado por el mismo resto que contiene isétopos estables (1 C, 15N). El resultado es
un péptido que es quimicamente idéntico a su homadlogo nativo formado por protedlisis, pero que puede distinguirse
con facilidad mediante MS a través de un desplazamiento de masas de 7-Da. El péptido de patrén interno AQUA
recién sintetizado después se evalla mediante LC-MS/MS. Este proceso proporciona informacién cualitativa acerca
de la retencion del péptido mediante cromatografia de fase inversa, eficacia de ionizacion, y fragmentacién mediante
disociacion inducida por colision. Se eligen los fragmentos de iones informativos y abundantes para conjuntos de
péptidos de patron interno y nativos, y después se controlan especificamente en sucesion rapida como una funcion
de la retencion cromatografica para formar un método de control de reaccion seleccionado (LC-SRM) basado en el
perfil exclusivo del patrén de péptido.

La segunda etapa de la estrategia AQUA es su aplicacion para medir la cantidad de una proteina o una proteina
modificada en mezclas complejas. Los lisados de células completas generalmente se fraccionan mediante una
electroforesis en gel de SDS-PAGE, y las regiones del gel coherentes con la migracién de las proteinas se cortan y
se retiran. A este proceso le sigue una protedlisis en gel en presencia de los péptidos AQUA y un analisis LC-SRM.
(Véase Gerber et al., anteriormente citado.) Los péptidos AQUA se siembran en la mezcla de péptidos compleja
obtenida mediante la digestion del lisado de células completas con una enzima proteolitica y se someten a una
purificacion por inmunoafinidad tal como se describié anteriormente. El tiempo de retencion y el patréon de
fragmentacion del péptido nativo formado mediante digestion (por ejemplo, tripsinizacion) son idénticos a los del
péptido de patron interno AQUA determinados previamente; asi, un analisis de LC-MS/MS empleando un
experimento SRM resulta en una medicion muy sensible y especifica del patrén interno y del analito directamente a
partir de mezclas de péptidos extremadamente complejas.

Puesto que se afiade una cantidad absoluta del péptido AQUA (por ejemplo, 250 fmol), puede utilizarse la
proporcion de las areas bajo la curva para determinar los niveles de expresion precisos de una proteina o una forma
fosforilada de una proteina en el lisado de células original. Ademas, el patrén interno esta presente durante la
digestion en gel a medida que se forman los péptidos nativos, de modo que la eficacia de la extraccion de los
péptidos de los trozos de gel, las pérdidas absolutas durante la manipulacién de la muestra (incluyendo la
centrifugacion al vacio), y la variabilidad durante la introduccién en el sistema LC-MS no afecta a la proporcion
determinada de abundancias del péptido nativo y péptido AQUA.

Se desarrolla un patrén de péptido AQUA para una secuencia conocida previamente identificada mediante el método
IAP-LC-MS/MS dentro de una proteina diana. Si el sitio se modifica, puede desarrollarse un péptido AQUA que
incorpore la forma modificada del resto concreto dentro del sitio, y puede desarrollarse un segundo péptido AQUA
que incorpore la forma no modificada del resto. De esta forma, los dos patrones pueden emplearse para detectar y
cuantificar las formas modificadas y no modificadas del sitio en una muestra bioldgica.

También pueden generarse patrones internos de péptidos estudiando la secuencia de aminoacidos primaria de una
proteina y determinando los limites de los péptidos producidos mediante ruptura con proteasas. Como alternativa,
una proteina puede digerirse realmente con una proteasa y después puede secuenciarse un fragmento peptidico
concreto producido. Las proteasas adecuadas incluyen, sin limitaciones, serina proteasas (por ejemplo, tripsina,
hepsina), metaloproteasas (por ejemplo, PUMP1), quimotripsina, catepsina, pepsina, termolisina, carboxipeptidasas,
etc.

Se selecciona una secuencia peptidica dentro de una proteina diana segun uno o mas criterios para optimizar el uso
del péptido como patrén interno. Preferiblemente, el tamafio del péptido se selecciona para minimizar las
probabilidades de que la secuencia peptidica se repita en otro punto en otras proteinas que no son la diana. Asi, un
péptido tiene preferiblemente al menos aproximadamente 6 aminoacidos. El tamafio del péptido también se optimiza
para maximizar la frecuencia de ionizacion. Por lo tanto, en algunas realizaciones, no es mas largo de
aproximadamente 20 aminoacidos. En algunas realizaciones, el péptido es de aproximadamente 7 a 15 aminoacidos
de longitud. También se selecciona la secuencia del péptido que no es probable que sea quimicamente reactiva
durante la espectrometria de masas, y asi se evitan secuencias que comprendan cisteina, triptéfano o metionina.
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Puede seleccionarse una secuencia peptidica que no incluya una region modificada de la regién diana, de modo que
el patrén interno de péptido puede utilizarse para determinar la cantidad de todas las formas de la proteina. Como
alternativa, un patron interno de péptido que incluya un aminoacido modificado puede ser deseable para detectar y
cuantificar solo la forma modificada de la proteina diana. Los patrones de péptidos para las regiones modificadas y
no modificadas pueden utilizarse juntos, para determinar el grado de maodificacion en una muestra concreta (es
decir, para determinar cual es la fraccion de la cantidad total de proteina que esta representada por la forma
modificada). Por ejemplo, pueden utilizarse patrones de péptidos para la forma fosforilada y no fosforilada de una
proteina que se sabe que esta fosforilada en un sitio concreto, para cuantificar la cantidad de forma fosforilada en
una muestra.

El péptido se marca empleando uno o mas aminoacidos marcados (es decir, el marcador es una parte real del
péptido) o, menos preferiblemente, los marcadores pueden unirse después de la sintesis segun métodos
convencionales. Preferiblemente, el marcador es un marcador que altera la masa basandose en las siguientes
consideraciones: la masa debe ser exclusiva para las masas de los fragmentos de desplazamiento producidos
mediante el analisis MS con regiones del espectro con bajo fondo; el componente de firma de masas idnicas es la
porcion del resto marcador que preferiblemente muestra una firma de masa idnica exclusiva en el analisis MS; la
suma de las masas de los atomos constituyentes del marcador preferiblemente es exclusivamente diferente de los
fragmentos de todos los posibles aminoacidos. Como resultado, los péptidos y aminoacidos marcados pueden
distinguirse con facilidad de los no marcados por el patron de iones/masas en el espectro de masas resultante.
Preferiblemente, el componente de firma de masas idnicas imparte una masa a un fragmento de proteina que no se
corresponde con la masa del resto para ninguno de los 20 aminoacidos naturales.

El marcador debe ser robusto bajo las condiciones de fragmentacion de MS y no sufrir una fragmentacion
desfavorable. La quimica de marcaje debe ser eficaz bajo una serie de condiciones, en particular condiciones
desnaturalizantes, y el marcador marcado preferiblemente permanece soluble en el sistema de tampon de MS
elegido. El marcador preferiblemente no suprime la eficacia de ionizacion de la proteina y no es quimicamente
reactivo. El marcador puede contener una mezcla de dos o mas especies isotopicamente diferenciadas para generar
un patrén espectrométrico de masas exclusivo en cada posicion del fragmento marcada. Los isétopos estables, tales
como 2H, 13’C, 15N, 17O, 180, o 34S, son algunos marcadores no limitantes. También pueden prepararse parejas de
patrones internos de péptidos que incorporen un marcador de isétopo diferente. Los restos de aminoacidos no
limitantes en los que pueden incorporarse un marcador de is6topo pesado incluyen leucina, prolina, valina y
fenilalanina.

Los patrones internos de péptidos se caracterizan segun su proporciéon de masa a carga (m/z), y preferiblemente,
también segun su tiempo de retencidon en una columna cromatografica (por ejemplo, una columna de HPLC). Los
patrones internos que coeluyen con péptidos no marcados de secuencia idéntica se seleccionan como los patrones
internos 6ptimos. El patron interno después se analiza mediante la fragmentacion del péptido por cualquier medio
adecuado, por ejemplo, mediante disociacion inducida por colision (CID) empleando, por ejemplo, argéon o helio
como gas de colision. Los fragmentos después se analizan, por ejemplo, mediante una espectrometria de masas de
multiples etapas (MS") para obtener un espectro i6nico del fragmento, para obtener una firma de fragmentacion del
péptido. Preferiblemente, los fragmentos peptidicos tienen diferencias significativas en las proporciones de m/z para
que los picos que se corresponden con cada fragmento estén bien separados, y se obtiene una firma que es
exclusiva para el péptido diana. Si no se obtiene una firma del fragmento adecuada en la primera etapa se realizan
mas etapas de la MS hasta que se obtenga una firma exclusiva.

Los iones del fragmento en los espectros de MS/MS y MS? generalmente son muy especificos para el péptido de
interés y, junto con los métodos de LC, permiten un medio muy selectivo para detectar y cuantificar un
péptido/proteina diana en una mezcla de proteinas compleja, tal como un lisado de células, que contiene muchos
miles o decenas de miles de proteinas. Puede ensayarse cualquier muestra bioldgica que contenga potencialmente
una proteina/péptido diana de interés. Preferiblemente se emplean extractos de células en bruto o parcialmente
purificados. En general, la muestra contiene al menos 0,01 mg de proteina, generalmente una concentracion de 0,1-
10 mg/ml, y puede ajustarse a un pH y concentracion del tampén deseados.

Después se anade una cantidad conocida de un patréon interno de péptido marcado, preferiblemente
aproximadamente 10 femtomoles, que se corresponde con una proteina diana que va a detectarse/cuantificarse, a
una muestra bioldgica, tal como un lisado de células. La muestra sembrada después se digiere con una o mas
proteasas durante un periodo de tiempo adecuado para permitir la digestion. Después se realiza una separacion (por
ejemplo, mediante HPLC, HPLC en fase inversa, electroforesis capilar, cromatografia de intercambio iénico, etc.)
para aislar el patron interno marcado y su correspondiente péptido diana de los otros péptidos en la muestra. La LC
microcapilar es un método no limitante.

Cada péptido aislado después se estudia controlando una reaccién seleccionada en la MS. Esto implica emplear el
conocimiento previo adquirido mediante la caracterizacion del patron interno de péptido y después dejando que la
MS controle continuamente un ion especifico en el espectro de MS/MS o MS" para el péptido de interés y el patron
interno. Después de la elucion se calcula el area bajo la curva (ABC) para los picos del patréon del péptido y del
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péptido diana. La proporcion de las dos areas proporciona la cuantificacién absoluta que puede normalizarse para el
numero de células empleado en el analisis y el peso molecular de la proteina, para proporcionar el nimero preciso
de copias de la proteina por célula. Otros detalles de la metodologia AQUA se describen en Gygi et al., y Gerber et
al. anteriormente citado.

De modo deseable, pueden producirse patrones de péptidos internos AQUA (péptidos marcados con isétopos
pesados), segun se describié anteriormente, para detectar y cuantificar cualquier sitio unico (por ejemplo, la zona de
union de la fusién dentro de un polipéptido de fusién de FIG-ROS) dentro de un polipéptido de ROS mutante de la
invencion. Por ejemplo, puede prepararse un fosfopéptido AQUA que se corresponda con la secuencia de la zona de
unioén de la fusién de uno de los polipéptidos de fusién FIG-ROS. Pueden producirse patrones de péptidos para la
zona de union de la fusion de FIG-ROS, y estos patrones pueden emplearse en la metodologia AQUA para detectar
y cuantificar la zona de unién de la fusion (es decir, la presencia del polipéptido de fusién de FIG-ROS) en una
muestra biologica.

Por ejemplo, un péptido AQUA no limitante de la invencion comprende la secuencia de aminoacidos AGSTLP (SEQ
ID NO: 66), que corresponde a los tres aminoacidos inmediatamente flanqueantes a cada lado de la zona de unién
de la fusién en la variante corta del polipéptido de fusién de FIG-ROS es decir, el polipéptido de fusién de FIG-
ROS(S)), donde los aminoacidos codificados por el gen FIG estan en cursiva y los aminoacidos codificados por el
gen ROS en negrita. Se apreciara que también pueden construirse péptidos AQUA mas grandes que comprendan la
secuencia de la zona de unién de la fusion (y restos adicionales cadena abajo o arriba de esa). De modo similar,
puede construirse, como alternativa, un péptido AQUA mas pequefio que comprenda menos de todos los restos de
dicha secuencia (pero que comprenda el punto de la zona de unién de la fusién en si mismo). Dichos péptidos
AQUA mas grandes o mas cortos estan dentro del alcance de la presente invencion y la seleccion y la produccion de
los péptidos AQUA preferidos puede realizarse como se ha descrito anteriormente (véase Gygi et al., Gerber et al.,
supra.).

Debe observarse que debido a que la secuencia del péptido AQUA que abarca la union de fusion de una de las
proteinas de fusion ROS descritas en la presente memoria también puede estar (o incluirse en) el epitopo al que un
anticuerpo especifico de fusion de ROS se une especificamente. Un “epitopo” se refiere a un epitopo inmunogénico
(es decir, capaz de suscitar una respuesta inmunitaria) o un epitopo antigénico (es decir, la regién de una molécula
de proteina a la que un anticuerpo puede unirse especificamente. El numero de epitopos antigénicos de una
proteina en general es menor que el nimero de epitopos antigénicos. Véase, por ejemplo, Geysen et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 81:3998-4002 (1983).

La Tabla 2 proporciona una lista de las secuencias de todas las uniones de fusién de los polipéptidos de fusién de
ROS de la invencion, donde los aminoacidos codificados por el gen no ROS estan en cursiva y los aminoacidos
codificados por el gen ROS en negrita.

Tabla 2
Fusién Secuencia de unién | SEQID NO:
SLC34A2-ROS (muy corto) | VGVWHR 62
SLC34A2-ROS (corto) LVGDDF 63
SLC34A2-ROS (largo) LVGAGV 64
CD74-ROS PPKDDF 65
FIG-ROS (corto) AGSTLP 66
FIG-ROS (largo) LQVWHR 67
FIG-ROS (extralargo) VLQAGV 68

En algunas realizaciones, el cancer de pulmén de mamifero es de un ser humano (es decir, humano). En algunas
realizaciones, el cancer de pulmén de mamifero es NSCLC (carcinoma de pulmén no microcitico). En algunas
realizaciones, el cancer de pulmén de mamifero es SCLC (carcinoma de pulmén microcitico). En realizaciones
adicionales de los métodos de la invencion, el mamifero es un ser humano, y el ser humano puede ser un candidato
para un agente terapéutico inhibidor de ROS, para el tratamiento de un cancer de pulmén. El candidato humano
puede ser un paciente que esta siendo tratado en la actualidad, o que se considere para un tratamiento con un
inhibidor de ROS cinasa. En otra realizacion, el mamifero es un animal grande, tal como un caballo o una vaca,
mientras que en otras realizaciones el mamifero es un animal pequefio, tal como un perro o un gato, de los cuales
se sabe que todos desarrollan canceres de pulmén, tales como NSCLC y SCLC.

Tal como se utiliza a lo largo de la memoria descriptiva, la expresion “muestra biolégica” se utiliza en su sentido mas
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amplio y significa cualquier muestra biolégica sospechosa de contener un polipéptido con actividad de ROS cinasa
incluyendo, sin limitaciones, un polipéptido de fusion de ROS o una proteina ROS de longitud completa (con o sin la
secuencia de péptido sefal) o fragmentos que tienen actividad de ROS cinasa. Las muestras biolégicas incluyen, sin
limitacion, saliva, moco, lagrimas, sangre, células tumorales circulantes, suero, tejidos, médula 6sea, fluidos
linfaticos / intersticiales, células bucales, células mucosas, liquido cefalorraquideo, semen, heces, plasma, orina,
suspension de células, o una suspension de células y virus o extractos del mismo, y puede comprender una célula,
los cromosomas aislados de una célula(por ejemplo, una extension de cromosomas en metafase), ADN gendmico
(en solucién o unido a un soporte solido tal como para el analisis de Southern), ARN (en solucién o unido a un
soporte solido tal como para el analisis Northern), ADNc (en solucién o unido a un soporte sélido). En algunas
realizaciones, la muestra bioldgica contiene células pulmonares sospechosas de ser cancerosas.

Cualquier muestra biolégica que comprenda células (o extractos de células) procedentes de un cancer de mamifero
es adecuada para su uso en los métodos de la invencién. En una realizacién, la muestra biolégica comprende
células obtenidas a partir de una biopsia de tumor o reseccion tumoral. La biopsia o reseccién puede obtenerse,
segun las técnicas clinicas convencionales, a partir de tumores primarios que aparezcan en el 6rgano de un
mamifero, o de tumores secundarios que han metastatizado hacia otros tejidos. En ofra realizacion, la muestra
biolégica comprende células obtenidas a partir de un aspirado con una aguja fina extraidas de un tumor y las
técnicas para obtener estos aspirados son muy conocidas en la técnica (véase Cristallini et al., Acta Cytol. 36(3):
416-22 (1992)).

La muestra biolégica también puede comprender células obtenidas de una efusion, tal como una efusion pleural. Se
sabe que se forman efusiones pleurales (el liquido que se forma fuera del pulmoén en la cavidad toracica y que
contiene células cancerosas) en muchos pacientes con cancer de pulmén avanzado (que incluye NSCLC), y la
presencia de dicha efusién es predictiva de un resultado malo y un tiempo de supervivencia corto. Las técnicas
convencionales para obtener muestras de efusiones pleurales se han descrito y son muy conocidas en la técnica
(véase, Sahn, Clin. Chest. Med., 3(2): 443-52 (1982)).

La muestra bioldgica puede comprender células obtenidas de un lavado broncoalveolar. El lavado broncoalveolar es
un procedimiento médico estandar en el cual un broncoscopio se pasa a través de la boca o la nariz a los pulmones
y se inyecta liquido en una pequefia parte del pulmén y luego se recolecta para su examen.

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

En consecuencia, la invencion proporciona un método para aislar un CTC y, después, seleccionar una CTC en uno o
mas formatos de ensayo para identificar la presencia de un polipéptido con actividad de ROS cinasa o una molécula
de acido nucleico que codifica el mismo (por ejemplo, polipéptido o polinucleétido de ROS de longitud completa o
polipéptido o polinucleétido de fusién DE ROS) en la CTC.

Pueden prepararse extractos celulares de las anteriores muestras bioldgicas, en bruto o parcial (o totalmente)
purificadas, segun técnicas convencionales, y emplearse en los métodos de la invencion. Como alternativa, pueden
utilizarse muestras bioldgicas que comprenden células completas en formatos de ensayo preferidos, tales como
ensayo de cinasa in vitro, ensayos ELISA, ensayos de inmunohistoquimica (IHC), citometria de flujo (FC) e
inmunofluorescencia (IF), hibridacion in situ de fluorescencia (FISH) y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
de acuerdo con métodos estandar tales como los descritos a continuacion (véase, también, por ejemplo, Ausubel et
al., anteriormente citado). Estos ensayos de células completas son ventajosos, puesto que minimizan la
manipulacion de la muestra de células tumorales y, asi, reducen los riesgos de alterar el estado de
sefializacién/activacion in vivo de las células y/o la introduccion de sefales accidentales. Los ensayos de células
completas también son ventajosos porque caracterizan la expresion y la sefalizacion solo en células tumorales, en
lugar de una mezcla de células tumorales y normales.

Por tanto, las muestras bioldgicas utiles en la practica de los métodos de la invencion pueden obtenerse de cualquier
mamifero en el que esté presente un cancer o posible cancer caracterizado por la presencia de un polipéptido que
tiene actividad de ROS cinasa (por ejemplo, un polinucledtido o polipéptido de ROS de longitud completa o un
polinucledtido o polipéptido de fusion de ROS) esta presente o podria estar presente o en desarrollo. Como se usa
en la presente memoria, la frase “caracterizado por” con respecto a un cancer (o posible cancer) y la molécula
indicada(por ejemplo, un polipéptido con actividad ROS cinasa) significa un cancer (o posible cancer) en el que una
translocacion o mutacion génica (por ejemplo, que causa expresion aberrante de ROS de longitud completa) y/o un
polipéptido expresado con actividad ROS cinasa (por ejemplo, un polipéptido de fusién de ROS) esta presente, en
comparacion con otro cancer o un tejido normal en el que tal translocacion, expresion aberrante de ROS de longitud
completa y/o polipéptido con actividad de ROS cinasa no estan presentes. La presencia de dicha translocacion,
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expresion aberrante de ROS de longitud completa y/o polipéptido con actividad de ROS cinasa puede dar lugar (es
decir, estimular o ser el agente causal de), en su totalidad o en parte, al crecimiento y supervivencia de dicho cancer
o posible cancer.

Por consiguiente, cualquier muestra bioldgica (por ejemplo, CTC, efusién pleural, aspiracion con aguja, biopsia de
tumores, etc.) de un paciente que se identifica como que comprende un polipéptido con actividad de ROS cinasa o
polinucleétido que codifica el mismo (por ejemplo, polipéptido o polinucleétido de ROS de longitud completa o un
polipéptido o polinucledtido de fusién de ROS) puede indicar que el cancer de origen del paciente (por ejemplo, un
cancer de pulmon tal como NSCLC o SCLC) esta siendo dirigido por el polipéptido con actividad de ROS cinasa v,
por tanto, es probable que responda a una composiciéon que comprende al menos un agente terapéutico inhibidor de
la cinasa ROS.

Tal como se utiliza en la presente memoria, por “probable que responda” se quiere decir que un cancer es mas
probable que muestre retraso o anulacion del crecimiento en respuesta a (por ejemplo tras el contacto o tratamiento
con) un agente terapéutico inhibidor de ROS. En algunas realizaciones, un cancer que es probable que responda a
un agente terapéutico inhibidor de ROS es uno que muere (por ejemplo, apoptosis de las células cancerosa) en
respuesta al agente terapéutico inhibidor de ROS.

Para evaluar la presencia de un polipéptido con actividad ROS cinasa (o el polinucléotido que codifica el mismo) en
una muestra biolégica que comprende células procedentes de un tumor de cancer de mamifero, puede emplearse
de modo deseable una muestra de control que representa una célula en la que dicho polipéptido con actividad de
ROS cinasa no se produce (por ejemplo, células pulmonares sanas) para fines comparativos. De modo ideal, la
muestra control comprende células de un subconjunto del cancer concreto (por ejemplo, cancer de pulmoén) que es
representativo del subconjunto en el que no se produce el polipéptido con actividad de ROS cinasa (o polinucleétido
que codifica el mismo). Comparando el nivel en la muestra control frente a la muestra bioldgica de ensayo se puede
saber si el polipéptido y/o polinucleétido mutante estd o estan presentes. Como alternativa, puesto que un
polipéptido con actividad ROS cinasa (o polinucléotido que codifica el mismo) puede no estar presente en la mayoria
de los canceres, cualquier tejido que, de forma similar, no expresa el polipéptido con actividad ROS cinasa (o
polinucléotido que codifica el mismo) puede emplearse como control.

Los métodos descritos a continuacion tienen una utilidad diagnostica valiosa para canceres que se caracterizan por
la presencia de un polipéptido con actividad ROS cinasa y para las decisiones de tratamiento que los conciernen.
Por ejemplo, pueden obtenerse muestras biolégicas de un sujeto que no ha sido previamente diagnosticado con un
cancer que se caracteriza por la presencia de un polipéptido con activada ROS cinasa, ni que se halla sometido aun
a un tratamiento para dicho cancer, y el método se emplea para determinar diagnésticamente que un tumor en dicho
sujeto pertenece a un subconjunto de tumores (por ejemplo, NSCLC o SCLC) en los que un polipéptido con
actividad ROS cinasa (o polinucleétido que codifica el mismo) esta presente/se expresa.

Como alternativa, una muestra biolégica puede obtenerse de un sujeto que ha sido diagnosticado con un cancer
caracterizado por la presencia de un tipo de cinasa, tal como EGFR, y que ha estado recibiendo terapia, tal como
terapia con inhibidor de EGFRR (por ejemplo, Tarceva™, Iressa™), para el tratamiento de dicho cancer, y el método
de la invencidon se emplea para identificar si el tumor del sujeto también se caracteriza por la presencia de un
polipéptido con actividad ROS cinasa (o polinucleétido que codifica el mismo, tal como proteina ROS de longitud
completa o uno de los muchos polipéptidos de fusién de ROS (por ejemplo, SLC34A2-ROS(S)), y, por tanto, es
probable que responda completamente a la terapia existente y/o si resulta deseable o puede garantizarse una
terapia de inhibicion de la ROS cinasa alternativa o adicional. Los métodos de la invencion también pueden
emplearse para controlar la progresién o la inhibicién de un cancer que expresa un polipéptido con actividad ROS
cinasa después del tratamiento de un sujeto con una composicion que comprende un agente terapéutico o una
combinacién de agentes terapéuticos inhibidores de ROS cinasa.

Este ensayo de diagndstico puede realizarse después o antes de una evaluacion preliminar o de procedimientos
vigilancia quirdrgica. El método de identificacion de la invencion puede emplearse de modo ventajoso como un
diagnéstico para identificar pacientes que tienen un cancer, tal como cancer de pulmoén (por ejemplo, cancer de
pulmén no microcitico), caracterizado por la presencia de un polipéptido con actividad ROS cinasa, tal como una
proteina de fusion ROS (por ejemplo, FIG-ROS (S)), para saber cudles son los pacientes es mas probable que
respondan a agentes terapéuticos dirigidos a la inhibicion de la actividad de ROS cinasa. La capacidad para
seleccionar dichos pacientes también sera util en la evaluacién clinica de la eficacia de futuros productos
terapéuticos inhibidores de ROS, asi como en la prescripcién futura de dichos farmacos a pacientes.

La capacidad para identificar selectivamente canceres en los que un polipéptido con actividad ROS cinasa (o
polinucledtido que codifica el mismo), tal como una proteina de fusién ROS o un polinucleétido de fusion ROS, o un
polipéptido ROS de longitud completa o polinucleétido ROS de longitud completa, esta/estan presentes permite
desarrollar nuevos métodos importantes para la identificacion precisa de dichos tumores para fines de diagndstico,
asi como obtener informacion util para determinar si es probable que un tumor responda a una composicion
terapéutica inhibidora de ROS, o si es probable que no responda parcial o totalmente a un inhibidor que se dirija a
una cinasa diferentes cuando se administra como agente Unico para el tratamiento del cancer.
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Como se usa en la presente memoria, por “cancer” o “canceroso” se entiende una célula que muestra crecimiento
anormal en comparacion con una célula normal (es decir, no cancerosa) del mismo tipo de célula. Por ejemplo, una
célula cancerosa puede ser metastasica o no metastasica. Una célula cancerosa también puede mostrar falta de
inhibiciéon de contacto en la que una célula normal de ese mismo tipo de célula muestra inhibicién de contacto. En
algunas realizaciones, el cancer es cancer de pulmén (por ejemplo, cancer de pulmén no microcitico o cancer de
pulmén microcitico). Tal como se usa en la presente memoria, por “posible cancer” (como en “posible cancer de
pulmén de mamifero”) o “tejido sospechoso de ser canceroso” se entiende una célula o tejido que tiene algunas
caracteristicas aberrantes (por ejemplo, hiperplasia o falta de inhibiciéon de contacto) en comparacion con células o
tejidos normales de ese mismo tipo de célula o tejido como el posible cancer, pero donde la célula o el tejido ain no
ha sido confirmado por un médico o patélogo como cancerosa.

En algunas realizaciones, los diversos métodos de la invencion pueden realizarse en una diversidad de formatos de
ensayo diferentes conocidos por los expertos en la técnica. Algunos ejemplos no limitantes de métodos incluyen
inmunoensayos y ensayos de péptidos y nucleétidos.

Inmunoensayos.

Los inmunoensayos utiles en la practica de los métodos de la invencién pueden ser inmunoensayos homogéneos o
inmunoensayos heterogéneos. En un ensayo homogéneo, la reaccion inmunolégica habitualmente implica a un
reactivo especifico de un polipéptido de ROS mutante(por ejemplo, un anticuerpo especifico de ROS), un analito
marcado, y la muestra biolégica de interés. La sefial que surge del marcador se modifica, directa o indirectamente,
después de la unidn del anticuerpo al analito marcado. La reaccion inmunoldgica y la deteccion del grado de esta se
realizan en una disolucion homogénea. Los marcadores inmunoquimicos que pueden emplearse incluyen radicales
libres, radioisotopos, tintes fluorescentes, enzimas, bacteriéfagos, coenzimas, etc. También pueden emplearse de
modo ventajoso marcadores de nanocristales semiconductores, o “puntos cuanticos”, y su preparacion y uso han
sido bien descritos. Véase, en general, K. Barovsky, Nanotech. Law & Bus. 1 (2): articulo 14 (2004) y las patentes
citadas en ese documento.

En la estrategia del ensayo heterogéneo, los materiales son habitualmente la muestra bioldgica, un reactivo de union
(por ejemplo, un anticuerpo), y un medio adecuado para producir una sefal detectable. Pueden emplearse las
muestras biolégicas tal como se describe mas a fondo a continuacion. El anticuerpo en general se inmoviliza sobre
un soporte, tal como una esfera, una placa o un portaobjetos, y se pone en contacto con la muestra sospechosa de
contener el antigeno en una fase liquida. El soporte después se separa de la fase liquida, y la fase del soporte o la
fase liquida se estudia para descubrir una sefial detectable empleando u medio para producir dicha sefial. La sefial
se relaciona con la presencia del analito en la muestra biolégica. El medio para producir una sefial detectable incluye
el uso de marcadores radiactivos, marcadores fluorescentes, marcadores enzimaticos, puntos cuanticos, etc. Por
ejemplo, si el antigeno que se va a detectar contiene un segundo sitio de unién, un anticuerpo que se une a ese sitio
puede conjugarse con un grupo detectable y afadirse a la disolucién de reaccién en fase liquida antes de la etapa
de separacion. La presencia del grupo detectable sobre el soporte sdlido indica la presencia del antigeno en la
muestra de ensayo. Los ejemplos de inmunoensayos adecuados son el radioinmunoensayo, métodos de
inmunofluorescencia, inmunoensayos ligados a enzimas y similares.

Los formatos de inmunoensayos y sus variaciones, que pueden ser Utiles para realizar los métodos descritos en la
presente, son muy conocidos en la técnica. Véase, en general, E. Maggio, Enzyme-Immunoassay (1980) (CRC
Press, Inc., Boca Raton, Fla.); véase también, por ejemplo, la patente de EEUU n.° 4.727.022 (Skold et al., “Methods
for Modulating Ligand-Receptor Interactions and their Application”); la patente de EEUU n.° 4.659.678 (Forrest et al.,
“Immunoassay of Antigens”); la patente de EE.UU. n.° 4.376.110 (David et al.,, “Immunometric Assays Using
Monoclonal Antibodies”). Las condiciones adecuadas para la formacion de complejos de reactivo-anticuerpo son
muy conocidas por los expertos en la técnica. Véase id. Los anticuerpos especificos de ROS pueden emplearse en
un ensayo de “dos sitios” o “sandwich”, con una unica linea celular de hibridoma como fuente para el anticuerpo
monoclonal marcado y el anticuerpo monoclonal unido. Estos ensayos se describen en la patente de EEUU n.°
4.376.110. La concentracién del reactivo detectable debe ser suficiente para que la uniéon de una proteina con
actividad ROS cinasa (por ejemplo, una proteina ROS de longitud completa o un polipéptido de fusién de ROS) sea
detectable, comparado con el fondo.

Los anticuerpos Uutiles en la practica de los métodos descritos en la presente memoria pueden conjugarse con un
soporte solido adecuado para un ensayo de diagndstico (por ejemplo, esferas, placas, portaobjetos o pocillos
formados por materiales tales como latex o poliestireno) segun técnicas conocidas, tales como precipitacion. Los
anticuerpos u otros reactivos de unlon aI p0|lpe?tld0 pueden asimismo conjugarse con grupos detectables, tales
como radiomarcadores (por ejemplo., ¥g, I) marcadores enzimaticos (por ejemplo peroxidasa de rabano
picante, fosfatasa alcalina), y marcadores quorescentes (por efemplo, fluoresceina) segun técnicas conocidas.

Los ensayos basados en células, tales como la citometria de flujo (FC), la inmunohistoquimica (IHC) o la

inmunofluorescencia (IF) son particularmente deseables en la practica de los métodos de la invencion, puesto que
dichos formatos de ensayo son adecuados desde el punto de vista clinico, permiten la deteccién de la expresion de
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una proteina con actividad ROS cinasa (por ejemplo, un polipéptido ROS de longitud completa o un polipéptido de
fusion de ROS)in vivo, y evitan el riesgo de cambios accidentales en la actividad que resulten de la manipulacién de
células obtenidas, por ejemplo, de una muestra de tumor para obtener extractos. Por consiguiente, en algunas
realizaciones, los métodos de la invencion se ponen en practica en un formato de ensayo de citometria de flujo (FC),
inmunohistoquimica (IHC) o inmunofluorescencia (IF).

La citometria de flujo (FC) puede emplearse para determinar la expresién de un polipéptido con actividad ROS
cinasa en un tumor de mamifero antes, durante y después del tratamiento con un farmaco dirigido a la inhibicion de
la actividad ROS cinasa. Por ejemplo, pueden analizarse células tumorales procedentes de un aspirado con una
aguja fina mediante citometria de flujo para la expresiéon y/o activacion de un polipéptido con actividad de ROS
cinasa o polinucledtido que codifica el mismo (por ejemplo, un polinucledtido o polipéptido de ROS de longitud
completa o un polinucledtido o polipéptido de fusion de ROS), asi como para marcadores que identifiquen los tipos
de células cancerosas, etc., si asi se desea. La citometria de flujo puede realizarse segin métodos convencionales.
Véase, por ejemplo, Chow et al., Cytometry (communications in Clinical Cytometry) 46: 72-78 (2001). Brevemente y
como ejemplo, puede emplearse el siguiente protocolo para el analisis citométrico: fijacion de las células con
paraformaldehido al 2 % durante 10 minutos a 37 °C, seguido de permeabilizacion en metanol al 90% durante 30
minutos en hielo. Las células pueden tefirse después con el anticuerpo primario (por ejemplo, un anticuerpo
especifico de ROS de longitud completa o especifico de un polipéptido de fusién de ROS), lavarse y marcarse con
un anticuerpo secundario marcado con fluorescencia. Las células después se analizan en un citdmetro de flujo (por
ejemplo, un Beckman Coulter FC500) segun los protocolos especificos del instrumento empleado. Este analisis
identificara el nivel del polipéptido ROS de longitud completa o del polipéptido de fusion de ROS en el tumor. Analisis
similares después del tratamiento del tumor con un producto terapéutico que inhibe ROS revelaran el grado de
respuesta de un tumor que expresa ROS o un polipéptido de fusién de ROS frente al inhibidor de ROS cinasa
dirigido.

La tincion inmunohistoquimica (IHC) también puede emplearse para determinar el estado de expresion y/o
activacion de un polipéptido con actividad ROS cinasa en un tumor de mamifero (por ejemplo, un cancer de pulmon)
antes, durante y después del tratamiento con un terapéutico dirigido a la inhibicién de la actividad ROS cinasa. La
IHC puede realizarse segun técnicas muy conocidas. Véase, por ejemplo, ANTIBODIES: A LABORATORY
MANUAL, capitulo 10, Harlow & Lane eds., Cold Spring Harbor Laboratory (1988). Brevemente y como ejemplo, se
prepara tejido introducido en parafina (por ejemplo, un tejido tumoral procedente de una biopsia) para una tincion
inmunohistoquimica desparafinando secciones de tejido con xileno, seguido de etanol; hidratando en agua y
después en PBS; revelando el antigeno mediante el calentamiento del portaobjetos en tampén citrato de sodio;
incubando secciones en perdxido de hidrogeno; bloqueando en disolucion de bloqueo; incubando el portaobjetos en
un anticuerpo primario (por ejemplo, un anticuerpo especifico de RPS) y anticuerpo secundario; y, por ultimo,
detectando mediante el empleo de un método de biotina/avidina.

Los ensayos de inmunofluorescencia (IF) también pueden emplearse para determinar el estado de expresion y/o
activacion de un polipéptido con actividad ROS cinasa (por ejemplo, polipéptido ROS de longitud completa o un
polipéptido de fusion de ROS) en un cancer de mamifero antes, durante y después del tratamiento con un
terapéutico dirigido a la inhibicion de la actividad ROS cinasa. La IF puede realizarse segun técnicas muy conocidas.
Véase, por ejemplo, J.M. polak y S. Van Noorden (1997) INTRODUCTION TO IMMUNOCYTOCHEMISTRY, 22 Ed.;
ROYAL MICROSCOPY SOCIETY MICROSCOPY HANDBOOK, 37, BioScientific/Springer-Verlag. Brevemente, y
como ejemplo, las muestras del paciente pueden fijarse en paraformaldehido, seguido de metanol, bloquearse con
una solucién de bloqueo, tal como suero de caballo, incubarse con un anticuerpo primario contra (es decir, que se
une especificamente a) un polipéptido con actividad ROS cinasa (por ejemplo, un polipéptido de fusion CD74-R0OS),
seguido de un anticuerpo secundario marcado con un colorante fluorescente, tal como Alexa 488, y analizarse con
un microscopio de epifluorescencia.

Una diversidad de otros protocolos, que incluyen el ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA),
radioinmunoensayo (RIA), analisis de transferencia de Western, ensayo de cinasa in vitro y clasificacion de células
activada por fluorescencia (FACS), para medir la expresion y/o actividad de un polipéptido con actividad ROS
cinasa, son conocidos en la técnica y proporcionan una base para diagnosticar la presencia del polipéptido con
actividad ROS cinasa (por ejemplo, un polipéptido ROS de longitud completa o un polipéptido de fusién de ROS tal
como un polipéptido de fusion FIG-ROS (S)). Se establecen unos valores normales o estandar para la expresion del
polipéptido ROS de longitud completa combinando los fluidos corporales o extractos celulares obtenidos de sujetos
mamiferos normales, preferiblemente seres humanos, con un anticuerpo que se une especificamente al polipéptido
ROS de longitud completa en condiciones adecuadas para la formacion de complejos. La cantidad de formacion de
complejo de patron puede cuantificarse mediante diversos métodos, pero preferiblemente por medios fotométricos.
Las cantidades del polipéptido ROS de longitud completa expresadas en un sujeto, el control y las muestras de la
enfermedad procedentes de los tejidos de biopsia se comparan con los valores estandar. La desviacion entre los
valores de los patrones y del sujeto establece los parametros para diagnosticar la enfermedad. Como se describe en
la presente memoria, ya que se descubrieron en el tejido pulmonar canceroso las proteinas con actividad ROS
cinasa (por ejemplo, FIG-ROS (S), no se espera que muestras bioldgicas de tejido pulmonar normal contengan estas
proteinas con actividad ROS cinasa (o polinucleétidos que codifican las mismas).
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En otro aspecto, la invencién proporciona un método para detectar la presencia de un polinucleétido que codifica un
polipéptido con actividad de ROS cinasa en una muestra bioldgica obtenida de un cancer de pulmén de mamifero o
posible cancer de pulmén de mamifero, comprendiendo dicho método utilizar un reactivo que se une
especificamente a dicho polinucleétido que codifica dicho polipéptido con actividad de ROS cinasa para determinar
si dicho polinucledtido esta presente en dicha muestra biolégica, en donde la deteccion de la unién especifica de
dicho reactivo a dicha muestra bioldgica indica que dicho polinucleétido que codifica dicho polipéptido con actividad
ROS cinasa esta presente en dicha muestra bioldgica y en donde el polinucleétido codifica un polipéptido de fusion
FIG-ROS.

La presencia de un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene actividad ROS cinasa se puede evaluar por
cualquier método estandar. Ademas, estos métodos pueden combinarse con métodos para detectar el polipéptido
que tiene actividad de ROS cinasa como se ha descrito anteriormente.

Ensayos de nucleétidos.

Los reactivos de union especificos del polinucleétido de fusién FIG-ROS dutiles en la practica de los métodos de la
invencion también pueden ser sondas de ARNm, oligonucleétido o ADN que pueden hibridar directamente con, y
detectar, transcritos de expresion de polipéptido truncado o de fusién en una muestra biolégica. Dichas sondas se
discuten con detalle en la presente memoria. Brevemente, y como ejemplo, muestras de un paciente fijadas en
formalina e incluidas en parafina (PPFE) pueden sondarse con una sonda de ARN marcada con fluoresceina,
seguido de lavados con formamida, SSC y PBS, y un andlisis con un microscopio de fluorescencia.

Los polinucleétidos que codifican un polipéptido con actividad ROS cinasa también pueden utilizarse con fines de
diagndstico. Los polinucleotidos que pueden emplearse incluyen secuencias oligonucleotidicas, moléculas de ADN y
ARN antisentido, y PNA. Los polinucleétidos pueden emplearse para detectar y cuantificar la expresion génica en
tejidos de biopsia en los que la expresion de un polipéptido con actividad ROS cinasa (polipéptido de fusion FIG-
ROS) puede correlacionarse con una enfermedad. El ensayo de diagnéstico puede empelarse para distinguir entre
la ausencia, la presencia y un exceso de expresion de un polipéptido con actividad ROS cinasa y para controlar la
regulacion de los niveles de un polipéptido con actividad ROS cinasa durante una intervencion terapéutica.

En una realizacion, la hibridacion con cebadores de PGR que son capaces de detectar secuencias de
polinucledtidos, que incluyen secuencias gendmicas, que codifican un polipéptido con actividad ROS cinasa
(polipéptido de fusion FIG-ROS) puede utilizarse para identificar secuencias de acidos nucleicos que codifican
dichos polipéptidos con actividad ROS cinasa. La especificidad de la sonda, tanto si se produce a partir de una
region muy especifica, por ejemplo, 10 nucledtidos exclusivos en la zona de unién de la fusion, o de una region
menos especifica, por ejemplo, la region codificadora 3’, y la rigurosidad de la hibridacion o la amplificacion (maxima,
alta, intermedia o baja) determinara si la sonda identifica solo a las secuencias que aparecen en naturaleza que
codifican los polipéptidos de ROS cinasa, alelos o secuencias relacionadas.

Las sondas también pueden emplearse para la deteccion de secuencias relacionadas, y preferiblemente deben
contener al menos 50% de los nucledtidos de cualquiera de las secuencias que codifican el polipéptido de ROS
mutante. Las sondas de hibridacion (por ejemplo, sondas de FISH o sondas de transferencia Southern o Northern)
de la presente invencion pueden ser ADN o ARN vy derivadas de las secuencias de nucleétidos de las proteinas de
fusion FIG-ROS. En algunas realizaciones, en algunas realizaciones, en donde el polipéptido que tiene actividad
cinasa de ROS es una proteina de fusiéon de ROS, las sondas de hibridacién que incluyen la zona de unién de la
fusion o de la secuencia gendmica que incluya un promotor, elementos potenciadores e intrones del gen ROS
natural y el gen de la pareja de union (FIG).

Un polinucledétido de fusion de ROS (es decir, un polinucleétido que codifica un polipéptido de fusiéon de ROS tal
como FIG-ROS (S)) puede utilizarse en analisis de la transferencia Southern o Northern, transferencias por puntos, u
otras tecnologias basadas en membranas; en tecnologias de PGR; o en ensayos de bastones de inmersion,
espigas, ELISA o de chip empleando fluidos o tejidos procedentes de biopsias de pacientes para detectar una
expresion alterada del polipéptido con actividad ROS cinasa. Estos métodos cualitativos o cuantitativos son muy
conocidos en la técnica. En un aspecto concreto, las secuencias de nucleétidos que codifican un polipéptido con
actividad ROS cinasa pueden ser Utiles en ensayos que detectan la activacion o la induccién de diversos canceres,
incluyendo carcinoma de pulmén no microcitico (NSCLC) y carcinoma de pulmén microcitico. Los polinucleétidos
que codifican un polipéptido con actividad ROS cinasa pueden marcarse por métodos convencionales y afiadirse a
una muestra de fluido o tejido procedente de un paciente en condiciones adecuadas para la formacién de complejos
de hibridacion. Después de un periodo de incubacion adecuado, la muestra se lava y la sefial se cuantifica y se
compara con un valor patrén. Si la cantidad de sefial en la muestra procedente de biopsia o extraida esta
significativamente alterada con respecto a la de una muestra control comparable, las secuencias de nucleétidos han
hibridado con las secuencias de nucledtidos en la muestra, y la presencia de unos niveles alterados de secuencias
de nucledtidos que codifican un polipéptido con actividad ROS cinasa (polipéptido de fusion FIG-ROS) en la muestra
indica la presencia de la enfermedad asociada. Estos ensayos también pueden utilizarse para evaluar la eficacia de
un régimen de tratamiento terapéutico concreto en estudios animales, en ensayos clinicos, o para el control del
tratamiento de un paciente individual.
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En algunas realizaciones, los métodos de la invencion se llevan a cabo usando un formato de ensayo de PCR. La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es estandar para los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo,
MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL, 22 edicién, Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T., eds.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989). Los cebadores para PCR (también
denominados oligdmeros) pueden sintetizarse de modo quimico, generarse de modo enzimatico, o producirse a
partir de una fuente recombinante. Los oligémeros consistiran preferiblemente en dos secuencias de nucleétidos,
una con la orientacion sentido (5' a 3') y otra con la orientacion antisentido (3' a 5'), y se emplean bajo condiciones
optimizadas para la identificacion de un trastorno o gen especifico. Los mismos dos oligédmeros, conjuntos anidados
de oligébmeros, o incluso una agrupacion degenerada de oligdmeros pueden emplearse bajo condiciones menos
rigurosas para la deteccioén y/o cuantificacion de secuencias de ADN o ARN muy relacionadas.

Los métodos que también pueden emplearse para cuantificar la expresién del polipéptido con actividad ROS cinasa
(polipéptido de fusion de FIG-ROS) incluyen el radiomarcaje o la biotinilacién de nucleétidos, la coamplificacion de
un acido nucleico control, y las curvas patron en las cuales se interpolan los resultados experimentales (Melby 1., J.
Immunol. Methods, 159: 235-244 (1993); Duplaa et al., Anal. Biochem., 229-236 (1993)). La velocidad de
cuantificacion de multiples muestras puede acelerarse realizando el ensayo en un formato ELISA, en el que el
oligbmero de interés se presenta en diversas diluciones, y una respuesta espectrofotométrica o colorimétrica
proporciona una cuantificacion rapida.

Los polinucléotidos que codifican un polipéptido con actividad ROS cinasa pueden emplearse para generar sondas
de hibridacion que son utiles para el cartografiado de la secuencia gendémica natural. Las secuencias pueden
cartografiarse en un cromosoma concreto o en una region especifica del cromosoma empleando técnicas muy
conocidas. Estas técnicas incluyen hibridaciéon in situ de fluorescencia (FISH), FACS, o construcciones de
cromosomas artificiales, tales como cromosomas artificiales de levadura, cromosomas artificiales bacterianos,
construcciones P1 bacterianas, o bibliotecas de ADNc de cromosomas individuales, tal como se revisa en Price, C.
M., Blood Rev., 7: 127-134 (1993); y Trask, B. J., Trends Genet., 7: 149-154 (1991).

En realizaciones adicionales, se usa hibridacion in situ de fluorescencia (FISH) en los métodos de la invencion
(como se describe en Verma et al. HUMAN CHROMOSOMES: A MANUAL OF BASIC TECHNIQUES, Pergamon
Press, Nueva York, N.Y. (1988)). En algunas realizaciones, el ensayo FISH puede correlacionarse con otras técnicas
de mapeo de cromosomas fisicos y datos de mapa genético. La técnica FISH es bien conocida (véanse, por
ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N.° 5.756.696; 5.447.841; 5.776.688; y 5.663.319). Pueden encontrarse
ejemplos de datos de mapas genéticos en la 1994 Genome Issue of Science (265: 1981 f). La correlacion entre la
localizacion de la pareja de fusion de una proteina de fusion ROS (el gen FIG) sobre un mapa cromosoémico fisico y
una enfermedad especifica, o predisposicion a una enfermedad especifica, puede ayudar a delimitar la region del
ADN asociada con esa enfermedad genética. Las secuencias de nucleétidos de la presente invencién pueden
utilizarse para detectar diferencias en las secuencias génicas entre individuos normales, portadores o afectados.

La hibridacién in situ de preparaciones cromosoémicas y las técnicas de cartografiado fisico, tales como el analisis de
conexiones empleando marcadores cromosoémicos establecidos, pueden emplearse para extender los mapas
genéticos. A menudo, la colocacién de un gen sobre el cromosoma de otra especie de mamifero, tal como un ratén,
puede revelar marcadores asociados, incluso si se desconoce el nimero o el brazo de un cromosoma humano
concreto. Pueden asignarse nuevas secuencias a brazos cromosdmicos, o a sus partes, mediante cartografiado
fisico. Esto proporciona informacion valiosa a los investigadores que estan buscando genes de enfermedades
empleado clonacioén posicional u otras técnicas de descubrimiento de genes. Tras haber localizado de forma general
la enfermedad o el sindrome mediante vinculaciéon genética con una regidon gendémica concreta, por ejemplo, AT con
11922-23 (Gatti et al. Nature 336: 577-580 (1988)), cualquier cartografiado de secuencias del area puede
representar genes asociados o reguladores para una posterior investigacion. La secuencia de nucleétidos de la
presente invencion también puede utilizarse para detectar diferencias en la localizacion cromosémica debidas a
translocacion, inversion, etc., entre individuos normales, portadores o afectados.

Se entendera que todos los métodos (por ejemplo, PCR y FISH) que detectan polinucleétidos que codifican un
polipéptido de fusion FIG-ROS (por ejemplo, FIG-ROS (S)), se pueden combinar con otros métodos que detectan
polipéptidos con actividad ROS cinasa o polinucleétidos que codifican un polipéptido con actividad ROS cinasa. Por
ejemplo, a la deteccion de un polinucledtido de fusion FIG-ROS (S) en el material genético de una muestra biolégica
(por ejemplo, FIG-ROS (S) en una célula tumoral circulante) puede seguirle un analisis de transferencia de Western
o inmunohistoquimica (IHC ) de las proteinas de la muestra para determinar si el polinucledtido FIG-ROS (S) se
expresaba realmente como un polipéptido de fusién FIG-ROS (S) en la muestra bioldgica. Dichos analisis de
transferencia de Western o IHC pueden realizarse usando un anticuerpo que se une especificamente al polipéptido
codificado por el polinucleétido FIG-ROS (S) detectado, o los analisis pueden realizarse usando anticuerpos que se
unen especificamente a la FIG de longitud completa (por ejemplo, al extremo N-terminal de la proteina) o a ROS de
longitud completa (por ejemplo, unirse a un epitopo en el dominio cinasa de ROS). Dichos ensayos son conocidos
en la técnica (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. 7.468.252).

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

Un método para diagnosticar a un paciente cancer de pulmoén o posible cancer de pulmoén dirigido por una ROS
cinasa incluye el contacto de una muestra biolégica de dicho cancer de pulmén o posible cancer de pulmén (en
donde la muestra biolégica comprende al menos una molécula de acido nucleico) con una sonda que hibrida en
condiciones rigurosas con una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido con actividad ROS cinasa que
es un polinucledtido de fusiéon FIG-ROS (por ejemplo, un polinucleétido de fusion FIG-ROS (S), un polinucledtido de
fusion FIG-ROS (L), un polinucleétido de fusion FIG-ROS (VL)), y en donde la hibridacion de dicha sonda con al
menos una molécula de acido nucleico en dicha muestra biolégica identifica a dicho paciente como que tiene cancer
de pulmon o posible cancer de pulmon dirigido por una ROS cinasa.

Otro método para diagnosticar a un paciente cancer de pulmén o posible cancer de pulmoén dirigido por una ROS
cinasa incluye el contacto de una muestra biolégica de dicho cancer de pulmén o posible cancer de pulmén (en
donde dicha muestra biolégica comprende al menos un polipéptido) con un reactivo que se une especificamente a
un polipéptido de fusion FIG-ROS con actividad de ROS cinasa (por ejemplo, un polipéptido de fusion FIG-ROS (S),
un polipéptido de fusién FIG-ROS (L), un polipéptido de fusién FIG-ROS (VL), en donde la unién especifica de dicho
reactivo a al menos un polipéptido en dicha muestra biolégica identifica que dicho paciente tiene cancer de pulmén o
posible cancer de pulmén dirigido por una ROS cinasa.

La identificacion de un cancer de pulmén o posible cancer de pulmén como dirigido por una ROS cinasa identificara
al paciente que tiene ese cancer de pulmon o posible cancer de pulmén como probable respondedor a un agente
terapéutico inhibidor de ROS.

Para proporcionar una base para el diagnéstico de una enfermedad (por ejemplo, un cancer de pulmdn)
caracterizada por la expresion de un polipéptido con actividad ROS cinasa (polipéptido de fusién FIG-ROS), se
establece un perfil normal o estandar para la expresion. Esto puede lograrse combinando fluidos corporales o
extractos de células obtenidos de sujetos normales, tanto animales como humanos, con una secuencia
polinucleotidica, o un fragmento de la misma, que codifica el polipéptido con actividad ROS cinasa (polipéptido de
fusion FIG-ROS), en condiciones adecuadas para la hibridacion o la amplificacion. La hibridacion convencional
puede cuantificarse comparando los valores obtenidos de sujetos normales con los de un experimento en el que se
emplea una cantidad conocida de un polinucleétido sustancialmente purificado. Los valores patrén obtenidos de las
muestras normales pueden compararse con los valores obtenidos de muestras de pacientes que son sintomaticos
para la enfermedad. Se emplea la desviacion entre los valores patron y del sujeto para establecer la presencia de
enfermedad.

Tras haber establecido la enfermedad e iniciar un protocolo de tratamiento, los ensayos de hibridacion pueden
repetirse de modo regular para evaluar si el nivel de expresion en el paciente empieza a aproximarse al observado
en el paciente normal. Los resultados obtenidos de ensayos sucesivos pueden emplearse para demostrar la eficacia
del tratamiento a lo largo de un periodo de varios dias a meses.

Puede establecerse un perfil normal o estandar similar para la expresién o el nivel de actividad de un polipéptido que
tiene actividad de ROS cinasa. Por ejemplo, para la expresion de proteinas, el perfil puede establecerse utilizando
un reactivo que se une especificamente al polipéptido, también puede establecerse utilizando, por ejemplo, un
anticuerpo que se une especificamente al polipéptido (por ejemplo, se une a la unién de fusion de un polipéptido de
fusion FIG-ROS) y comparar los niveles de unidon en sujetos normales con niveles de unién en pacientes
sintomaticos para cancer de pulmoén. De manera similar, para los niveles de actividad de ROS cinasa, se puede
realizar un ensayo estandar de cinasa in vitro (véase, Ausubel et al., anteriormente citado; Sambrook et al.,
anteriormente citado) en muestras tomadas de pacientes normales en comparacion con muestras tomadas de
pacientes sintomaticos para cancer de pulmén.

La inhibicién de la expresién de ROS o la actividad cinasa puede determinarse usando un reactivo que se une
especificamente a un polinucleétido de fusién ROS, un reactivo que se une especificamente al polipéptido de fusiéon
de ROS, un reactivo que se une especificamente a un polinucleétido ROS de longitud completa o un reactivo que se
une especificamente a un polipéptido ROS de longitud completa.

En diversas realizaciones, la expresion y/o actividad de dicho polipéptido se inhibe con una composicion que
comprende un agente terapéutico seleccionado del grupo que consiste en crizotinib (también conocido como PF-
02341066), NVT TAE-684, AP26113, CEP-14083, CEP-14513, CEP11988, WHI-P131 y WHI-P154.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un “inhibidor de ROS” o un “compuesto inhibidor de ROS” significa
cualquier composicién que comprende uno o mas compuestos, quimicos o bioldgicos, que inhiben, directa o
indirectamente, la expresion y/o actividad de un polipéptido con actividad ROS cinasa. Dicha inhibiciéon puede ser in
vitro o in vivo. “Terapéutico inhibidor de ROS” o “terapéutico que inhibe ROS” significa un compuesto inhibidor de
ROS utilizado como terapéutico para tratar a un paciente que tiene un cancer de pulmén (por ejemplo, NSCLC o
SCLC) caracterizado por la presencia de un polipéptido con actividad ROS cinasa, tal como una proteina ROS de

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2716980 T3

longitud completa expresada de forma aberrante o un polipéptido de fusion de ROS (por ejemplo, una de las
proteinas de fusion FIG-ROS) descritas en la presente memoria.

El inhibidor de ROS es un reactivo que se une especificamente a un polipéptido de fusién de ROS (por ejemplo, F
FIG-ROS(S), FIG-ROS(L), FIG-ROS(XL), SLC34A2-ROS(VS), SLC34A2-ROS(S), SLC34A2-ROS(L), o CD74-R0OS),
un reactivo que se une especificamente a un polipéptido ROS de longitud completa, un ARNip dirigido a un
polinucleotido de fusion ROS (por ejemplo, un polinucleétido de fusion SLC34A2-ROS (L)) o un ARNip dirigido a un
polinucleétido ROS de longitud completa.

El agente terapéutico inhibidor de ROS puede ser, por ejemplo, un inhibidor de cinasas, tal como un inhibidor de
molécula pequefia o de anticuerpo. Puede ser un inhibidor de pancinasas con actividad contra varias cinasas
diferentes, o un inhibidor especifico de cinasa. Dado que ROS, ALK, LTK, InsR e IGF1R pertenecen a la misma
familia de tirosina cinasas, pueden compartir una estructura similar en el dominio cinasa.

Por tanto, en algunas realizaciones, un inhibidor de ROS dados a conocer en el presente documento también inhibe
la actividad de una ALK cinasa, una LTK cinasa, un receptor de insulina o un receptor de IGF1. Los compuestos
inhibidores de ROS se discuten con mas detalle a continuacion. Las muestras biolégicas de los pacientes pueden
tomarse antes y después del tratamiento con el inhibidor y después analizarse, empleando los métodos descritos
anteriormente, para el efecto biolégico del inhibidor sobre la actividad ROS cinasa, que incluye la fosforilacion de la
proteina sustrato corriente abajo. Este ensayo farmacodinamico puede ser util para determinar la dosis
biolégicamente activa del farmaco que puede ser preferible a una dosis maxima tolerable. Esta informacién también
seria Util en propuestas para la aprobacion de farmacos demostrando el mecanismo de accion del farmaco.

En otra realizacion, la expresion y/o actividad de dicho polipéptido se inhibe con una composicién que comprende un
agente terapéutico inhibidor de ROS seleccionado del grupo que consiste en PF-02341066), NVT TAE-684,
AP26113, CEP-14083, CEP-14513, CEP11988, WHI-P131 y WHI-P154.

Segun la presente invencion, el polipéptido con actividad ROS cinasa puede aparecer en al menos un subgrupo de
cancer de pulmén humano. De acuerdo con esto, la progresion de un cancer de mamifero en el que se expresa un
polipéptido con actividad de ROS cinasa puede inhibirse, in vivo, inhibiendo la actividad de la ROS cinasa en dicho
cancer. La actividad ROS en los canceres caracterizados por la expresion de un polipéptido con actividad ROS
cinasa (por ejemplo, un polipéptido de fusién de ROS o polipéptido ROS de longitud completa expresado
aberrantemente) puede inhibirse poniendo en contacto el cancer con una cantidad terapéuticamente eficaz de un
farmaco terapéutico inhibidor de ROS. Por consiguiente, un método para inhibir la progresion del polipéptido con
cancer de pulmoén que expresa actividad de ROS cinasa puede comprender inhibir la expresion y/o actividad de la
ROS cinasa en el cancer de pulmén poniendo en contacto el cancer (por ejemplo, un tumor) con una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico inhibidor de ROS.

Tal como se utiliza en la presente memoria, por “cantidad terapéuticamente eficaz’ o “cantidad farmacéuticamente
eficaz” se entiende una cantidad de un agente terapéutico inhibidor de ROS que es adecuado para inhibir el cancer
(o célula del mismo) o posible cancer (o células del mismo), en comparacién con un cancer no tratado o posible
cancer, ya sea ralentizando el crecimiento del cancer o posible cancer, reduciendo la masa del cancer o posible de
cancer, reduciendo el numero de células del cancer o posible cancer, o matando el cancer.

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

En algunas realizaciones, un agente terapéutico inhibidor de ROS util en la practica de los métodos dados a conocer
en el presente documento es un inhibidor de molécula pequefia, dirigido. Los inhibidores dirigidos de molécula
pequeiia son una clase de moléculas que generalmente inhiben la actividad de su enzima diana uniéndose de forma
especifica, y a menudo irreversible, con el sitio catalitico de la enzima y/o uniéndose a una hendidura de union a
ATP u otro sitio de unién dentro de la enzima que evite que la enzima adopte una conformacién necesaria para su
actividad. Debido a la estrecha similitud en la estructura y la funcién entre la ROS cinasa y la ALK cinasa, se prevé
que cualquier inhibidor de ALK cinasa también inhiba la ROS cinasa. Adicionalmente, como se describe mas
adelante en los ejemplos, un cancer de pulmoén dirigido por ROS cinasa no estara dirigido por ALK cinasa. Del
mismo modo, un cancer de pulmén dirigido por ALK cinasa no estara dirigido por ROS cinasa.

Un método de tratamiento de un paciente para cancer de pulmén, que comprende: detectar la presencia, en una
muestra bioldgica de un pulmén de un paciente que tiene o se sospecha que tiene cancer de pulmén, de un
polipéptido seleccionado del grupo que consiste en un polipéptido que tiene actividad de ROS cinasa y un
polipéptido que tiene actividad de ALK cinasa; y administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente
terapéutico inhibidor de ROS/ALK al paciente, tratando de este modo al sujeto por cancer de pulmén.
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También se describe un método para identificar a un paciente con cancer de pulmén o con sospecha de tener
cancer de pulmoén como un paciente susceptible de responder a un agente terapéutico inhibidor de ROS, que
comprende: poner en contacto una muestra biolégica de un pulmén de dicho paciente con un primer reactivo que se
une especificamente a un polipéptido que tiene actividad ROS cinasa y un segundo reactivo que se une
especificamente a un polipéptido que tiene actividad de ALK cinasa y, detectar si el primer reactivo o el segundo
reactivo se une especificamente a la muestra bioldgica, en donde la deteccion de la unién del primer reactivo o el
segundo reactivo a la muestra bioldgica identifica al paciente como un paciente que probablemente responda a un
agente terapéutico inhibidor de ROS. El primer reactivo puede unirse especificamente a la proteina ROS cinasa de
longitud completa. El segundo reactivo puede unirse especificamente a la proteina ALK cinasa de longitud completa.
El primer reactivo puede unirse especificamente al dominio cinasa de la proteina ROS cinasa. El segundo reactivo
puede unirse especificamente al dominio cinasa de la proteina ALK cinasa.

Tal como se utiliza en la presente memoria, por “proteina que tiene actividad de ALK cinasa” se entiende cualquier
polipéptido que retiene el dominio cinasa completo de ALK vy, por lo tanto, tiene actividad de ALK cinasa. Los
polipéptidos no limitantes con actividad de ALK cinasa incluyen ALK de longitud completa (véase la patente de
Estados Unidos n.° 5.770.421), NPM-ALK, ALO17-ALK, TFG-ALK, MSN-ALK, TPM3-ALK, TPM4-ALK, ATIC-ALK,
MYH9-ALK, CLTC-ALK, SEC31L1-ALK, RANBP2-ALK, CARS-ALK, EML4-ALK, KIF5B-ALK, y TFG-ALK (véase, por
ejemplo, Palmer et al., Biochem. J. 420(3): 345-361, 2009 (y los articulos citados en el mismo), Rikova et al., Cell
131: 1190-1203, 2007; Soda et al., Nature 448: 561-566, 2007; Morris et al., Science 263: 1281-1284, 1994; Du et
al., J. Mol. Med 84: 863-875, 2007; Panagopoulos et al., Int. J. Cancer 118: 1181-1186, 2006; Cools et al., Genes
Chromosomes Cancer 34: 354-362, 2002; Debelenko et al., Lab. Invest. 83: 1255-1265, 2003; Ma et al., Genes
Chromosomes Cancer 37: 98-105, 2003; Lawrence et al., Am. J. Pathol. 157: 377-384, 1995; Hernandez et al., Blood
94: 3265-3268, 1999; Takeuchi K., Clin Cancer Res. 15(9):3143-3149, 2009; Tort et al., Lab. Invest. 81: 419-426,
2001; Trinei et al., Cancer Res. 60: 793-798, 2000; y Touriol et al., Blood 95: 3204-3207, 2000. Véase también
Pulford et al., Journal of Cellular Physiology, 199:330-358, 2004.

En diversas realizaciones, el paciente es un ser humano. En diversas realizaciones, el cancer de pulmén es cancer
de pulmdn no microcitico o cancer de pulmén microcitico.

Un inhibidor de la cinasa de molécula pequefia util es el compuesto de Pfizer, Inc. crizotinib (también conocido como
PF-02341066), que inhibe la actividad cinasa de ALK y MET, y sus propiedades estan bien descritas. Véase You et
al., Cancer Res 67: 4408 (2007) y la publicacion de patente de Estados Unidos N.° 2008/0300273. Los inhibidores
de cinasa de molécula pequefia adicionales que pueden dirigirse a ROS incluyen TAE-684 (de Novartis),
CH5424802 (Chugai; véase Sakamoto, H. et al., Cancer Cell 19: 679-690, 2011), AP26113 (Ariad Pharmaceuticals,
Inc.), y CEP-14083, CEP-14513, y CEP-11988 (Cephalon; véase Wan et al., Blood 107: 1617-1623, 2006).

PF-02341066 tiene la estructura:

TAE-684, una 5-cloro-2,4-diaminofenilpirimidina, que tiene la estructura:
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y se ha demostrado que inhibe la cinasa ROSALK. Grosin, et al., Proc. National Acad. Sci 104(1) 270-275, 2007.

Inhibidores adicionales de molécula pequefia y otros inhibidores (por ejemplo, inhibidores indirectos) de la actividad
de ROS cinasa pueden disefiarse racionalmente usando modelos cristalograficos de rayos X o por ordenador de la
estructura tridimensional de la ROS, o pueden encontrarse mediante cribado de alto rendimiento de bibliotecas de
compuestos para la inhibicion de enzimas reguladoras aguas arriba clave y/o moléculas de union necesarias, lo que
da lugar a la inhibicién de la actividad de ROS cinasa. Estas estrategias son muy conocidas en la técnica y han sido
descritas. La inhibicion de ROS por dichos agentes terapéuticos puede confirmarse, por ejemplo, examinando la
capacidad del compuesto para inhibir la actividad ROS, pero no otra actividad cinasa, en un panel de cinasas, y/o
examinando la inhibicién de la actividad ROS en una muestra bioldégica que comprende células cancerosas (por
efemplo, células de cancer de pulmoén). Los métodos para identificar compuestos que inhiben un cancer
caracterizados por la expresion/presencia de polipéptido con actividad ROS cinasa, se describen adicionalmente a
continuacion.

Los productos terapéuticos inhibidores de ROS Uutiles en los métodos dados a conocer en el presente documento
también pueden ser anticuerpos dirigidos que se unen especificamente a sitios o dominios criticos cataliticos o de
union requeridos para la actividad ROS e inhiben la cinasa bloqueando el acceso de ligandos, sustratos o moléculas
secundarias a a y/o impidiendo que la enzima adopte una conformacién necesaria para su actividad. La produccion,
seleccion y uso terapéutico de anticuerpos especificos de dianas humanizados ha sido bien descrito. Véase,
Merluzzi et al., Adv. Clin. Path. 4 (2): 77-85 (2000). Estan disponibles sistemas y tecnologias comerciales, tales
como Morphosys, Inc.'s Human Combinatorial Antibody Library (HUCAL®), para la generacion y seleccion de alta
capacidad de procesamiento de anticuerpos inhibidores especificos de diana humanizados.

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

También pueden emplearse estrategias de presentacion de fagos para generar inhibidores de anticuerpos
especificos de ROS, y se describen protocolos para la construccion de bancos de bacteriéfagos y la seleccion de
anticuerpos recombinantes en el texto de referencia bien conocido CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY,
Colligan et al. (eds.), John Wiley & Sons, Inc. (1992-2000), capitulo 17, seccion 17.1. Véase también la patente de
Estados Unidos n.° 6.319.690, la patente de Estados Unidos n.° 6.300.064, la patente de Estados Unidos n.°
5.840.479, y la publicacion de patente de Estados Unidos n.° 20030219839.

Puede producirse un banco de fragmentos de anticuerpos mostrados sobre la superficie de bacteriéfagos (véase,
por ejemplo, la patente de EE.UU. 6.300.064) y se seleccion6 segun la unién a un polipéptido con actividad de ROS
cinasa, tal como los polipéptidos de fusion de ROS descritos en la presente memoria. Un fragmento de anticuerpo
que se une especificamente a un polipéptido de fusién de ROS (por ejemplo, un polipéptido de fusion SLC34A2-
ROS (S)) o un polipéptido ROS de longitud completa se identifica como una molécula candidata para bloquear la
activacion constitutiva de ese polipéptido de fusién en una célula. Véase la patente europea n.° EP1423428.

Los anticuerpos dirigidos de union a ROS identificados en la seleccion de bancos de anticuerpos, tal como se
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describié anteriormente, después pueden seleccionarse para su capacidad para bloquear la actividad de ROS, en un
ensayo de cinasas in vitro y en lineas celulares y/o tumores in vivo. La inhibicion de ROS puede confirmarse, por
ejemplo, examinando la capacidad de dicho compuesto terapéutico para inhibir la actividad ROS cinasa en un panel
de cinasas, y/o examinando la inhibicién de la actividad ROS en una muestra biolégica que comprende células
cancerosas, como se ha descrito anteriormente. En algunas realizaciones, un compuesto inhibidor de ROS dado a
conocer en el presente documento reduce la actividad de ROS cinasa, pero reduce la actividad cinasa de otras
cinasas en menor medida (o nada en absoluto). Los métodos para seleccionar dichos compuestos para la inhibicion
de ROS cinasa se describieron con mas detalle anteriormente.

Los compuestos inhibidores de ROS que son utiles en la practica de los métodos divulgados también pueden ser
compuestos que inhiben indirectamente la actividad de ROS inhibiendo la actividad de las proteinas o moléculas
distintas de la propia ROS cinasa. Estos productos terapéuticos inhibidores pueden ser inhibidores dirigidos que
modulan la actividad de cinasas reguladoras clave que fosforilan o desfosforilan (y, por tanto, activan o desactivan) a
la propia ROS, o que interfieren con la union de los ligandos. Al igual que con otros receptores de tirosina cinasas,
ROS regula la sefalizacion corriente abajo a través de una red de proteinas adaptadoras y cinasas corriente abajo.
Como resultado, la induccion del crecimiento celular y la supervivencia por la actividad de ROS puede inhibirse
dirigiendo estas proteinas interactivas o de corriente abajo.

La actividad de ROS cinasa también puede inhibirse indirectamente usando un compuesto que inhibe la unién de
una molécula activadora necesaria para ROS de longitud completa o un polipéptido de fusiéon de ROS (por ejemplo,
un polipéptido de fusion CD74-ROS) para adoptar su conformacion activa (es decir, tal que el dominio de ROS
cinasa puede ser activado). Por ejemplo, se ha descrito la produccion y el uso de anticuerpos anti-PDGF. Véase la
publicacion de patente de Estados Unidos n.° 20030219839, “Anti-PDGF Antibodies and Methods for Producing
Engineered Antibodies,” Bowdish et al. La inhibicion del ligando (PDGF) que se une al receptor regula
negativamente de manera directa la actividad del receptor.

Los compuestos o agentes terapéuticos inhibidores de ROS pueden comprender también compuestos inhibidores de
la transcripcion o anti-sentido que inhiben la actividad de ROS cinasa bloqueando la transcripcion del gen que
codifica ROS de longitud completa o una proteina de fusién ROS. Se ha descrito la inhibicion de diversos receptores
de cinasas, que incluyen VEGFR, EGFR, e IGFR, y FGFR, por productos terapéuticos antisentido para el
tratamiento del cancer. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 6.734.017; 6. 710.174, 6.617.162;
6.340.674; 5.783.683; 5.610.288.

Pueden disefiarse y construirse oligonucleétidos antisentido y emplearse como agentes terapéuticos contra genes
diana segun técnicas convencionales. Véase, por ejemplo, Cohen, J., Trends in Pharmacol. Sci., 10(11): 435-437
(1989); Marcus-Sekura, Anal. Biochem., 172: 289-295 (1988); Weintraub, H., Sci. AM. Pp. 40-46 (1990); Van Der
Krol et al., BioTechniques 6(10): 958-976 (1988); Skorski et al., Pro. Natl. Acad. Sci. USA (1994) 91: 4504-4508. La
inhibicién del crecimiento de carcinomas humanos in vivo empleando un inhibidor de ARN antisentido de EGFR se
ha descrito en fechas recientes. Véase la publicacion de patente de Estados Unidos n.° 20040047847. De forma
similar, un compuesto terapéutico inhibidor de ROS que comprende al menos un oligonucledétido antisentido contra
un gen ROS de mamifero o un polinucledtido codificante de la proteina de fusion ROS de mamifero puede
prepararse segun métodos estandar. Pueden prepararse composiciones farmacéuticas que comprendan
compuestos antisentido inhibidores de ROS y administrarse como se describe mas a fondo a continuacion.

Las composiciones de moléculas de ARN interferente pequefio (ARNip), que inhiben la traduccién vy, por tanto, la
actividad, de ROS a través del proceso de interferencia de ARN, también puede emplearse de modo deseable en los
métodos de la invencion. La interferencia de ARN vy la silenciacion selectiva de la expresion de la proteina diana
mediante la introduccién de moléculas de ARN bicatenarias pequefias exdgenas que comprenden una secuencia
complementaria con el ARNm que codifica la proteina diana ha sido bien descrita. Véase, por ejemplo, la publicacion
de patente de Estados Unidos n.° 20040038921, la publicacién de patente de Estados Unidos n.° 20020086356, y la
publicacion de patente de Estados Unidos n.° 20040229266.

Las moléculas de ADN bicatenario (ARNbc) han demostrado que pueden bloquear la expresion de genes mediante
un mecanismo regulador altamente conservado conocido como interferencia de ARN (ARNi). Brevemente, la
ARNasa Il Dicer procesa el ARNbc para producir ARN interferente pequefio (ARNip) de aproximadamente 22
nucledtidos, que actia como secuencia guia para inducir la ruptura de ARNm especifica de diana por un complejo
silenciador inducido por ARN RISC (véase Hammond et al., Nature (2000), 404: 293-296). EI ARNi implica una
reaccion de tipo catalitico por la cual se generan ARNip a través de la ruptura sucesiva de ARNbc mas largo. Asi, a
diferencia del antisentido, el ARNi degrada el ARN diana de una manera no estequiométrica. Cuando se administra
a una célula o a un organismo, el ARNbc exdgeno ha demostrado que dirige la degradacion especifica de secuencia
del ARN mensajero endogeno (ARNm) a través de ARN..

Una amplia diversidad de productos de ARNip especificos de diana, que incluyen vectores y sistemas para su
expresion y uso en células de mamifero, estan disponibles en el mercado. Véase, por ejemplo, Promega, Inc.
(www.promega.com); Dharmacon, Inc. (www.dharmacon.com). Estan disponibles manuales técnicos detallados
sobre el disefio, la construccion y el uso de ARNbc para ARNi. Véase por ejemplo, Dharmacon's “RNAi Technical
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Reference & Application Guide”; “RNAIi: A Guide to Gene Silencing,” de Promega. También estan disponibles en el
mercado productos de ARNip inhibidores de ROS, y pueden emplearse de modo adecuado en el método de la
invencion. Véase, por ejemplo, Dharmacon, Inc., Lafayette, CO (n.° de cat. M-003162-03, MU-003162-03, D-003162-
07 a -10 (SiIGENOME™ SMARTselection and SMARTpool® siRNAs).

Recientemente se ha establecido que los ARNbc pequefios con una longitud menor que 49 nucledtidos, y
preferiblemente 19-25 nucleétidos, que comprenden al menos una secuencia que es sustancialmente idéntica a
parte de una secuencia de ARNm diana, y dicho ARNbc tiene 6ptimamente al menos una proyeccion de 1-4
nucledtidos en un extremo, son los mas eficaces en la mediacién del ARNi en mamiferos. Véanse las publicaciones
de patente de Estados Unidos n.° 20040038921 y 20040229266. La construccion de dichos ARNbc y su uso en
preparaciones farmacéuticas para silenciar la expresién de una proteina diana in vivo se describe en detalle en
dichas publicaciones.

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

Como alternativa, pueden predecirse/disefiarse de forma logica las secuencias de los ARNbc eficaces mediante la
seleccion del ARNm diana de interés para sitios diana, por ejemplo, empleando un algoritmo de plegamiento
informatico. La secuencia diana puede analizarse por ordenador para producir una lista de todos los fragmentos o
subsecuencias de una longitud concreta, por ejemplo fragmentos de 23 nucleétidos, empleando programas de
analisis de secuencias comerciales o secuencias de instrucciones Perl adaptadas, tales como Oligo, MacVector, o el
paquete GCG Wisconsin.

Pueden emplearse diversos parametros para determinar los sitios diana mas adecuados dentro de la secuencia de
ARN diana. Estos parametros incluyen, pero no se limitan a la estructura secundaria o terciaria del ARN, la
composicion de bases nucleotidicas de la secuencia diana, el grado de homologia entre diversas regiones de la
secuencia diana, o la posicion relativa de la secuencia diana dentro de la transcripcion del ARN. Basandose en estas
determinaciones, puede elegirse cualquier nimero de sitios diana dentro de la transcripcion del ARN para
seleccionar moléculas de ARNip segun su eficacia, por ejemplo, empleando ensayos de ruptura de ARN in vitro,
cultivos celulares o modelos animales. Véase, por ejemplo, la publicacion de patente de los Estados Unidos n°
20030170891. También se ha descrito recientemente un algoritmo para identificar y seleccionar sitios diana de
ARNi. Véase la publicacién de patente de Estados Unidos n.° 20040236517

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

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

La interferencia de ARNip en un mamifero en un mamifero empleando moléculas de ARNbc preparadas después
puede realizarse administrando una preparacion farmacéutica que comprende el ARNbc al mamifero. La
composicion farmacéutica se administra en una dosificacion suficiente para inhibir la expresion del gen diana. El
ARNbc generalmente puede administrarse a una dosificacion menor que 5 mg de ARNbc por kilogramo de peso
corporal diarios, y es suficiente para inhibir o completamente suprimir la expresion del gen diana. En general, una
dosis adecuada de ARNbc estara en el intervalo de 0,01 a 2,5 miligramos por kilogramo de peso corporal del
receptor diarios, preferiblemente en el intervalo de 0,1 a 200 microgramos por kilogramo de peso corporal diarios,
mas preferiblemente en el intervalo de 0,1 a 100 microgramos por kilogramo de peso corporal diarios, ain mas
preferiblemente en el intervalo de 1,0 a 50 microgramos por kilogramo de peso corporal diarios, y lo mas
preferiblemente en el intervalo de 1,0 a 25 microgramos por kilogramo de peso corporal diarios. Una composicion
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farmacéutica que comprende el ARNbc se administra una vez diaria, o en multiples subdosis, por ejemplo,
empleando formulaciones de liberacion sostenida muy conocidas en la técnica. La preparacion y administracion de
dichas formulaciones farmacéuticas puede realizarse segun técnicas convencionales, tal como se describe mas a
fondo a continuacién.

Tal ARNbc puede utilizarse para inhibir la expresion y la actividad de ROS en un cancer, preparando una
preparacion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho ARNbc, como se ha
descrito anteriormente, y administrando la preparacion a un sujeto humano que tiene un cancer de pulmén o posible
cancer de pulmén (por ejemplo, un NSCLC o SCLC) que expresa un polipéptido con actividad ROS cinasa (tal como,
por ejemplo, expresion aberrante de la proteina ROS de longitud completa o expresion de una proteina de fusion
ROS), por ejemplo, mediante inyeccion directa al tumor. La inhibicién similar de otros receptores de tirosina cinasa,
tales como VEGFR y EGFR, empleando inhibidores de ARNip ha sido descrita recientemente. Véase la publicacion
de patente de Estados Unidos n.° 20040209832, la publicacién de patente de Estados Unidos n.° 20030170891, y la
publicacion de patente de Estados Unidos n.° 20040175703.

Los productos terapéuticos inhibidores de ROS Uutiles en la practica de los métodos dados a conocer en el presente
documento pueden administrarse a un mamifero por cualquier medio conocido en la técnica incluyendo, pero sin
limitarse a, vias oral o peritoneal, incluyendo las vias intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea,
transdérmica (Aerosol), rectal, vaginal y topica (incluyendo bucal y sublingual).

Para la administraciéon oral, un producto terapéutico inhibidor de ROS se proporciona en general en forma de
comprimidos o capsulas, como un polvo o granulos, 0 como una suspension o disolucion acuosa. Los comprimidos
para uso oral pueden incluir los ingredientes activos mezclados con vehiculos y excipientes farmacéuticamente
aceptables, tales como diluyentes inertes, agentes disgregantes, agentes aglutinantes, agentes lubricantes, agentes
edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes colorantes y conservantes. Los diluyentes inertes adecuados incluyen
carbonato de sodio y calcio, fosfato de sodio y calcio, y lactosa, mientras que el almidon de maiz y el acido alginico
son agentes disgregantes adecuados. Los agentes ligantes pueden incluir almidén y gelatina, mientras que el agente
lubricante, si esta presente, en general sera estearato de magnesio, acido estearico o talco. Si se desea, los
comprimidos pueden revestirse con un material, tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo, para
retrasar la absorcion en el tracto gastrointestinal.

Las capsulas para el uso oral incluyen capsulas de gelatina dura, en las que el ingrediente activo se mezcla con un
diluyente sélido, y capsulas de gelatina blanda, en las que los ingredientes activos se mezclan con agua o un aceite,
tal como aceite de cacahuete, parafina liquida o aceite de oliva. Para un uso intramuscular, intraperitoneal,
subcutaneo e intravenoso, las composiciones farmacéuticas dadas a conocer en el presente documento en general
se proporcionan en suspensiones o disoluciones acuosas estériles, tamponadas hasta un pH e isotonicidad
apropiados. Los vehiculos acuosos adecuados incluyen disolucion de Ringer y cloruro de sodio isotonico. El vehiculo
puede consistir exclusivamente en un tampdn acuoso (“exclusivamente” significa que no estan presentes agentes
auxiliares o sustancias encapsulantes que puedan afectar o mediar la captacion del farmaco inhibidor de ROS).
Estas sustancias incluyen, por ejemplo, estructuras micelares, tales como liposomas o capsides, tal como se
describe a continuacion. Las suspensiones acuosas pueden incluir agente suspensores, tales como derivados de
celulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona y goma de tragacanto, y un agente humectante, tal como lecitina. Los
conservantes adecuados para suspensiones acuosas incluyen p-hidroxibenzoato de etilo y de n-propilo.

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

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

Los agentes terapéuticos inhibidores de ROS (es decir, un compuesto inhibidor de ROS que se administra como un
agente terapéutico) se puede administrar a un tumor de mamifero por diversos métodos conocidos por los expertos
en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, encapsulacion en liposomas, mediante iontoforesis, o por
incorporacion en otros vehiculos, tales como hidrogeles, ciclodextrinas, nanocapsulas biodegradables y microesferas
bioadhesivas, o mediante vectores proteinaceos (véase la publicacion PCT N.° WO 00/53722). Como alternativa, la
combinacién de producto terapéutico/vehiculo se administra de modo local mediante una inyeccion directa o
mediante el uso de una bomba de infusién. La inyeccion directa de la composicion, ya sea subcutanea,
intramuscular o intradérmica, puede tener lugar utilizando metodologias estandar de aguja y jeringa, o mediante
tecnologias sin aguja como las descritas en Conry et al., 1999, Clin. Cancer Res., 5, 2330-2337 y la publicacion PCT
n.° WO 99/3 1262.

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

Las vias de administracion que conducen a una absorcion sistémica (por ejemplo, absorcion sistémica o
acumulaciéon de farmacos en la corriente sanguinea, seguido de su distribucion a través de todo el cuerpo) son
deseables e incluyen, sin limitaciones: intravenosa, subcutanea, intraperitoneal, por inhalacion, oral, intrapulmonar e
intramuscular. Cada una de estas vias de administracion exponen el producto terapéutico inhibidor de ROS a un
tumor o tejido enfermo accesible. Se ha demostrado que la velocidad de entrada de un farmaco hacia la circulacion
es una funcion del peso molecular o tamafio. El uso de un liposoma u otro vehiculo de farmaco que comprende los
compuestos dados a conocer en el presente documento puede localizar potencialmente el farmaco, en ciertos tipos
de tejidos, tales como los tejidos del sistema endotelial reticular (RES). Una formulacion de liposomas que puede
facilitar la asociacion del farmaco con la superficie de las células, tales como linfocitos y macréfagos, también es util.
Esta estrategia puede proporcionar un transporte potenciado del farmaco a las células diana aprovechando la
especificidad del reconocimiento inmunolégico de los macroéfagos y linfocitos de las células anémalas, tales como
células del cancer.

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

Las composiciones terapéuticas que comprenden liposomas con superficie modificada que contienen lipidos de
polietilenglicol (modificados con PEG, o liposomas de largo tiempo en circulacion o liposomas sigilosos) también
pueden emplearse de modo adecuado en los métodos dados a conocer en el presente documento. Estas
formulaciones ofrecen un método para aumentar la acumulacién de farmacos en tejidos diana. Esta clase de
vehiculos de farmacos resiste a la opsonizacién y la eliminacion por el sistema fagocitico mononuclear (MPS o
RES), y por tanto permiten conseguir unos tiempos en la circulacion sanguinea mas largos y una mayor exposicion
de los tejidos para el farmaco encapsulado (Lasic et al. Chem. Rev., 1995, 95, 2601-2627; Ishiwata et al., Chem.
Pharm. Bull. 1995, 43, 1005-1011). Estos liposomas han demostrado acumularse selectivamente en tumores,
probablemente debido a la extravasacion y la captura en los tejidos diana neovascularizados (Lasic et al., Science
1995, 267, 1275-1276;0ku et al.,1995, Biochim. Biophys. Acta, 1238, 86-90). Los liposomas de tiempo de circulacion
largo potencian la farmacocinética y la farmacodinamica del ADN y ARN, en particular comparado con los liposomas
catiénicos convencionales que se sabe que se acumulan en tejidos del MPS (Liu et al., J. Biol. Chem. 1995, 42,
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24864-24870; Publicacion PCT N.° WO 96/10391; Publicacion PCT N.° WO 96/10390; y Publicacion PCT N.° WO
96/10392). También es probable que los liposomas de largo tiempo en circulacion protejan a los farmacos frente a la
degradacion por nucleasas en un grado mayor que los liposomas cationicos, basandose en su capacidad para evitar
la acumulacion en tejidos de MPS metabdlicamente agresivos, tales como el higado y el bazo.

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

En algunas realizaciones, el agente terapéutico inhibidor de ROS y/o el agente terapéutico inhibidor de ALK/ROS se
administra en una cantidad eficaz. Por “cantidad eficaz” o “dosis eficaz” se entiende la cantidad de la terapia
requerida para prevenir, inhibir la aparicion o tratar (aliviar un sintoma hasta cierto punto, preferiblemente todos los
sintomas) de un estado patolégico (por ejemplo, cancer de pulmoén). La dosis eficaz depende del tipo de
enfermedad, del uso terapéutico, de la via de administracion, del tipo de mamifero que se esté tratando, de las
caracteristicas fisicas del mamifero especifico considerado, de la medicacién concurrente y de otros factores que los
expertos en las artes médicas reconocer. Generalmente, una cantidad eficaz es una cantidad entre 0,1 mg/kg y 100
mg/kg de peso corporal/dia de ingredientes activos que se administra dependiendo de la potencia del polimero
cargado negativamente.

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

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

Un farmaco terapéutico inhibidor de ROS dado a conocer en el presente documento puede comprender un solo
compuesto como se ha descrito anteriormente, o una combinacion de multiples compuestos, ya sea en la misma
clase de inhibidor (por ejemplo, anticuerpo inhibidor), o en diferentes clases (por ejemplo, Inhibidores de anticuerpos
e inhibidores de molécula pequefia). Esta combinacion de compuestos puede aumentar el efecto terapéutico global
mediante la inhibicion del avance de un cancer que expresa la proteina de fusién. Por ejemplo, la composicion
terapéutica puede incluir un inhibidor de molécula pequefia, tal como crizotinib (también conocido como PF-
02341066) producido por Pfizer, Inc. (véase la publicacion de Estados Unidos n.° 2008/0300273) solo o en
combinacién con otros analogos de Crizotinib dirigidos a la actividad de ROS y/o inhibidores de molécula pequefia
de ROS, tales como NVP-TAE684 producido por Novartis, Inc., o el compuesto CH5424802 descrito in Sakamoto et
al., Cancer Cell 19:: 679-690, 2011. La composicion terapéutica también puede comprender uno o mas agentes
quimioterapéuticos no especificos ademas de uno o mas inhibidores dirigidos. Estas combinaciones han demostrado
recientemente que proporcionan un efecto sinérgico de destruccion del tumor en muchos canceres. La eficacia de
dichas combinaciones para inhibir la actividad de ROS y el crecimiento tumoral in vivo puede evaluarse como se
describe a continuacion.

También se describe un método para determinar si un compuesto inhibe la progresidon de un cancer (por ejemplo,
cancer de pulmon) caracterizado por la expresion de un polipéptido con actividad ROS cinasa, o oligonucleétido que
codifica el mismo, determinando si el compuesto inhibe la expresion de actividad ROS cinasa del polipéptido en el
cancer. La inhibicion de la actividad de ROS puede determinarse examinando una muestra biolégica que comprende
células de médula 6sea, sangre o un tumor, o utilizando al menos reactivo que se une especificamente a un
polipéptido ROS (por ejemplo, un anticuerpo especifico de ROS) o un reactivo que se une especificamente a un
polinucleétido que codifica un polipéptido de ROS (por ejemplo, un ARNip o un antisentido ROS).

El compuesto ensayado puede ser cualquier tipo de producto terapéutico o composicion, tal como se describid
anteriormente. Los métodos para evaluar la eficacia de un compuesto, in vitro e in vivo, estan bien establecidos y
son conocidos en la técnica. Por ejemplo, una composicion puede ensayarse para su capacidad para inhibir a ROS
in vitro empleando una célula o un extracto celular en el que la ROS cinasa esta activada. Puede emplearse un
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panel de compuestos para ensayar la especificidad del compuesto para ROS (en oposicidon a otras dianas, tales
como EGFR o PDGFR).

Otra técnica para el cribado de farmacos que puede usarse proporciona un cribado de alto rendimiento de
compuestos que tienen afinidad de unién adecuada a una proteina de interés, como se describe en la publicaciéon
PCT WO 84/03564. En este método, al igual que se aplica a los polipéptidos de actividad ROS (por ejemplo,
proteina ROS de longitud completa o una de las multiples proteinas de fusion ROS), se sintetiza un gran nimero de
compuestos de ensayo pequefios diferentes sobre un sustrato sélido, tal como varillas de plastico o alguna otra
superficie. Los compuestos de ensayo se hacen reaccionar con un polipéptido dado a conocer en el presente
documento, o fragmentos de los mismos, y se lavan. El polipéptido unido (por ejemplo, los polipéptidos de fusién
SLC34A2-ROS(VS), SLC34A2-ROS(S), SLC34A2-ROS(L), CD74-R0OS, FIG-ROS(S), FIG-ROS(L), or FIG-ROS(XL))
o el polipéptido de ROS de longitud completa) después se detecta mediante métodos muy conocidos en la técnica.
Un polipéptido purificado también se puede recubrir directamente sobre placas para su uso en las técnicas de
cribado de farmacos anteriormente mencionadas. Como alternativa, pueden emplearse anticuerpos no
neutralizantes para capturar el péptido e inmovilizarlo sobre un soporte sélido.

Un compuesto que se ha descubierto que es un inhibidor eficaz de la actividad ROS in vitro después puede
estudiarse para determinar su capacidad para inhibir la progresién de un cancer que expresa el polipéptido con
actividad cinasa (tales como cancer de pulmén u otro tipo de cancer, como cancer de higado, cancer de pulmon,
cancer de colon, cancer de rifidon o cancer de pancreas), in vivo, utilizando, por ejemplo, xenoinjertos de mamiferos
que albergan tumores humanos de pulmoén, higado, pancreas, rifién, pulmén o colon que expresan un polipéptido
con actividad de ROS cinasa. En este procedimiento, lineas celulares que se sabe que expresan una proteina que
tiene actividad ROS cinasa (por ejemplo, ROS de longitud completa o una de las proteinas de fusion ROS) puede
colocarse subcutaneamente en un animal (por ejemplo, en un ratébn desnudo o SCID u otro animal
inmunocomprometido). Las células después crecen para producir una masa tumoral que puede controlarse de modo
visual. El animal puede a continuacion tratarse con el farmaco. El efecto del tratamiento con el farmaco sobre el
tamafio del tumor puede observarse externamente. A continuacion se sacrifica al raton y se extirpa el tumor para su
analisis mediante IHC y transferencia de Western. . De forma similar, los trasplantes de médula 6sea de mamiferos
pueden prepararse, mediante métodos estandar, para examinar la respuesta a los farmacos en tumores
hematoldgicos que expresan una proteina con actividad ROS cinasa. De esta forma, los efectos del farmaco pueden
observarse en un emplazamiento biolégico que se parece mucho a un paciente. La capacidad del farmaco para
alterar la sefializacion en las células tumorales o en las células estromales circundantes puede determinarse
mediante un analisis con anticuerpos especificos de la fosforilacion. La eficacia del farmaco para inducir la muerte
celular o la inhibiciéon de la proliferaciéon celular también puede observarse mediante un analisis con marcadores
especificos de la apoptosis, tales como caspasa 3 rota y PARP rota.

Puede determinarse la toxicidad y la eficacia terapéutica de dichos compuestos mediante procedimientos
farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la
LD50 (la dosis letal para 50% de la poblacion) y la ED50 (la dosis terapéuticamente eficaz en 50% de la poblacion).
La proporcion de dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico, y puede expresarse como la
proporcion de DL50/DE50. En algunas realizaciones, los compuestos exhiben altos indices terapéuticos.

En la practica del método divulgado para determinar si un compuesto inhibe la progresion de un tumor caracterizado
por la presencia de un polipéptido con actividad ROS cinasa (o polinucleétido que codifica el mismo), también
pueden usarse de forma ventajosa muestras biolégicas que comprenden células de xenoinjertos de mamiferos (o
trasplantes de médula 6sea). Los xenoinjertos no limitantes (o receptores de trasplante) son pequefios mamiferos,
tales como ratones, que albergan tumores humanos (o leucemias) que expresan un polipéptido con actividad ROS
cinasa (por ejemplo, un polipéptido de fusion ROSCD74-ROS o FIG-ROS(S)) o ROS de longitud completa). Los
xenoinjertos que portan tumores humanos son muy conocidos en la técnica (véase Kal, Cancer Treat Res., 72: 155-
169 (1995)), y la produccion de xenoinjertos de mamifero que portan tumores humanos ha sido bien descrita (véase,
Winograd et al., In Vivo, 1 (1): 1-13 (1987)). De manera similar, la generacion y el uso de modelos de trasplante de
médula dsea esta bien descrito (véase, por ejemplo, Schwaller, et al., EMBOJ. 17: 5321-333 (1998); Kelly et al.,
Blood, 99: 310-318 (2002)).

Los siguientes ejemplos se proporcionan solo para ilustrar mas a fondo la invencién y no pretenden limitar su
alcance, excepto tal como se proporciona en las reivindicaciones adjuntas. La presente invencion incluye
modificaciones y variaciones de los métodos indicados en la presente que son obvias para los expertos en la
técnica. Los materiales, reactivos y similares a los que se hace referencia pueden obtenerse a partir de fuentes
comerciales, a menos que se indique lo contrario.

Ejemplo 1 - Ejemplo de referencia

Identificacion de la actividad de ROS cinasa en una linea celular de NSCLC mediante perfiles de fosfopéptidos
globales

El perfil de fosforilacion global de la activaciéon de cinasa en varias lineas celulares de NSCLC humano, incluyendo
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HCC78, se examinaron usando la técnica IAP para el aislamiento y la caracterizacion por espectrometria de masas
de péptidos modificados de mezclas complejas (véanse las patentes de Estados Unidos n.° 7.300.753 y 7.198.896).
La técnica IAP se realizé empleando un anticuerpo especifico de fosfotirosina (disponible comercialmente a través
de CELL SIGNALING TECHNOLOGY, INC., Danver, MA, n.° de catalogo 9411) para aislar y posteriormente
caracterizar los péptidos que contienen fosfotirosina a partir de extractos de las lineas celulares de NSCLC.

De forma especifica, se empled la estrategia IAP para facilitar la identificacion de las tirosina cinasas activadas en
las lineas celulares de NSCLC, para identificar nuevos directores de esta enfermedad.

Cultivo celular.

Las células HCC78 se obtuvieron en DSMZ (German National Resource Centre for Biological Material), se cultivaron
en medio RPMI-1640 (Invitrogen) con suero bovino fetal al 10% (FBS) (Sigma).

Inmunoprecipitacion de fosfopéptidos.

Un total de 2 x 108 células se lisaron en tampon de lisis de urea (HEPES 20 mM pH 8.0, urea 9M, vanadato sédico 1
mM, pirofosfato sédico 2,5 mM, beta-glicerofosfato 1mM) a 1.25 x108células/ml y se sonicaron. Los lisados
sonicados se aclararon mediante centrifugacion a 20.000 x g, y las proteinas se redujeron y alquilaron tal como se
ha descrito previamente (véase, Rush et al., Nat. Biotechnol., 23(1): 94-101 (2005)). Las muestras se diluyeron con
HEPES 20 mM, pH 8,0, hasta una concentracion final de urea de 2 M. Se afiadi6 tripsina (1 mg/ml en HCI 0.001 M)
al lisado aclarado a 1:100 en v/v. Las muestras se digirieron durante la noche a temperatura ambiente.

Después de la digestion, los lisados se acidificaron hasta una concentracion final de TFA al 1%. La purificacion de
los péptidos se realizd6 empleando columnas Sep-Pak Cis segun se describié previamente (véase Rush et al.,
supra.). Después de la purificacion, todas las eluciones (acetonitrilo al 8%, 12%, 15%, 18%, 22%, 25%, 30%, 35% y
40% en TFA al 0,1%) se reunieron y se liofilizaron. Los péptidos secados se resuspendieron en 1,4 ml de tampon
MOPS (MOPS 50 mM/NaOH, pH 7,2, Na;HPO4 10 mM, NaCl 50 mM) y el material insoluble se retird mediante
centrifugacion a 12.000 x g durante 10 minutos.

El anticuerpo monoclonal de fosfotirosina P-Tyr-100 (Cell Signaling Technology) procedente de fluido de ascitis se
acoplo de modo no covalente a esferas de agarosa-proteina G (Roche) a 4 mg/ml de esferas durante la noche a
4°C. Después del acoplamiento, la resina-anticuerpo se lavé dos veces con PBS y tres veces con tampén MOPS. Se
afnadi6 el anticuerpo inmovilizado (40 pl, 160 pg) como una suspension 1:1 en tampon MOPS IP a la fraccion de
péptidos solubilizada, y la mezcla se incubd durante la noche a 4°C. Las esferas de anticuerpos inmovilizados se
lavaron tres veces con tampén MOPS y dos veces con ddH;O. Los péptidos se eluyeron dos veces a partir de perlas
por incubacion con 40 ul de TFA al 0.15 % durante 20 minutos cada uno, y las fracciones se combinaron.

Analisis mediante espectrometria de masas LC-MS/MS.

Los péptidos en el eluato de IP (40 pl) se concentraron y se separaron del anticuerpo eluido empleando puntas de
extraccion Stop and Go (StageTips) (véase, Rappsilber et al., Anal. Chem., 75(3): 663-70 (2003)). Los péptidos se
eluyeron de las microcolumnas con 1 yl de MeCN al 60 %, TFA al 0,1 % en 7.6 pl de acido acético al 0.4 % / acido
heptafluorobutirico al 0.005 % (HFBA). La muestra se cargé en una columna capilar de 10 cm x 75 pm PicoFrit (New
Objective) cargada con resina de fase inversa Magic C18 AQ (Michrom Bioresources) empleando un muestreador
automatico Famos con una valvula de inyeccién de muestras inerte (Dionex). La columna se reveld con un gradiente
lineal de 45 min de acetonitrilo en acido acético al 0,4%, HFBA al 0,005%, administrado a 280 nl/min (Ultimate,
Dionex).

Se recogieron los espectros de masas en tandem de una manera dependiente de los datos con un espectrometro de
masas de atrapamiento de iones LCQ Deca XP Plus (ThermoFinnigan), empleando un método de cuatro superiores,
un recuento de repeticion de exclusion dinamica de 1, y una duracion de la repeticion de 0,5 min.

Analisis de la base de datos y asignaciones.

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

Se realizaron busquedas en la base de datos humana NCBI facilitada el 24 de agosto de 2004, que contiene 27.175
proteinas que permiten la metionina oxidada (M+16) y la fosforilacion (Y+80) como modificaciones dinamicas.

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

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

Todos los espectros y las asignaciones de secuencias realizadas por Sequest se importaron a una base de datos
relacional. Las secuencias asignadas fueron aceptadas o rechazadas segun un proceso conservador de dos etapas.
En la primera etapa, un subconjunto de asignaciones de secuencias de puntuacion alta se seleccion6 mediante un
filtrado para los valores XCorr de al menos 1,5 para un estado de carga de +1, 2,2 par +2, y 3,3 para +3, permitiendo
un valor RSp maximo de 10. Las asignaciones en esta subconjunto se rechazaron si se cumplia cualquiera de los
siguientes criterios: (i) el espectro contiene al menos un pico principal (al menos 10% tan intenso como el ion mas
intenso en el espectro) que no puede cartografiarse en la secuencia asignada como un ion a, b, o y, como un ion
que surge de la pérdida neutra de agua o amoniaco de un ion a, b o y, o como un ion de protonaciéon multiple; (ii) el
espectro no contiene una serie de iones b o y equivalentes al menos a seis restos ininterrumpidos; o (iii) la
secuencia no se observa al menos cinco veces en todos los estudios que han realizado los inventores (excepto por
las secuencias solapantes debidas a una proteolisis incompleta o al uso de proteasas distintas de la tripsina). En la
segunda etapa, las asignaciones con unas puntuaciones por debajo del umbral se aceptaron si el espectro de
puntuacion baja mostraba un alto grado de similitud con un espectro de puntuacion alta recogido en otro estudio,
que simula una verdadera estrategia de busqueda en un banco de referencia. Todos los espectros que apoyan la
lista final de secuencias asignadas (no se muestra en la presente) fueron analizados por al menos tres cientificos
para establecer su credibilidad.

Los anteriores analisis de IAP identificaron 454 péptidos que contienen fosfotirosina no redundantes, 395 sitios de
fosfotirosina, y 240 proteinas fosforiladas en tirosina, la mayoria de los cuales son nuevos, procedentes de células
HCC78 (los datos no se muestran). Entres las cinasas con tirosina fosforilada se encontraban varias de las que no
se detectan normalmente mediante un analisis de MS en otras lineas celulares de NSCLC (datos sin publicar), que
incluyen la ROS cinasa.

Ejemplo 2 - Ejemplo de referencia

Deteccion de la expresion de la ROS-cinasa mutante en una muestra de cancer humano usando perfil global de
fosfopéptido

Con el fin de confirmar ain mas la incidencia de la mutacion de de la fusion de ROS en NSCLC humano, se
examinaron varios tumores de NSCLC humanos usando la técnica IAP de perfilacion global de fosfopéptidos
descrita anteriormente (véase el Ejemplo 1) para identificar los fosfopéptidos de ROS en estos tumores. Se
obtuvieron muestras de tumores (tumores disecados congelados y mantenidos en nitrogeno liquido) de un
colaborador clinico en China (Second Xiangya Hospital, Central South University Changsha, Hunan, P.R. China).

Brevemente, entre aproximadamente 300 miligramos y 500 miligramos de tejido tumoral se homogeneizaron. Por
ejemplo, el tejido se homogeneizé y lisé en tampodn de lisis de urea (HEPES 20 mM pH 8.0, urea 9M, vanadato
soédico 1 mM, pirofosfato sédico 2,5 mM, beta-glicerofosfato 1mM) a 1.25 x108células/ml y se sonicaron. Los lisados
sonicados se aclararon mediante centrifugacion a 20.000 x g, y las proteinas se redujeron y alquilaron tal como se
ha descrito previamente (véase, Rush et al., Nat. Biotechnol., 23(1): 94-101 (2005)). Las muestras se diluyeron con
HEPES 20 mM, pH 8,0, hasta una concentracion final de urea de 2 M. Se afiadi6 tripsina (1 mg/ml en HCI 0.001 M)
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al lisado aclarado a 1:100 en v/v. Las muestras se digirieron durante la noche a temperatura ambiente.

El perfil global de fosfotirosina de estas muestras se llevé a cabo como se describe en el Ejemplo 1 anterior. Los
resultados del perfil revelaron que una de las muestras tumorales contenia fosfopéptidos de ROS y fosfopéptidos de
SLC34A2 (véase la siguiente Tabla 1 (otros fosfopéptidos detectados no mostrados) y moléculas aguas abajo, tales
como fosfopéptidos IRS-1 e IRS-2. La firma de perfil de tirosina de este tumor es muy similar a la de la linea celular
de NSCLC HCCY78 (véase la Tabla 3, como se esperaba. El analisis FISH también mostré que el tumor tenia una
translocacion de ROS (véase el Ejemplo 10 mas adelante). RT-PCR, el ensayo de secuenciacion de ADN puede
usarse para confirmar que la activacion de ROS en este paciente (y otros pacientes que albergan la translocacion
ROS) se debe a la transcripcion aberrante de SLC34A2 / ROS.

Tabla 3. Perfil de fosfopéptidos de tumores de NSCLC humano.

SEQ HCC78
ID (linea  cs042
Nombre Referencia Sitio Péptidos NO. celular) (tumor)
GLAAGVGLANACYAIHTLPTQEEIE

ROS P08922 1923 NLPAFPR 35 1 1

DIyKNDYYR; DIyKNDYYR; DIyKNDYYR; 36;
37

ROS P08922 2110 DIyKNDyyRKRGEGLLPVR DIYKNDyYR; DIyKNDYYR; 36; 12 4

ROS P08922 2114 DIyKNDyyRKRGEGLLPVR DIYKNDyYR; gg 11 3

ROS P08922 2115 DIyKNDyyRKRGEGLLPVR
EGLNyMVLATECGQGEEK;

NREGLNyMVLATECGQGEEK; 1:3387
EGLNYyMVLATECGQGEEKSEGPLG 38 1 1
SQESESCGLR; &
NREGLNyMVLATECGQGEEKSEGP

ROS P08922 2274 LGSQESESCGLR 20
QVAyCPSGKPEGLNYACLTHSGYG DGSD; 42

ROS P08922 2323 QVAyCPSGKPEGLNYACLTHSGyG 4 1
DGSD;

QVAyCPSGKPEGLNYACLTHSGYG DGSD
QVAyCPSGKPEGLNYACLTHSGYG DGSD; 42
QVAyCPSGKPEGLNYACLTHSGYG DGSD;

ROS P08922 2334 DGSD 7 2
QVAyCPSGKPEGLNYACLTHSGYG DGSD; 42
QVAyCPSGKPEGLNYACLTHSGyYG

ROS P08922 2342 DGSD 3
GGHHRPDSSTLHTDDGYMPMSPGV 43

IRS-1 P35568 612 APVPSGR 1

IRS-1 P35568 632 KGSGDyMPMSPK 44 2 1
VDPNGYMMMSPSGGCSPDIGGGPS 45

IRS-1 P35568 662 SSSSSSNAVPSGTSYGK 3

IRS-2  Q9Y4H, 598 QRPVPQPSSASLDEYTLMR 46 1
SSSSNLGADDGYMPMTPGAALAGS 47

IRS-2  Q9Y4H, 653 GSGSCR

IRS-2  Q9Y4H, 675 SDDyMPMSPASVSAPK 48 3
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SEQ HCC78
ID (linea  cs042
Nombre Referencia Sitio Péptidos NO. celular) (tumor)
IRS-2  Q9Y4H, 742 ASSPAESSPEDSGyMR 49 3 3
APYTCGGDSDQyVLMSSPVGR; 50
IRS-2  Q9Y4H, 823 SYKAPYTCGGDSDQyVLMSSPVGR 2 5
SLC34A IELLPSySTATLIDEPTEVDDPWNLP 51
2 095436 54 TLQDSGIK 1 1

Ejemplo 3 - Ejemplo de referencia
Anadlisis de transferencia de Western de la expresién de ROS cinasa en una linea celular de NSCLC

La observacion de que la linea celular de NSCLC HCC78 (pero no las otras lineas celulares de NSCLC) expresa una
ROS cinasa activada se confirmé mediante un analisis de la transferencia de Western de extractos celulares
empleando anticuerpos especificos para ROS y otros receptores de tirosina cinasa (RTK) y cinasas corriente abajo.

Las células HCC78 se lisaron en 1 x tampon de lisis celular (Cell Signaling Technology) suplementado con Protease
Arrest™ (G Biosciencies) y se separaron mediante electroforesis. Todos los anticuerpos y reactivos para la
inmunotransferencia procedieron de Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, MA). La transferencia de Western se
realizd como se describe en “Western Immunoblotting Protocol” (Cell Signaling Technology, Inc., 2005-2006
catalogue). El anticuerpo anti-ROS se obtuvo en Santa Cruz Biotechnology, Inc.

La Figura 1 muestra los resultados de de la transferencia de Western. Solo HCC78 expresa la proteina ROS entre
muchas lineas celulares de NSCLC diferentes. La proteina de ROS en HCC78 tiene un peso molecular mucho
menor que la proteina ROS de tipo silvestre, lo cual indica una proteina de fusién.

La transferencia de Western confirma que la proteina de fusion de ROS esta fosforilada en la tirosina. El lisado de
proteinas procedente de las células HCC78 se inmunoprecipitdé con un anticuerpo de fosfotirosina, y se
inmunotransfirié con el anticuerpo de ROS total. Se detectaron las mismas bandas de pY-iP que en el lisado total por
el anticuerpo de ROS, teniendo las bandas IPed una migracién un poco mas lenta, lo cual también indica la
fosforilacion de la proteina.

Ejemplo 4 - Ejemplo de referencia
Inhibicion del crecimiento de lineas celulares de NSCLC de mamifero que expresan ROS cinasa empleando ARNip

Para confirmar que la forma truncada de ROS esta dirigiendo el crecimiento y la supervivencia de las células en la
linea celular HCC78, se estudio la capacidad del ARNip silenciador para inhibir el crecimiento de estas células. La
expresion de ROS se regulé por disminucion mediante interferencia de ARN. Se encargé el siguiente ARNip de ROS
a  Proligo, Inc., indicandose las correspondientes secuencias de ROS entre paréntesis:
5'’AAGCCCGGAUGGCAACGUUTT3' (ROS 1(6318-6340) (SEQ ID NO: 31); 5AAGCCUGAAGGCCUGAACUTT3'
(ROS 1(7181-7203) (SEQ ID NO: 32).

Se sembraron 2x10° 105 células en placas de 12 pocillos el dia anterior a la transfeccién. Se transfectaron 100 nM
de ARNip de ROS1 empleando el reactivo de transfeccion Mirus TransIT-TKO. Cuarenta y ocho horas después de la
transfeccion, las células se trasladaron a un medio de inanicion manteniéndose en este durante 24 horas mas. Las
células se recolectaron mediante tripsinizacion y después se contaron, y el lisado celular se empleé en WB para
comprobar el nivel de proteinas de ROS.

Un analisis de inmunotransferencia revel6 que la expresion de ROS se redujo especifica y significativamente a las
72 horas después de la transfeccion del ARNip a las células HCC78, y que la linea celular control H2066 no expresa
la proteina de ROS (véase la figura 2, panel B). A esto le acompafia una disminucién en la fosforilacion de los
sustratos aguas abajo, tales como p-Erk1/2 y p-Akt, tal como se esperaba (véase la figura 2, panel C). Ademas, tal
como se esperaba, el tratamiento con ARNip de ROS produjo un aumento en la apoptosis de la linea celular HCC78
(pero no en la linea celular control H2066), segun se determina mediante la deteccion de la PARP rota (véase la
figura 2, panel B). ). EI 80 % de la células murieron 3 dias después de la transfeccion con ARNip de ROS, segun se
muestra en la figura 2, panel A. Estos resultados indican que la ROS cinasa mutante/truncada en la linea celular
HCC78 esta dirigiendo la proliferacion y el crecimiento de estas células NSCLC, y que este crecimiento y
proliferacién pueden ser inhibidos empleando ARNip para inhibir la expresién de ROS cinasa.

Ejemplo 5 - Ejemplo de referencia
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Aislamiento y secuenciacion del gen de fusion de SLC34A2-ROS

Dada la presencia de la forma truncada de la ROS cinasa detectada en una linea celular de NSCLC (HCC78), se
realizé una amplificacion rapida 5 de los extremos del ADNc en la secuencia que codifica el dominio cinasas de
ROS, para determinar si esta presente un transcrito de ROS quimérico.

Amplificacion rapida de los extremos del ADN complementario

Se empleo el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) para extraer el ARN de la linea celular HCC78. ElI ADN se extrajo con el
uso del kit DNeasy Tissue Kit (Qiagen). La amplificacion rapida de los extremos del ADNc se realizé con el uso del
sistema 5' RACE (Invitrogen) con los cebadores ROS-GSP1 para la sintesis del ADNc, y ROS-GSP2 y ROS-GSP3
para una reaccion de PCR anidada.

Ensayo de PCR

Para la RT-PCR, se sintetiz6 ADNc de primera hebra a partir de 2,5[1g de ARN total empleando el sistema de
sintesis de primera hebra SuperScript™ Il (Invitrogen) con oligo (dT)2o (comercialmente disponible en Invitrogen,
Carlsbad, CA, n.° de catalogo 18080).Después, el gen de fusion de SLC34A2-ROS se amplific6 mediante el uso de
las parejas de cebadores SLCROS-F1 y SLCROS-R1, SLCROS-F2 y SLCROS-R2.

Construcciones

El marco de lectura abierto del gen de fusion de SLC34A2-ROS se amplific6 mediante PCR a partir del ADNc de
células HCC78 empleando la ADN polimerasa de alta fidelidad Platinum Taq (Invitrogen) y las parejas de cebadores
SLC-Fb y ROS-Rb (con un sitio de restriccion Bgl Il). Este producto de la PCR se clond en el vector retrovirico
MSCV-Neo. Los cebadores fueron:

ROS-GSP1: ACCCTTCTCGGTTCTTCGTTTCCA (SEQ ID NO: 9)

ROS-GSP2: GCAGCTCAGCCAACTCTTTGTCTT (SEQ ID NO: 10)

ROS-GSP3: TGCCAGACAAAGGTCAGTGGGATT (SEQ ID NO: 11)

SLCROS-F1: TCCATCCCAGCACCTGCGGAG (SEQ ID NO: 18)

SLCROS-R1: CTCAACTCTCTATTTCCCAAACAACGC (SEQ ID NO: 20)

SLCROS-F2: CATGGCTCCCTGGCCTGAATTG (SEQ ID NO: 19)

SLCROS-R2: CAACGCTATTAATCAGACCCATCTCC (SEQ ID NO: 21)

SLC-Fb: GAAGATCTCTGACCATGGCTCCCTGGCCTGAA (SEQ ID NO: 33)

ROS-Rb: GAAGATCTACGCTATTAATCAGACCCATCTCC (SEQ ID NO: 34)
El producto de amplificacién por PCR se detectd después de 2 rondas. El analisis de la secuencia de 5' a ROS
mediante 5' RACE identific6 que la cinasa estaba fusionada con el N-terminal de SLC34A2. El analisis de la
secuencia del producto resultante reveld que el terminal C de ROS estaba fusionado con el extremo N del gen
SLC34A2 (véanse las Fig. 3C y 3D). El gen de fusion de SLC34A2-ROS estaba dentro del marco y fusionado con los
primeros 126 aminoacidos de SLC34A2 hasta los ultimos 598 o 495 aminoacidos de ROS (véase la figura 3B, Con la
flecha en 1750 mostrando la ruptura para los 598 aminoacidos en C-terminal y la flecha en 1853 mostrando la
ruptura para los 495 aminoacidos en C-terminal), respectivamente, resultando en dos variantes de proteina de fusion
(larga, corta). Un analisis de la estructura génica predijo otra variante, la variante muy corta, que se espera que
comprenda los primeros 126 aminoacidos de SLC34A2 con los ultimos 467 aminoacidos de ROS (véase la figura
3E). SLC34A2 se encontraba en el cromosoma 4pl5, mientras que ROS fue en el cromosoma 6qg22. Asi, el gen de

fusion fue creado por t (4; 6) (p15; g22). Véase la Fig. 3A.

Las secuencias de aminoacidos y acido nucleico de la SLC34A2-ROS predicha (VS) (es decir, variante muy corta)
se proporcionan en las SEQ ID NO: 28 y 29 respectivamente.

Las secuencias de las fusiones SLC34A2 se muestran en la Figura 4A (variante larga, secuencia de aminoacidos
superior, secuencia de acido nucleico inferior) y Figura 4B (variante corta, aminoacido superior, acido nucleico
inferior). La secuencia de aminoacidos y acido nucleico de la proteina SLC34A2 humana se proporciona en la Figura
5, donde los residuos implicados en la translocacién estan subrayados.

De forma similar, la secuencia de aminoacidos y la secuencia de acido nucleico de la proteina ROS humana se
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muestran en las Figuras 6A y 6B, respectivamente. En las figuras 6A y 6B, los restos implicados en la translocacion
de la variante (larga) de SLC34A2-ROS estan subrayados, los restos en negrita subrayados son los implicados en la
translocacion de la variante (corta) y los restos rojos, en negrita y subrayados son los implicados en la translocacion
de la variante predicha (muy corta).

La fusion de SLC34A2 y ROS para las versiones corta y larga se confirmaron mediante PCR con transcriptasa
inversa en el ARN.

Ejemplo 6 - Ejemplo de referencia
La proteina de fusién de SLC34A2-ROS dirige el crecimiento y la supervivencia de células 293 transfectadas.

Para confirmar que la expresion de la proteina de fusion de SLC34A2-ROS puede transformar células normales en
un fenotipo canceroso, células de rifion embrionario humanas (células 293) se transfectaron con la construccion de
ADNCc descrita anteriormente, que codifica la variante larga de la proteina de fusion de SLC34A2-ROS.

La construccion de ADNc de SLC34A2-ROS descrita anteriormente (que codifica la proteina de fusion de variante
larga) se insertd en un vector de virus MSCV y se transfectd en células HEK293 usando reactivo de transfeccion
SuperFect (comercialmente disponible de Qiagen, Valencia, CA). Cuarenta y ocho horas después, las células
HEK293 transfectadas se recolectaron y se comprobaron mediante transferencia de Western para confirmar la
expresion de la proteina de fusion de SLC34A2-ROS recombinante (variante larga) con el peso molecular esperado
(véase la figura 7).

Ejemplo 7 - Ejemplo de referencia

La proteina de fusion de SLC34A2-ROS dirige el crecimiento y la supervivencia de una linea de células de mamifero
transformadas.

Para confirmar que la expresion de la proteina de fusion de SLC34A2-ROS puede transformar células normales en
un fenotipo canceroso, pueden transformarse células 3T3 con una construcciéon de ADNc descrita anteriormente.
Las células se mantienen en medio DMEM (Invitrogen) con suero de ternera fetal al 10 % (FCS) (Invitrogen,
Carslbad, CA).

La produccion del sobrenadante retrovirico y la transduccién se realizan como se ha descrito previamente. Véase
Schwaller et al., Embo J. 17(18): 5321-33 (1998). Las células 3T3 se transducen con el sobrenadante retrovirico que
contiene los vectores MSCV-Neo o MSCV-Neo/SLC34A2-ROS (largo) o MSCV-Neo/ROS (corto), respectivamente, y
se seleccionaron para G418 (500 ug/ml). Las células transfectadas de forma estable se emplean en un ensayo de
agar blando para confirma que SLC34A2-ROS transformara a las células 3T3.

Este analisis confirmara que la expresion de la proteina de fusion de SLC34A2-ROS transforma a las células 3T3 de
modo que el crecimiento celular sea independiente de la unién a un sustrato. Después se realiza un analisis de la
transferencia de Western para comprobar el estado de fosforilacion de ROS, SLC34A2, SFIP-1 y otras posibles
dianas de ROS aguas abajo.

Ejemplo 8 - Ejemplo de referencia
Aislamiento y secuenciacion del gen de fusion de CD74-ROS

Un segundo lote de varios tumores NSCLC humanos (incluyendo el tumor del paciente CD042) se tamizaron
también usando la técnica IAP de perfiles globales de fosfopéptidos usando los métodos descritos en los Ejemplos 1
y 2. Se detectd ROS cinasa fosforilada en el paciente CD042. Para determinar si esta ROS cinasa presente en este
paciente era una fusion entre la proteina SLC34A2 y la proteina ROS cinasa, se realizé una rapida amplificacion 5'
de los extremos del ADNc en la secuencia que codifica el dominio cinasa de ROS con el fin de determinar si un
transcrito ROS quimérico estaba presente en esos pacientes. De manera interesante, como se describe mas
adelante, se encontro otro gen de fusion ROS usando este método, a saber, una fusién entre CD74 y ROS.

Como se describe en el Ejemplo 4, se usé el RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) para extraer ARN del tejido
tumoral. El sistema 5' RACE (comercialmente disponible de Invitrogen (parte de Life Technologies, Inc.), Carlsbad,
CA) se us6 con los cebadores ROS-GSP1 para la sintesis de ADNc y ROS-GSP2 y ROS-GSP3 para una reaccion
de PCR anidada.

Ensayo de PCR
Para RT-PCR, el ADNc de primera hebra se sintetizé a partir de 2,5 ug de ARN total con el uso de SuperScript™ Il

(Invitrogen) con oligo (dT)2o (Invitrogen n.° cat. 18080). Después, el gen de fusion de CD74-ROS se amplificé con el
uso de parejas de cebadores CD74-F1 y ROS-GSP3:
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ROS-GSP1: ACCCTTCTCGGTTCTTCGTTTCCA (SEQ ID NO: 9)
ROS-GSP2: GCAGCTCAGCCAACTCTTTGTCTT (SEQ ID NO: 10)
ROS-GSP3: TGCCAGACAAAGGTCAGTGGGATT (SEQ ID NO: 11)
CD74-F1: GCAGAATGCCACCAAGTATGGCAA (SEQ ID NO: 26)

El analisis de la secuencia del producto resultante reveld que el terminal C de ROS estaba fusionado con el extremo
N del gen CD74 (véase la Fig. 8, paneles B y C). El gen de fusién de CD74-ROS estaba dentro de marco y
condensa los primeros 208 aminoacidos de CD74 con los ultimos 495 aminoacidos de ROS (véase la figura 8, panel
B), lo cual resulta en una proteina de fusion. CD74 se encontraba en el cromosoma 5q32, mientras que ROS fue en
el cromosoma 6922 (véase la fig. 8, panel A). Asi, se cred el gen de fusion mediante (5;6)(q32;922).

La secuencia de CD74-ROS se proporciona en la Figura 9 (superior, secuencia de aminoacidos; inferior, secuencia
de nucledtidos). Como se muestra en la Figura 9, los restos de CD74 estan subrayados, mientras que los restos del
dominio de la ROS cinasa se muestran en negrita.

La Figura 10 muestra la secuencia (aminoacido superior y acido nucleico inferior) de CD74 humano, donde los
restos presentes en la fusién CD74-ROS estan subrayados. De forma similar, las Figuras 11A y 11B muestran la
secuencia de aminoacidos y de acido nucleico de ROS humana, donde los restos presentes en la fusion CD74-ROS
estan subrayados.

La fusion de CD74 y ROS se confirm6 mediante una PCR con transcriptasa inversa sobre el ARN. La Figura 12 es
un gel de agarosa que muestra el producto de RT-PCR resultante de la PCR con los cebadores indicados.

Ejemplo 9 - Ejemplo de referencia
Deteccion de la proteina ROS cinasa por inmunohistoquimica (IHC)

Para determinar si las proteinas de fusion ROS descubiertas en NSCLC se podian detectar por inmunohistoquimica,
se utilizé un anticuerpo monoclonal de conejo especifico de ROS. El anticuerpo especifico de ROS (es decir, el
anticuerpo monoclonal de conejo ROS1 D4D6) que se utilizé en estos estudios se ha descrito previamente (véase la
publicacion PCT N.° W0O2010/093928), y se une especificamente a una region de la proteina ROS cinasa humana
que esta en C-terminal al dominio cinasa de la proteina ROS. Mientras que el anticuerpo D4D6 no esta todavia
comercialmente disponible, los anticuerpos especificos ROS especificos estan disponibles comercialmente de una
variedad de proveedores incluyendo, sin limitacion, el anticuerpo Ros (C-20), N° de catalogo sc-6347 de Santa Cruz
Biotechnology, Inc., (Santa Cruz, CA) y el anticuerpo ROS (69D6), N° de catalogo 3266 de Cell Signaling
Technology, Inc. (Danvers, MA).

Para estos estudios, se prepard una cohorte de 556 muestras humanas de tumores de NSCLC como bloques de
parafina. Todas las muestras tumorales fueron evaluadas por dos patodlogos independientes, y se encontré que
comprendian 246 casos de adenocarcinoma, 64 carcinomas broncoalveolares, 226 carcinomas de células
escamosas Y 20 de células grandes.

Inmunohistoquimica: Se desparafinaron secciones de tejido de 4-6 uym y se rehidrataron a través de xileno y etanol
graduado, respectivamente (por ejemplo, a través de tres cambios de xileno durante 5 minutos cada uno, luego se
rehidrataron a través de dos cambios de etanol al 100 % y 2 cambios de etanol al 95 %, cada uno durante 5
minutos). Los portaobjetos se enjuagaron en diH>O, después se sometieron a la recuperacion de antigeno en una
camara de decloaking (Biocare Medical, Concord, CA) usando EDTA 1.0 mM, pH 8.0 y configuraciones del
fabricante: SP1 125°C durante 30 segundos y SP2 90°C durante 10 segundos. Los portaobjetos se inactivaron en 3
% de HO; durante 10 minutos, luego se lavaron en diH>O. Después de bloquear en solucion salina tamponada con
Tris al 0,5 % Tween-20 (TBST) / 5 % de suero de cabra en una camara humidificada, se incubaron los portaobjetos
durante la noche a 4 °C con mAb de conejo ROS1 (D4D6) XP ™ a 0,19 pg / ml diluido en diluyente de anticuerpos
SignalStain® Antibody (n.° 8112 Cell Signaling Technology, Danvers, MA). Después de lavar con TBST, la deteccion
se realiz6 con Envisionpositive (Dako, Carpinteria, CA) o SignalStain® Boost IHC Detection Reagent (HRP, conejo)
(n.° de catalogo 8114 Cell Signaling Technology, Danvers, MA) con una incubacion de 30 minutos a temperatura
ambiente en una camara humidificada. Para los portaobjetos con SignalStain® Boost IHC, después de lavar los
portaobjetos (por ejemplo, tres veces en TBST), los portaobjetos fueron expuestos a continuacion a NovaRed
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) preparado segun las instrucciones del fabricante.

Los portaobjetos se desarrollaron durante 1 minuto y después se aclararon en diH;O. Los portaobjetos se
sometieron a contratincion incubando en hematoxilina (lista para usar comercialmente disponible de Invitrogen
(Carlsbad, CA) n.° de catalogo 00-8011) durante 1 minuto, se aclararon durante 30 segundos en diH;O, se incubaron
durante 20 segundos en reactivo azulado (Richard Allan Scientific, Kalamazoo, MI (a Thermo Scientific company),
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n.° de catalogo 7301), y finalmente se lavaron durante 30 segundos en diH2O. Los portaobjetos se deshidrataron en
2 cambios de etanol al 95 % durante 20 segundos cada uno y 2 cambios de etanol al 100 % durante 2 minutos cada
uno. Los portaobjetos se aclararon en cambios de xileno durante 20 segundos cada uno, después se secaron al aire.
Los cubreobjetos se montaron usando VectaMount (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Los portaobjetos se
secaron al aire, luego se evaluaron bajo el microscopio. Las imagenes (20x) se adquirieron usando un microscopio
Olympus CX41 equipado con una camara Olympus DP70 y software controlador DP.

De los 556 tumores NSCLC seleccionados por inmunohistoquimica con el Rmab especifico de ROS ROS1 D4D6, se
identificarron 9 tumores positivos para ROS1. El desglose fue el siguiente:

De los 246 adenocarcinomas, 8 (o 3,3 %) fueron positivos para ROS1 cinasa.
De los 20 carcinomas de células grandes, 1 (o0 5,0%) fue positivo para ROS1 cinasa.

Se observo una variedad de patrones de tincion ROS IHC que van desde el citoplasma débil hasta los agregados
perinucleares fuertes (véanse las Figuras 13A-F). En 5/9 (55 %) casos ROS se localizé difusamente en el citoplasma
(Fig. 13 A). Se observo fuerte tincion citoplasmatica en 1 carcinoma de células grandes (Fig. 13C). Dos casos
presentaban fenotipos Unicos entre si, siendo uno difuso citoplasmico con areas de tincion punteada de la
membrana plasmatica (Fig. 13D) y la otra tincion vesicular total (Fig. 13F).). También debe observarse que en casos
excepcionales las células no neoplasicas, tales como macroéfagos y células epiteliales bronquiales, se tifieron con
ROS D4D6. La expresion de ROS estaba ausente en el tejido estromal circundante.

Ejemplo 10 - Ejemplo de referencia
Deteccion de una fusion de ROS en muestras de cancer humano usando el ensayo FISH

La presencia de la proteina de fusién de SLC34A2-ROS y/o la proteina CD74-ROS (u otra proteina de fusion ROS)
en muestras de tumor NSCLC humano se detecté empleando un ensayo de hibridacion de fluorescencia in situ
(FISH), segun se ha descrito previamente. Véase, por ejemplo, Verma et al., HUMAN CHROMOSOMES: A MANUAL
OF BASIC TECHNIQUES, Pergamon Press, Nueva York, N.Y. (1988). Se estudiaron mas de 200 muestras de tumor
NSCLC humano introducidas en parafina.

Para analizar las reordenaciones que implican a ROS, se disefi® una sonda de escisién de dos colores. Se
obtuvieron una sonda proximal (clon de BAC RP1-179P9) y dos sondas distales (clon BAC RP11-323017, RP1-
94G16) (todas las cuales estan comercialmente disponibles, por ejemplo, en Invitrogen Inc., Carlsbad, CA, como
numeros de catalogo RPCI1.C y RPCI11.C). Las localizaciones en las que estas sondas se unen al gen ROS se
muestran esquematicamente en la Fig. 14. Como se muestra en la Fig. 19A, la sonda proximal se marcé con
Spectrum Orange dUTP, y las sondas distales se marcaron con Spectrum Green dUTP. El marcaje de las sondas se
realizé con el Kit de marcaje Nick Translation DNA Labeling Kit de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Enzo
Life Sciences, Farmingdale, NY). Se realizé FISH en secciones de tejido FFPE de 4 ym de espesor segun métodos
estandar. Por ejemplo, las secciones de tejido embebidas en parafina se rehidrataron y se sometieron a
recuperacion de antigeno con microondas en tampon citrato 0.01 M (pH 6.0) durante 11 minutos. Las secciones se
digirieron con proteasa (pepsina 4 mg/ml, 2000-3000 U/mg) durante 25 minutos a 37°C, se deshidrataron y se
hibridaron con la sonda FISH ajustada a 37°C durante 18 horas. Después de lavar, se aplicé 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI; mg/ml) en medio de montaje Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA) para la
contratincion nuclear.

Los casos positivos en FISH para ROS se definieron como> 15% de division de sefales en las células tumorales. Se
utilizé el microscopio confocal Nikon C1, objetivo de 60 Xy trifiltro (dapi, TRITC, FITC) para puntuar cada case. Para
la adquisicién de imagenes se utilizé el microscopio de fluorescencia de campo ancho Olympus BX-51 con objetivo
de 40 Xy el software Metamorph para generar imagenes tricolor.

Por lo tanto, la sonda de reordenacion ROS contiene dos sondas marcadas de manera diferente en lados opuestos
del punto de ruptura del gen ROS en la secuencia de tipo silvestre (WT) (véase la Figura 14A). Cuando se hibrida, la
region ROS nativa aparecera como una sefial de fusion naranja / verde, mientras que la reordenacion en este locus
(como ocurre en la proteina de fusion SLC34A2-ROS) dara como resultado sefiales separadas naranja y verde.

Como se muestra en la Figura 14B, se encontré un gen ROS reordenado en HCC78 (Figura 14B, panel izquierdo)
que, como se ha descrito anteriormente, contiene una reordenacién génica que da como resultado la fusion
SLC34A2-R0OS. En una de las muestras de pulmén humano, a saber, pulmoén 306, se encontré un reordenamiento
del gen de ROS similar que puede ser SLC34A2-ROS o CD74-ROS.

El analisis FISH revela una baja incidencia de esta mutacion de ROS en la poblacién de muestras estudiada. De los
123 tumores iniciales examinados, dos de los 123 tumores o 1,6 % de los tumores contenian las mutaciones de
fusion ROS. Sin embargo, dada la alta incidencia de NSCLC a lo largo del mundo (mas de 151.000 casos nuevos en
EEUU anuales, solamente), se espera que existira un ndmero significativo de pacientes que porten esta ROS
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mutante, y estos pacientes pueden beneficiarse de un régimen terapéutico inhibidor de ROS.
Ejemplo 11
Descubrimiento del tumor NSCLC positivo para FIG-ROS

Del Ejemplo 9, una de las muestras tumorales, a saber el tumor 749, mostré tinciéon con ROS1 que se localizé en los
compartimentos vesiculares (véase la Fig. 13F). Este patrén de tincion es distinto de todos los demas ROS1 tumores
positivos, lo que apunta a la posibilidad de una parte ROS1 fusién diferente.

Para determinar cual era el patrén FISH de este tumor 749, se obtuvo una tercera sonda distal RP11-213A17 de
Invitrogen para investigar mas a fondo si la mutacion ROS en este tumor podria deberse a una fusién FIG-ROS. las
fusiones entre el gen FIG y el gen ROS se han descrito en glioblastoma, colangiocarcinoma y cancer de higado
(véase Charest et al., Genes Chromosomes Cancer 37: 58-71, 2003; Charest et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:
916-921, 2003; y la publicacion PCT n.° WO2010/093928), Pero esta fusion nunca se ha descrito en el pulmoén
antes. Dado que la fusion entre el gen FIG y el gen ROS no da lugar a una translocacion o inversion, sino que
resulta mas bien de una delecion intracromosémica en el cromosoma 6 de 240 kilobases, se diseid un nuevo
conjunto de sondas FISH.

Las sondas FISH utilizadas en la prueba de confirmacion IHC descrita anteriormente (véase el Ejemplo 11 anterior)
identificaron aquellos tumores y células con translocaciones equilibradas de ROS que podrian ser debidas a la
presencia de una de las proteinas de fusién SLC34A2-ROS o CD74-ROS. El patron de FISH en el pulmén 749
sugirid que el reordenamiento no era una de estas dos fusiones pero potencialmente la de la FIG-ROS. Para
determinar si el pulmon ID 749 era de hecho positivo para FIG-ROS, se disefid otro conjunto de sondas FISH (figura
15). Como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 11, el conjunto de sondas 1 que contiene 179P9 y 323017
BAC flanquea ambos lados del punto de ruptura ROS en las proteinas de fusién ROS descritas en la presente
memoria (por ejemplo, después del exdn 34, 35 o 36 de ROS) (véanse las Fig. 15y Fig. 14A). En las células HCC78
positivas para SLC34A-ROS (véase la figura 14B, panel izquierdo y figura 16A), el conjunto de sondas 1 da como
resultado una translocacion equilibrada. En la linea celular de glioblastoma humano U118MG positiva para FIG-
ROS, BAC 323017 no hibrido, ya que esta seccion del cromosoma 6 se suprime, dando como resultado solo sefales
anaranjadas (figura 16C). El conjunto de sondas 2 contenia 179P9 situado en ROS y 213A7 situado en el gen FIG,
por lo que U118MG muestra ambas sefales naranja y verde con este conjunto de sondas (véase la figura 16D). Las
células HCC78 mostraron 1 cromosoma con una translocacion equilibrada (por ejemplo, a partir de una fusién
SLC34A2-ROS; véanse las dos flechas amarillas en la Fig. 16B) y la flecha blanca en la Fig. 16B apunta a un
cromosoma normal con las sefiales verde y naranja juntas ya que el gen FIG y el gen ROS estan, de hecho, muy
juntos en el mismo cromosoma (véase la figura 16B). EI cromosoma de tipo silvestre mostré una sefial separada
debido a la distancia entre las sondas. El ID de pulmén 749, cuando se probd con el conjunto de sondas 1 (figura
16E) o el conjunto de sondas 2 (véase la figura 16F), imit6 el de las células U118MG (figuras 16C y D). Estos datos
fueron los primeros en mostrar la fusion de FIG-ROS como una delecién intracromosémica en el cromosoma 6 en
NSCLC.

Ejemplo 12
Aislamiento y secuenciacion del gen de fusién FIG-ROS (S) del tumor pulmonar 749

Para aislar y secuenciar la fusién de ROS del tumor 749 (que era un tumor fijado en parafina, fijado en parafina), se
utilizé el siguiente protocolo.

RT-PCR de muestras tumorales FFPE: El ARN de secciones de 3 x 10 um se extrajo siguiendo protocolos estandar
(RNeasy FFPE Kit, Qiagen). El ADNc de la primera hebra se sintetizé a partir de 500 ng de ARN total con el uso del
sistema de sintesis de primera cadena SuperScript Ill (Invitrogen) con cebadores especificos de genes. A
continuacion, se amplificé el ADNc de fusion de FIG-ROS con el uso de pares de cebadores de PCR FIG-F3 y ROS-
GSP3.1 para la isoforma corta y FIG-F7 y ROS-GSP3.2 para las isoformas largas. Los cebadores GAPDH se
adquirieron de Qiagen (Valencia, CA).

Cebadores
ROS-GSP3.1: ACCCTTCTCGGTTCTTCGTTTCCA (SEQ ID NO: 52)
ROS-GSP3.2: GCAGCTCAGCCAACTCTTTGTCTT (SEQ ID NO: 10)
FIG-F3: GCTGTTCTCCAGGCTGAAGTATATGG (SEQ ID NO: 53)
FIG-F7: GTAACCCTGGTGCTAGTTGCAAAG (SEQ ID NO: 54)

Se seleccionaron los cebadores para FIG porque, basandose en los patrones FISH observados en el tumor 749 y en
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la informacion publicada sobre la fusion FIG-ROS, se esperaba que el tumor 749 fuera una fusién FIG-ROS.

Como se predijo, la proteina de fusién ROS en el tumor 749 era de hecho una fusion FIG-ROS, especificamente la
fusion FIG-ROS (S) descrita anteriormente (véase la publicacion PCT N.° W02010/0923828). La Figura 17 muestra
una alineacion de la secuencia del bloque FFPE del tumor 749 (en la linea “sujeto”) con la secuencia de la FIG-ROS
(S) descrita en la publicacion PCT N.° W0O2010/0923828 (en la linea “consulta”). Como se muestra en la Figura 17,
la identidad era 100 % con 0 huecos. Dado que FIG-ROS (S) contiene el dominio cinasa entero de la ROS cinasa,
se espera que esta FIG-ROS (S) retenga la actividad cinasa y, por lo tanto, es una proteina con actividad ROS
cinasa como se describe aqui.

La secuencia de aminoacidos de FIG-ROS (S) se expone en la SEQ ID NO: 58 y la secuencia de nucleétidos de
FIG-ROS (S) se expone en la SEQ ID NO: 57.

FIG-ROS (L) en el cancer de higado también se ha descrito (véase la publicacion PCT N.° WO2010/0923828). Las
secuencias de aminoacidos y nucledtidos de FIG-ROS(L) se muestra en las SEC ID N°: 56 y 55, respectivamente.
Ademas, a partir del andlisis de la estructura génica de los genes FIG y ROS, se ha propuesto una tercera variante
de FIG-ROS (es decir, FIG-ROS (XL) publicacion PCT N.° W02010/0923828). Las secuencias de aminoacidos y
nucledtidos de FIG-ROS(L) se muestra en las SEC ID N°: 60 y 59, respectivamente. Dado este hallazgo de FIG-ROS
(S) en NSCLC, también se pueden encontrar otras variantes de la proteina de fusion FIG-ROS en NSCLC.

Ejemplo 13
Deteccion de expresion de ROS cinasa en una muestra de cancer de pulmén humano usando un ensayo de PCR

La presencia de una proteina ROS de longitud completa expresada aberrantemente o una proteina de fusion ROS
(por ejemplo, una de las proteinas de fusion SLC34A2-ROS, proteina de fusion CD74-ROS o una de las proteinas
de fusion FIG-ROS) en una muestra de cancer de pulmén humano puede detectarse mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) gendémica o de la transcriptasa inversa (RT), previamente descrita. Véase, por
ejemplo, Cools et al., N. Engl. J. Med., 348: 1201-1214 (2003).

Brevemente y como ejemplo, pueden obtenerse muestras de efusion pleural o de tumor de un paciente que padece
NSCLC empleando técnicas convencionales. Se construyen sondas de PCR contra ROS cinasa truncada, proteina
de fusion SLC34A2-ROS, CD74-R0OS o FIG-ROS. Puede utilizarse el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) para extraer el
ARN de las muestras de efusion pleural o de tumor. EI ADN puede extraerse con el uso del kit DNeasy Tissue Kit
(Qiagen). Para RT-PCR, el ADNc de primera hebra se sintetiza a partir de, por ejemplo, 2.5 mg de ARN total con el
uso de, por ejemplo, sintesis de primera hebra SuperScript™ Il (Invitrogen) con oligo (dT). A continuacion, se
amplifica el gen ROS o el gen de fusién ROS (por ejemplo, SLC34A2-ROS, CD74-ROS o FIG-ROS) con el uso de
pares de cebadores, por ejemplo, SLC34A2-F1 y ROS-P3 (véase el Ejemplo 5 anterior). Para la PCR gendmica, la
amplificacion del gen de fusion puede realizarse con el uso de alta fidelidad de DNA polimerasa Taq Platinum
(Invitrogen) con pares de cebadores, p. SLC34A2-F1 y ROS-R1, o SLC34A2-F1 y ROS-R2.

Tal analisis identificara a un paciente que tiene un cancer caracterizado por la expresion de la ROS cinasa truncada
(y/o proteina de fusion ROS tal como FIG-ROS, SLC34A2-ROS o CD74-R0OS), paciente que es candidato para el
tratamiento usando un agente terapéutico inhibidor de ROS.

Ejemplo 14
Sensibilidad de las fusiones de ROS cinasa a TAE-684 y crizotinib

La molécula pequeia TAE-684, una 5-cloro-2,4-diaminofenilpirimidina, inhibe la ALK cinasa. La estructura de TAE-
684 se proporciona en Galkin, et al., Proc. National Acad. Sci 104(1) 270-275, 2007. Otra molécula pequefia, a saber
crizotinib, también inhibe la ALK cinasa, asi como la cinasa MET. La estructura de crizotinib (también denominada
PF-02341066) se proporciona en Zou HY et al., Cancer Research 67: 4408-4417, 2007 y la publicaciéon de patente
N°.20080300273.

Se determiné si TAE-684 y/o crizotinib también inhibe ROS polipéptidos de fusion.

BaF3 y Karpas 299 se obtuvieron de DSMZZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Alemania). Las células BaF3, que necesitan interleucina-3 para sobrevivir, se mantuvieron a 37 ° C en medio RPMI-
1640 (Invitrogen) con suero bovino fetal al 10 % (Sigma) y 1,0 ng / ml de IL-3 murina (R&D Systems). Se cultivaron
células Karpas 299 (una linea celular de linfoma) en RPMI - 1640 con FBS al 10 %.

Las células BaF3 se transdujeron con retrovirus que codifican FIG-ROS (S), FIG-ROS (L) o FLT-3ITD (la mutacion
de duplicacién en tandem interna en FLT3 causa leucemia LMA) y se seleccionaron para el crecimiento
independiente de IL3. Se usaron células Karpas 299, que expresan NPM - ALK, como un control positivo. Los
retrovirus se generaron como se ha descrito anteriormente (véase la publicacion PCT n.°. WO 2010/093928).

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2716980 T3

Un ensayo MTS se realiz6 utilizando el CellTiter 96 Aqueous One Solution Reagent (Promega, Catalog No G3582).
Brevemente, se cultivaron 1 x 10° se cultivaron células / pocillo en placas de 24 pocillos en 1 ml de medio que incluia
TAE-684 de 0 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM o 1000 nM. Después de 72 horas, se afiadieron 20 ul del
Reactivo CellTiter 96 Aqueous One Solution Reagent a cada pocillo de una placa de ensayo de 96 pocillos (fondo
plano), y a continuacién se afiadieron 100 pl de células cultivadas con o sin tratamiento. Se usaron los pocillos que
solo tenian medio como controles. La placa de 96 pocillos se incub6 durante 1 - 4 horas a 37 °C, y luego se contaron
las células viables leyendo la absorbancia a 490 nm usando un lector de placas de 96 pocillos.

Como se muestra en la Fig. 18, las células BaF3 transducidas con retrovirus que expresan uno de los polipéptidos
de la FIG-ROS dejaron de crecer en presencia de TAE-684. La FIG-ROS (S) era menos susceptible a TAE-684 que
FIG-ROS (L). Las células Karpas 299 también respondieron (es decir, dejaron de crecer) en presencia de TAE-684.
Las células BaF3 transducidas con FLT3 / ITD no eran susceptibles a TAE-684. Los valores de CI50 de dos
experimentos son los siguientes en la Tabla 4, con datos de una linea celular final, a saber, células BaF3 que
expresan neomicina marcada con myc, disponible solo en el segundo experimento.

Tabla 4

TAE-684 CI50 CI50
FIG-ROS (L) | 1,78 nM 2,84 nM
FIG-ROS (S) | 10,16 nM 15,01 nM
FLT3/ITD 419,35 nM | 316,44 nM
Neo-Myc ND 1641,84 nM
Karpas-299 4,85 nM 4,36 nM

El mecanismo de muerte de las células BaF3 y Karpas 299 se evalu6 después midiendo el porcentaje de células
positivas de caspasa 3 escindidas mediante ensayo de citometria de flujo usando caspasa-3 escindida como
marcador para la apoptosis. Estos resultados se obtuvieron usando el protocolo publicamente disponible de Cell
Signaling Technology, Inc. (Danvers, MA). Como se muestra en la Fig. 19, la presencia de TAE-684 hizo que las
células BaF3 que expresan FIG-ROS (S) o FIG-ROS (L) murieran por apoptosis. Las células Karpas 299, que
dejaron de crecer en presencia de TAE-684, no murieron por apoptosis - simplemente sufrieron el paro del ciclo
celular. De este modo, el mecanismo mediante el cual el TAE-684 inhibe los polipéptidos de fusién de la FIG-ROS
es diferente del mecanismo mediante el cual el TAE-684 inhibe la ALK cinasa.

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

Como se muestra en la Fig. 20, la fosforilacion de FIG-ROS (S) y FIG-ROS (L) en células BaF3 que expresan FIG-
ROS (S) y FIG-ROS (L) fue inhibida por TAE-684. Ademas, la fosforilacion de STAT3, AKT, y ERK, y Shp2 se
inhibieron en células BaF3 que expresan FIG-ROS (S) y FIG-ROS (L). La fosforilacién de STAT3, AKT y ERK, y
Shp2 no se vio afectada en las células BaF3 transducidas con el retrovirus FLT-3ITD. TAE-684 también inhibié la
fosforilacion de ALK y ERK en células de Karpas 299. Dado que ROS, ALK, LTK, InsR e IGF1R pertenecen a la
misma familia de tirosina cinasas, pueden compartir una estructura similar en el dominio cinasa. Los inhibidores de
cinasa o anticuerpos disefiados contra ALK, LTK, InsR e IGF1R pueden tener efectos terapéuticos contra ROS
cinasa.

A continuacion se realizé un conjunto paralelo de experimentos en las mismas células usando los mismos protocolos
con la adicién de otro control negativo, a saber células BaF3 transducidas con el marcaje neo-myc, para comparar
dos terapias ALK, a saber TAE-684 y crizotinib.

Como se muestra en la Fig. 21A (TAE-684) y la Fig. 21B (crizotinib), las células BaF3 que contenian la proteina de
fusion FIG-ROS eran mas sensibles a TAE-684 que a crizotinib a la misma concentraciéon de cada terapéutico.
Puede ser que el crizotinib no sea tan eficaz como una dosis similar de TAE-684, puesto que incluso el control
positivo, a saber, las células Karpas 299 que expresan la proteina de fusion NPM-ALK, no eran sensibles a crizotinib
en comparacion con TAE-684 a las mismas concentraciones. Ambos de los controles negativos (es decir, BaF3
transducidas con FLT3-ITD o BaF3 transducidas con neo-myc) eran menos sensibles a crizotinib y a TAE-684 que
las células BaF3 que expresan la proteina FIG-ROS y las células arpas 299 que expresan la proteina NPM-ALK.

Después de un tratamiento con 0, 0,1, 0,3 o 1,0 uM de crizotinib durante tres horas se realizé el analisis de
transferencia de Western utilizando anticuerpos disponibles de Cell Signaling Technology, Inc. Como se muestra en
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la Figura 22, la fosforilacion tanto de FIG-ROS (S) y FIG- ROS (L) como las células BaF3 que expresan FIG-ROS (L)
que expresan FIG-ROS (S) y FIG- ROS (L) fue inhibido por crizotinib. Ademas, la fosforilacion de STAT3, y ERK se
inhibid en crizotinib en células BaF3 que expresan FIG-ROS (S) y FIG-ROS (L). La fosforilacién de STAT3 y ERK, no
se vio afectada en las células BaF3 transducidas con el retrovirus FLT-3ITD, tras el tratamiento con crizotinib.
Crizotinib también inhibié la fosforilacion de ALK, STAT3 y ERK en células Karpas 299. Dado que ROS, ALK, LTK,
InsR e IGF1R pertenecen a la misma familia de tirosina cinasas, pueden compartir una estructura similar en el
dominio cinasa. Los inhibidores de cinasa o anticuerpos disefiados contra ALK, LTK, InsR e IGF1R pueden tener
efectos terapéuticos contra ROS cinasa.

Ejemplo 15
Estudio de NSCLC que expresa ALK y/o ROS.

Ademas de la cinasa ROS, se han descrito también NSCLC que contienen proteinas que tienen actividad ALK
(véase, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos 7.700.339; 7.605.131; 7.728.120). Usando los métodos de IHC
descritos anteriormente en el Ejemplo 9, numerosas muestras de FFPE de tumores de NSCLC humano se
rastrearon para determinar la unién especifica mediante anticuerpos anti-ROS o anti-ALK. Dichos anticuerpos estan
comercialmente disponibles en numerosas fuentes.

Las mismas muestras se tamizaron también con FISH para el gen ROS o para el gen ALK usando métodos
estandar. Por ejemplo, un protocolo FISH para el gen ROS se describe en los Ejemplos anteriores. Un protocolo
FISH para la ALK se describe en la patente de Estados Unidos N° 7.700.339.

Del mismo modo, otro ensayo FISH se describe en la publicacion de patente de Estados Unidos n.° 20110110923).
Los resultados del cribado se muestran a continuacion en las Tablas 5 (muestras positivas para ROS) y 6 (muestras
positivas para ALK).

Tabla 5 Histopatologia de muestras positivas para ROS1

pgt.:‘;:nete ID del tumor Diagnéstico Patron histolégico (%) ROS1 FISH
1 147 Adenocarcinoma | BAC (40), papilar (30), acinar (20), sélido (10) +
2 306 Adenocarcinoma acinar (70), papilar (20) y sélido (10) +
3 570 Adenocarcinoma Acinar (90), BAC (5), micropapilar (5) +
4 400037 Adenocarcinoma Acinar +
5 668 Adenocarcinoma solido (80), acinar (10), BAC (10) +
6 702 Adenocarcinoma papilar (40), acinar (30), sélido (30) +

7 749 Adenocarcinoma sélido (80), acinar (20) i szlrzgén
8 760 Adenocarcinoma Células de Signet +

9 575 Células grandes No puntuable
Tabla 6: Histopatologia de casos positivos de ALK.

pgt.:‘;:nete D del Diagnéstico Patrén histolégico (%) ALK FISH

1 187 Adenocarcinoma solido +
Caracteristicas del anillo de célula de
signet focal
2 | a7 | Acenccaronoma | EAC G0} Achar (10, el (00 seice |
3 587 Adenocarcinoma Acinar (85), sélido (10), papilar (5) No puntuable

4 618 Adenocarcinoma solido +
5 645 Adenocarcinoma solido (70), BAC (30) +
6 652 Adenocarcinoma Papila (60), micropapilar (40) +
7 663 Adenocarcinoma Papilar (50), BAC (50) +
8 664 Adenocarcinoma Acinar +
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666 Adenocarcinoma solido (90), papilar (10) +
10 670 Adenocarcinoma solido (60), papilar (40) +
Solido (70) y acinar (30) con
11 680 Adenocarcinoma caracteristicas de célula de anillo de +
signet
12 759 Adenocarcinoma Solido con células de anillo de Signet +
13 580 Adeqocgrcmoma +
(incierto)
14 70 Adenocarcinoma solido +
15 383 Adenocarcinoma BAC (40), papilar (30), acinar (20) +
16 395 Adenocarcinoma solido +

Escamoso; carcinoma de

17 278 células grandes (incierto) *
Carcinoma
18 330 neuroendocrino de +
células grandes
19 503 Escamoso +
20 615 Escamoso +
21 644 Escamoso +
22 691 Escamoso +

Basandose en este cribado de NSCLC humano tanto por IHC como por FISH, se encontré que la expresion de ALK
y ROS en estos tumores es mutuamente excluyente. En otras palabras, si un tumor de NSCLC es conducido por
ALK, no expresara ROS. Asimismo, si un tumor de NSCLC es dirigido por ROS, no expresara ALK. De este modo,
un farmaco terapéutico tal como crizotinib o TAE-684 que inhibe tanto la actividad de ROS como la actividad de ALK
sera particularmente eficaz en el tratamiento de NSCLC.
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REIVINDICACIONES
Un método, que comprende

detectar la presencia de un polipéptido de fusion FIG-ROS en una muestra bioldgica obtenida de un cancer
de pulmén de mamifero o un posible cancer de pulmén, en donde el cancer de pulmén es carcinoma de
pulmén no microcitico (NSCLC).

El método de la reivindicaciéon 1, en donde dicho polipéptido de fusion FIG-ROS tiene una identidad del 95
% con el polipéptido seleccionado del grupo que consiste en un polipéptido FIG-ROS (S) (SEQ ID NO: 58),
un polipéptido FIG-ROS (L) (SEQ ID NO: 56 y un polipéptido FIG-ROS(VL) (SEQ ID NO: 60).

El método de la reivindicacion 1, en donde dicha deteccién comprende realizar un ensayo usando un
anticuerpo.

El método de la reivindicacion 3, en donde dicha deteccidon comprende realizar un ensayo seleccionado del
grupo que consiste en un ensayo de citometria de flujo, un ensayo de inmunohistoquimica (IHC), un ensayo
de inmunofluorescencia (IF), un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) y un ensayo de
analisis transferencia de Western.

El método de la reivindicacion 1, en el que la muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste en una
biopsia pulmonar, un lavado broncoalveolar, una reseccion tumoral, un aspirado con aguja fina, un efusion
pleural y una célula tumoral circulante.

Un método, que comprende:

detectar la presencia de un polinucleétido de fusidon de FIG-ROS en una muestra bioldgica de un cancer de
pulmén de mamifero o un posible cancer de pulmén, en donde el cancer de pulmén es carcinoma de
pulmén no microcitico (NSCLC).

El método de la reivindicacion 6, en donde dicho polinucleétido de fusién de FIG-ROS codifica para un
polipéptido de fusidon de FIG-ROS que tiene una identidad del 95 % con un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste en un polipéptido FIG-ROS (S) (SEQ ID NO: 58), un polipéptido FIG-ROS (L) (SEQ ID
NO: 56 y un polipéptido FIG-ROS(VL) (SEQ ID NO: 60).

El método de la reivindicacion 6, en donde dicho polinucleétido de fusién de FIG-ROS comprende una
secuencia de nucleodtidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 55, SEQ ID
NO: 59.

El método de la reivindicacion 6, en donde dicha deteccion comprende realizar un ensayo de hibridacion in
situ de fluorescencia (FISH), un ensayo de PCR o un ensayo de hibridacion de acido nucleico.

El método de la reivindicacién 6, en donde dicha deteccion comprende un ensayo de PCR.

El método de la reivindicacion 10, en donde dicho ensayo de PCR es RT-PCR.

El método de la reivindicacion 6, en donde dicha deteccion comprende realizar un ensayo de FISH.

El método de la reivindicacion 12, en donde dicho ensayo de FISH utiliza una sonda de acido nucleico que
se hibrida con la porciéon de FIG de dicho polinucleétido de fusion de FIG-ROS, y una sonda de acido
nucleico que se hibrida con la porcién de ROS de dicho polinucleétido de fusién de FIG-ROS.

El método de la reivindicacion 6, en el que la muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste en una

biopsia pulmonar, un lavado broncoalveolar, una reseccion tumoral, un aspirado con aguja fina, un efusion
pleural y una célula tumoral circulante.
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Figura 4A

MAPWPELGDAQPNFPDEY LEGAAGQQPTAPDKSKETNKTDNIEAPYIKIELLESYSTATLIDEFTEVDDPWNLPTLODSGL
KWSERDTKGKILCFFQGIGRLILLLGFLYFFVCSLDILSSAFQLVGAGVPNKPGIPKLLEGSKNSIQWEKAEDNGCRITY
YILEIRKSTSNNLOQNONLRWEMTFNGSCSSVCTWKSKNLKGLIFQFRVVAANNLGEFGEYSGISENIILVGDDEFWIPETSEL
LTIIVGIFLVVTIPLTFVWHRRLENQKSAKEGVTVLINEDKELAELRGLAAGVGLANACYAIHTLPTQEE IENLPAFPRE
KLTLRLLLGSGAFGEVYEGTAVDILGVGSGEIKVAVKTLKKGSTDQEKIEFLKEAHLMSKFNHEPNILKQLGVCLLNEPQY
IILELMEGGDLLTYLRKARMATFYGPLLTLVDLVDLCVDISKGCVYLERMHFIHRDLAARNCLVSVKDYTSPRIVKIGDF
GLARDIYKNDYYRKRGEGLLPVRWMAPESLMDGIFTTQSDVWSFGILIWEILTLGHQPYPAHSNLDVLNYVQTGGRLEPF
RNCPDDLWNLMTQCWAQEPDQRPTFHRIQDQLQLFRNFFLNSIYKSRDEANNSGVINESFECGEDGDVICLNSDDIMPVAL
METKNRECLNYMVLATECCOCEEKSEGCPLGSQESESCCLEKEEKEPHADKDFCOEKOQVAYCPESCKPEGLNYACLTHEGYC
DGSD

atggctcoccoctggectgaatigggagatgoccageccaaccocgataagtacclicgaaggggocgeagglecagecagoocac
tgeccelgataaaageaaagagaccaacaaaacagataacactgaggeacctgtaaccaagattgaactictgoeoglioct
actccacggotacactgatagatgageoccactgaggtggatgaccactggaacctacocactottcaggacticggggate
aagtggtcagagagagacaccaaagggaagattctctgtttcttccaagggatigggagattgattttacticicggatt
tctectactttttegtgtgeoteccectggatattcttagtagegecticcagetggliiggageclggagtlceccaaataaaccag
gcattcccaaattactagaagggagtaaaaattcaatacagtgggagaaagetgaagataatggatgtagaattacatac
tatatccttgagataagaaagagcacttcaaataatttacagaaccagaatttaaggtggaagatgacatttaatggate
clbtgcagtagltgtitgcacatggaagtccaaaaaccigaaaggaatattitcagticagagtagtagectgecaaataatctag
ggtliggltgaatataglggaalcaglgagaatatlatattagtitggagatgaliltiitggataccagaaacaagtiicata
cttactattatagttggaatatttctggttgttacaatcccactgacctitgtctggecatagaagattaaagaatcaaaa
aagtgccaaggaaggggtgacagtygcttataaacgaagacaaagagttgyctgagetgegaggtetggeageccggagtag
gecetggetaatgectgectatgecaatacatactettcocaacccaagaggagattgaaaatecttectgeettecctegggaa
aaactgactctgegtetettgetgggaagtggagectttggagaagtgtatgaaggaacagecagtggacatettaggagt
tggaagtggagaaatcaaagtagcagtgaagactttgaagaagggttcecacagaccaggagaagattgaattecctgaagg
aggcacatctgatgagcaaatttaatcatcccaacattectgaagcagettggagtttgtetgetgaatgaaccccaatac
attatecctggaactgatggagggaggagaccttettacttatttgegtaaageceggatggcaacgttttatggtecttt
actcaccttggttgaccttgtagacctgtgtgtagatatttcaaaaggetgtgtctacttggaacggatgcatttcatte
acagggatctggcagetagaaattgecttgtttecgtgaaagactataccagtecacggatagtgaagattggagacttt
ggactegecagagacatetataaaaatgattactatagaaagagaggggaaggectgeteccagtteggtggatggetee
agaaagtttgatggatggaatcttcactactcaatctgatgtatggtcttttggaattctgatttgggagattttaacte
ttggteatcagecttatecageteattecaaccttgatgtgttaaactatgtgecaaacaggagggagactggagecacca
agaaattgtcctgatgatctgtggaatttaatgacccagtgetgggetcaagaaccecgaccaaagacctacttttecatag
aattcaggaccaacttcagttattcagaaattttttcttaaatageatttataagtccagagatgaagcaaacaacagtyg
gagtcataaatgaaagctttgaaggtgaagatggecgatgtgatttgtttgaattcagatgacattatgecagttgettta
atgygaaacgaagaaccgagaagggltaaactatatggtactigetacagaatgtggecaagglgaagaaaagbctgagygg
tcetctaggecteccaggaatetgaatettigtggtectgaggaaagaagagaaggaaccacatgecagacaaagatttetgee
aagaaaaacaagtggcttactgeccctictggraageoctgaaggecctgaactatgeoctgtetcactcacagtggatatgga
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Figura 4B

MAPWPELGDAQPNPDRKY LEGAAGQQFTAPDKSKETNKTDNTEAPVIKIELLPSYSTATLIDEPTEVDDPWNLPTLQDSGT
KWSERDTKGRKILCFFOGIGRLILLLGFLYFFVCSLDILSSAFQLVGDDFWIPETSFILTIIVGIFLVVTIPLTEFVWHRRL
ENQKSAKEGCVIVLINEDKELAELRGCLAAGVGLANACYAIHT LPTQEE IENLPAFPEEKLTLRLLLGSGAFGEVYEGTAVD
ILGVGSGEIKVAVKTLEKKGSTDQEKIEFLKEAHLMSKFNHPNILKQLGVCLLNEPQY I ILELMEGGDLLTYLRKARMATF
YGPLLTLVDLVDLCVDISKGCVYLERMHFIHRDLAARNCLVSVKDYTSPRIVKIGDFGLARDIYKNDY YRKRGEGLLPVR
WMAPESLMDGIFTTQSDVWSFGILIWEILTLGHQPYPAHSNLDVLNYVQTGGRLEPPRNCPDDLWNLMTQCWAQEPDQRP
TFHRIQDOLOLFRNFFLNS [YKSEDEANNSGVINESFEGEDGDV ICLNSDDIMPVALMETKNREGLNYMV LATECGQGEE
KSEGPLGSQFESESCGLRRKEEKE PHADKDEFCQEKQVAYCPSGKPEGLNYACLTHSGYGDGSD

atggctecclggectgaatigggagatgeccageocaaccececgataagtacctegaaggggecgeaggtcageageccac
tgeccectgataaaagecaaagagaccaacaaaacagataacactgaggcacctgtaaccaagattgaacttctgeegteot
acteccacggcetacactgatagatgageccactgaggtyggatgaccocctggaacctacccactettcaggacteggggato
aagtggtcagagagagacaccaaagggaagattctctgtttctteccaagggattgggagattgattittacttctcggatt
tetetactttitegtgtgeteecctggatattettagtagegecttccagetggttggagatgatttttggataccagaaa
caagtttcatacttactattatagttggaatatttetggtigttacaatecccactgacetttgtetgycatagaagatta
aagaalcaaaaaaglgccaaggaagggglgacagltgclttataaacgaagacaaagagllggectgagetgegaggtetgyge
agcecggagtaggectggetaatgectgetatgeaatacatactectteccaaccraagaggagattgaaaatettectgeot
tccotegggaaaaactgactetgegtetettgetgggaagtggagectttggagaagtgtatgaaggaacageagtggac
atcttaggagttggaagtggagaaatcaaagtagcagtgaagactttgaagaagggttccacagaccaggagaagattga
attcectgaaggaggcacatctgatgagcaaatttaatcatecccaacattectgaagecagettggagtttgtetgetgaatyg
aaccccaatacattatectggaactgatggagggaggagaccttcttacttatttgegtaaageceggatggecaacgttt
tatggtcctttactcaccttggttgaccttgtagacctgtgtgtagatatttcaaaaggctgtgtctacttggaacggat
gcatttecattecacagggatectggecagetagaaattgecttgtttecgtgaaagactataccagtecacggatagtgaaga
ttggagactttggactcgecagagacatectataaaaatgattactatagaaagagaggggaaggectgeteccagticgyg
tggatggcteccagaaagtttgatggatggaatcttcactactcaatetgatgtatggtetttitggaattetgatttggga
gattttaactcttggtcatcagecttatecagetecattecaaccttgatgtgttaaactatgtgeaaacaggagggagac
tggagecaccaagaaattgtectgatgatectgtggaatitaatgacecagtgetgggetcaagaaccegaccaaagacet
acttttcatagaattcaggaccaacttcagttattcagaaattttttettaaatagecatttataagtccagagatgaage
aaacaacaglggaglcataaatgaaageclitgaaggtgaagatggegatgtgatitgtitgaattcagatgacattatyge
caglitgctltitaatggaaacgaagaaccgagaagggllaaactatatggtactigetacagaatglggeccaagglgaagaa
aagtctgagggtectcectaggeteccaggaatetgaatetigtggtelgaggaaagaagagaaggaaceacatgeagacaa
agatttctgccaagaaaaacaagtggettactgecoccttetggeaagectgaaggectgaactatgectgtetecacteaca
gtggatatggagatgggtctgattaa
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Figura 5

MAPWPELGDAQPNPDKYLEGAAGQQPTAPDKSKETNKTDNTEAPVTKIELLPSYSTATLI
DEPTEVDDPWNLPTLQDSGIKWSERDTKGKILCFFQGIGRLILLLGFLYFFVCSLDILSS
AFQLVGGKMAGQFEFSNSSIMSNPLLGLVIGVLVTVLVQSSSTSTSIVVSMVSSSLLTVRA
AIPIIMGANIGTSITNTIVALMQVGDRSEFRRAFAGATVHDFENWLSVLVLLPVEVATHY
LEIITQLIVESFHFENGEDAPDLLEVITKPEFTKLIVQLDKKVISQIAMNDEKAKNKSLVEK
IWCKTETNKTQINVTVPSTANCTSPSLCWTDGIQNWTMKNVTYKENTAKCQHIFVNFHLP
DLAVGTILLILSLLVLCGCLIMIVKILGSVLEKGQVATVIKKTINTDEPFPFAWLTGYLAT
LVGAGMTFIVQSSSVEFTSALTPLIGIGVITIERAYPLTLGSNIGTTTTAILAALASPGNA
LRSSLOQIALCHFFFNISGILLWYPIPFTRLPIRMAKGLGNISAKYRWEAVEYLIIFFFLI
PLTVEGLSLAGWRVLVGVGVPVVEFIIILVLCLRLLOSRCPRVLPKKLONWNELPLWMRSL
KPWDAVVSKEFTGCFQMRCCYCCRVCCRACCLLCGCPECCRCSKCCEDLEEAQEGQDVEPVK
APETFDNITISREAQGEVPASDSKTECTAL

1 cgggececaggt ttecaggete ggecgecgece tocatcccag cacctgegga gggagegetg

61 accatggctc cetggectga attgggagat geccageocca accccgataa gtacctcgaa
121 ggggcegeag gtcageagee cactgecect gataaaageca aagagaccaa caaaacagat
181 aacactgagg cacctgtaac caagattgaa cttctgccgt cctactccac ggctacactg
241 atagatgagc ccactgaggt ggatgacccc tggaacctac ccactcttca ggactcgggg
301 atcaagtggt cagagagaga caccaaaggg aagattctct gtttcttcca agggattggg
361 agattgattt tacttctegg atttctctac tttttcgtgt gectccctgga tattcttagt
421 agcgecttcc agectggttgg aggaaaaaty gcaggacagt tcttcagcaa cagctctatt
481 atgtccaacc ctttgttggg gectggtgate ggggtgctgg tgaccgtcett ggtgcagage
541 tccagcacchk caacgtccat cgttgltcage atggtgtcet clbtcattget cactgttegg
501 gectgeocatce ceattateat gggggcecaac attggaacgt caatcaccaa cactattgtt
661 geogetcatge aggtgggaga teggagtgag ttcagaagag cttttgcagg agecactgte
721 catgacttct tecaactggct gtcecgtgttg gtgctcttge ccgtggaggt ggccacccat
781 tacctcgaga tcataaccca gettatagtyg gagagcttec acttcaagaa tggagaagat
841 gccccagatc ttctgaaagt catcactaag cccttcacaa agetcattgt ccagetggat
901 aaaaaagtta tcagccaaat tgcaatgaac gatgaaaaag cgaaaaacaa gagtcttgtc
961 aagatttggt gcaaaactlt taccaacaag acccagatta acgtcactgt tccctcgact
1021 gctaactgca ccteccctte coctetgttgg acggatggca tccaaaactg gaccatgaag
1081 aatgtgacct acaaggagaa catcgccaaa tgccagceata tetttgtgaa tttecaccte
1141 ccggatcttyg ctgtgggecac catcttgete atactctece tgetggtecet ctgtggttge
1201 ctgatcatga ttgtcaagat cctgggctet gtgectcaaygy ggcaggtcege cactgteatce
1261 aagaagacca tcaacactga tttccccttt cectttgeat ggttgactgyg ctacctggec
1321 atecctegteg gggeaggeat gacchtecate gtacagagea getetgtgtt cacgteggece
1381 ttgaccccocce tgattggaat cggegtgata accattgaga gggettatcco actcacgetg
1441 ggetccaaca teggcaccae caccaccgece atcctggecg ccttagecag ceetggeaat
1501 gcattgagga gttecactcca gatcgeccctg tgecactitt tcocttcaacat cteeggcatce
1561 ttgctgtggt accecgatecce gttcactege ctgoccatco gcatggecaa ggggotggge
1621 aacatctcbtg ccaagtatcg ctggttcgee gtcecttctacce tgatcatctt cttcettccotg
1681 atcccgcoctga cggtgtbtgg cctctecgetg gocggetgge gggtgotggt tggtgtcocggg
1741 gttccecgtecg tettcatecat catcctggta ctgtgectce gacteoctgea gtcoctogetge
1801 ccacgegtecce tgccgaagaa actecagaac tggaacttcoe tgccgetgtg gatgogeteg
1861 ctgaagcect gggatgecgt cgtctccaag ttcaccgget gettccagat gegctgctge
1921 tactgctgce gegtgtgetg ccgegegtge tgcttgetgt gtggectgcocce caagtgctge
1981 cgctgeagea agtgctgega ggacttggag gaggcgeayy aggggcagga bgtcecctgte
2041 aaggctcocctg agacctttga taacataacc attagcagag aggeotcaggg tgaggtccct
2101 gcctcggact caaagaccga atgcacggcee ttgtagggga cgccccagat btgtcagggat
2161 ggggggatgy tccttgagtt ttgcatgete tccteccteo cacttctgea cectbtcacce
2221 acctcgagga gatttgctcec ccattagcega atgaaattga tgcagtcecta aaaaaaaaaa
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Figura 6A

MKNIYCLIPKLVNFATLGCLWISVVQCTVLNSCLKSCVTINLGQQLDLGTPHNLSEPCIQG
CHFWNSVDQKNCALKCRESCEVGCSSAEGAYEEEVLENADLPTAPFASSIGSHNMTLRWK
SANFSGVKYIQWKYAQLLGSWTYTKTVSRPSYVVKPLHPFTEYIFRVVWIFTAQLQLYS
PPSPSYRTHPHGVPETAPLIRNIESSSPDTVEVSWDPPQEPGGPILGYNLRLISKNQKLD
AGTQRTSFQFYSTLPNTIYRFSIAAVNEVGEGPEAESSITTSSSAVQQEEQWLFLSRKTS
LRKRSLKHLVDEAHCLRLDAIYHNITGISVDVHQQIVYFSEGTLIWAKKAANMSDVSDLR
IFYRGSGLISSISIDWLYQRMYFIMDELYCVCDLENCSNIEEITPPSISAPQKIVADSYN
GYVFYLLRDGIYRADLPVPSGRCAEAVRIVESCTLKDFAIKPQAKRITYFNDTAQVFMST
FLDGSASHLILPRIPFADVKSFACENNDFLVTDGK VIFQQDALSFNEFIVGCDLSHIEEF
GFGNLVIFGSSSQLHPLPGRPQELSVLFGSHQALVQWKPPALAIGANVILISDIELFEL
GPSAWQNWTYEVKVSTQDPPEVTHIFLNISGTMLNVPELQSAMKYKVSVRASSPKRPGPW
SEPSVGTTLVPASEPPFIMAVKEDGLWSKPLNSFGPGEFLSSDIGNVSDMDWYNNSLYYS
DTKGDVFVWLLNGTDISENYHLPSIAGAGALAFEWLGHFLYWAGKTYVIQRQSVLTGHTD
IVTHVKLLVNDMVVDSVGGYLYWTTLYSVESTRLNGESSLVLQTQPWFSGKKVIALTLDL
SDGLLYWLVQDSQCIHLYTAVLRGQSTGDTTITEFAAWSTSEISQNALMYY SGRLFWING
FRIITTQEIGQKTSVSVLEPARFNQFTHQTSLKPLPGNFSFTPKVIPDSVQESSFRIEG
NASSFQILWNGPPAVDWGVVYFYSVEFSAHSKFLASEQHSLPVFTYEGLEPY ALFNLSVTP
YTYWGKGPKTSLSLRAPETVPSAPENPRIFILPSGKCCNKNEVVVEFRWNKPKHENGVLT
KFEIFYNISNQSITNKTCEDWIAVNVTPSVMSFQLEGMSPRCFIAFQVRAFTSKGPGPYA
DVVKSTTSEINPFPHLITLLGNKIVFLDMDONQVVWTFSAERVISAVCYTADNEMGY YAE
GDSLFLLILINRSSSELFQDSLVFDITVITIDWISRIILYFALKESQNGMQVFDVDLEHKY
KYPREVKIIINRNSTIISFSVYPLLSRLYWTEVSNFGYQMFYYSIISHTLHRILQPTATNQ
ONKRNQCSCNVTEFELSGAMAIDTSNLEKPLIYFAKAQEIWAMDLEGCQCWRVITVPAML
AGKTLVSLTVDGDLIY WIITAKDSTQIY QAKKGNGAIVSQVKALRSRHILAYSSVMQPFP
DKAFLSLASDTVEPTILNATNTSLTIRLPLAKTNLTWYGITSPTPTYLVYYAEVNDRKNS
SDLKYRILEFQDSIALIEDLQPFSTYMIQIAVKNYYSDPLEHLPPGKEIWGKTKNGVPEA
VQLINTTVRSDTSLIISWRESHKPNGPKESVRYQLAISHLALIPETPLRQSEFPNGRLTL
LVTRLSGGNIYVLKVLACHSEEMWCTESHPYTVEMFNTPEKPYSLVPENTSLQFNWKAPL
NVNLIRFWVELQKWKYNEFYHVKTSCSQGPAYVCNITNLQPYTSYNVRVVVVYKTGENST
SLPESFKTKAGVPNKPGIPKLLEGSKNSIQWEKAEDNGCRITY YILEIRKSTSNNLONON
LRWKMTFNGSCSSVCTWKSKNLKGIFOFRVVAANNLGFGEYSGISENIILVGDDFWIPET
SFILTIIVGIFLVVTIPLTFVY HBRLEKNGES AREGYTVLINEBKELARLRGLAAGYLLAN
ACY AT TLPTOELIENLPAFPREKLTLRELLGSGAFGEVY ECTAYIILGVESCRIKYAY R,
TLKKGSTROVKIEFLKEAHL MSRPNBPNILKOLGYVOLLNEPQY L ELMEGGDLLTYLRE
ARMATEVGPL I TI VDI VDL VBINKGC VY LERMHTIHREDL AARNCLVRVKDVISPRIVED

GO GEARDIYVENDY YRERGEGLI PV RWMAPESEMBGIFTTORBYVWEFGILIWEIL T L

Py PAHSNLDYENYVOTGGRLEPPRRCPEDLWNLMTOOWAGEPBORPTFHRIQONQLOLYRN
FELNSIYVOURDEANNSGVINESFEGEDCDVICT NSBDIVPYVVEMETKNBEGENYMYLATE
GG EE RS EGPL GRS ESC G REEE K FPHADKBFCOEKOVAYUPSGRPEGCTNYACLTHS
CYGROSD

(el texto subrayado, en negrita y en rojo distingue tres proteinas de fusién diferentes)
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Figura 6B

1 caagctttca agcattcaaa ggtctaaaty aaaaaggeta agtattattt caaaaggcaa
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atatagcaaa
ccaaataatt
ggtgaagtga
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aatgragacc
cgatggaaat
cttetgggaa
ctgcaccect
ctetactece
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cetecaattee
aaattagatg
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Figura 6B (cont.)
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TCTGGCATAG

AAGATTAAAG

AATCAAAAAA

GTGCCAAGGA

AGGGGTGACA

GTGCTTATAA

ACGAAGACARL

AGAGTTGGCT

GAGCTGCGAG

GTCTGGCAGC

CGGAGTAGGC

CTGGCTAATG

CCTGCTATGC

AATACATACT

CTTCCAACCC

AAGAGGAGAT

TGARAATCTT

CCTGCCTTCC

CTCGGGAAAA

ACTGACTCTG

CGTCTCTTGC

TGGGAAGTGG

AGCCTTTGGA

GAAGTGTATG

AAGGAACAGC

AGTGGACATC

TTAGGAGTTG

GAAGTGGAGA

AATCAAAGTA

GCAGTGAAGA

CTTTGAAGAA

GGGTTCCACA

GACCAGGAGA

AGATTGAATT

CCTGAAGGAG

GCACATCTGA

TGAGCAAATT

TAATCATCCC

AACATTCTGA

AGCAGCTTGG

AGTTTGTCIG

CTGAATGAAC

CCCAATACAT

TATCCTGGAR

CTGATGGAGG

GAGGAGACCT

TCTTACTTAT

TTGCGTAAAG

CCCGGATGGC

AACGTTTTAT

GGTCCTTTAC

TCACCTTGGT

TGACCTTGTA
TTTCATTCAC

GACCTGTGTG
AGGGATCTGG

TAGATATTTC
CAGCTAGAAA

ARAAGGCTGT
TTGCCTTGTT

GICTACTTGG
TCCGTGAAAG

AACGGATGCA
ACTATACCAG

TCCACGGATA

GTGAAGATTG

GAGACTTTGG

ACTCGCCAGA

GACATCTATA

ARAATGATTA

CTATAGAARAG

AGAGGGGAAG

GCCTGCTCCC

AGTTCGGTGG

ATGGCTCCAG

AAAGTTTGAT

GGATGGAATC

TTCACTACTC

AATCTGATGT

ATGGTCTTTT

GGAATTCTGA

TTTGGGAGAT

TTTAACTCTT

GGTCATCAGC

CTTATCCAGC

TCATTCCAAC

CTTGATGTGT

TAAACTATGT

GCAAACAGGA

GGGAGACTGG

AGCCACCAAG

AAATTGTCCT

GATGATCTGT

GGAATTTAAT

GACCCAGTGC

TGGGCTCAAG

AACCCGACCA

AAGACCTACT

TTTCATAGAA

TTCAGGACCA

ACTTCAGTTA

TTCAGAAATT

TTTTCTTAAA

TAGCATTTAT

AAGTCCAGAG

ATGAAGCAAA

CAACAGTGGA

GTCATAAATG

ARAGCTTTGA

AGGTGAAGAT

GGCGATGTGA

TTTGTTTGAA

TTCAGATGAC

ATTATGCCAG

TTGCTTTAAT

GGAAACGAAG

ARCCGAGAAG

GGTTAAACTA

TATGGTACTT

GCTACAGAAT

GTGGCCAAGG

TGAAGARAAG

TCTGAGGGTC

CTCTAGGCTC

CCAGGRAATCT GAATCTTGTG GTCTGAGGAA AGAAGAGAAG GAACCACATG CAGACAAAGA

TTTCTGCCAA GAAARACAAG TGGCTTACTG CCCTTCTGGC AAGCCTGAAG GCCTGAACTA

TGCCTGTCTC ACTCACAGTG GATATGGAGA TGGGTCTGAT TAATAGCGTT GTTTGGGAAA

TAGAGAGTTG AGATAAACAC TCTCATTCAG TAGTTACTGA AAGAAAACTC TGCTAGAATG

ATAAATGTCA TGGTGGTCTA TAACTCCAAA TAAACAATGC AACGTTCC
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Figura 9

MHRRRSRSCREDQKPVYMDDQRDLISNNEQLPMLGRRPGAPESKCSRGALYT
GESILVTLLLAGQATTAYFLYQQQGRLDKLTVTSQNLQLENLRMKLPKPPKPVS
KMRMATPLLMQALPMGALPQGPMQNATKYGNMTEDHVMHLLQNADPLKVYP
PLKGSFPENLRHLKNTMETIDWKYFESWMHHWLLFEMSRHSLEQKPTDAPPK
DDFWIPETSFILTIIVGIFLVVTIPLTFVWHRRLKNQKSAKEGVTVLINEDKELAEL
RGLAAGVGLANACYAIHTLPTQEEIENLPAFPREKLTLRLLLGSGAFGEVYEGT
AVDILGVGSGEIKVAVKTLKKGSTDQEKIEFLKEAHLMSKFNHPNILKQLGVCL
LNEPQYILELMEGGDLLTYLRKARMATFYGPLLTLVDLVDLCVDISKGCVYLE
RMHFIHRDLAARNCLVSVKDYTSPRIVKIGDFGLARDIYKNDYYRKRGEGLLPV
RWMAPESLMDGIFTTQSDVWSFGILIWEILTLGHQPYPAHSNLDVLNYVQTGG
RLEPPRNCPDDLWNLMTQCWAQEPDQRPTFHRIGDQLQLFRNFFLNSIYKSR
DEANNSGVYINESFEGEDGDVICLNSDDIMPVALMETKNREGLNYMVLATECGQ
GEEKSEGPLGSQESESCGLRKEEKEPHADKDFCQEKQVAYCPSGKPEGLNYA
CLTHSGYGDGSD

ATGCACAGGAGGAGAAGCAGGAGCTGTCGGGAAGATCAGAAGCCAGTCAT
GGATGACCAGCGCGACCTTATCTCCAACAATGAGCAACTGCCCATGCTGGG
CCCGCGCCCTCGCGEGCCCCGCGAGAGCAAGTGCAGCCGCGGAGCCCTGTAC
ACAGGCTTTTCCATCCTGGTGACTCTGCTCCTCGCTGGCCAGGCCACCACC
GCCTACTTCCTGTACCAGCAGCAGGGCCGGCTGGACAAACTGACAGTCAC
CTCCCAGAACCTGCAGCTGGAGAACCTGCGCATGAAGCTTCCCAAGCCTCC
CAAGCCTGTGAGCAAGATCCGCATGGCCACCCCGCTGCTGATGCAGGCGC
TGCCCATGGGAGCCCTGCCCCAGGGGCCCATGCAGAATGCCACCAAGTAT
GGCAACATGACAGAGGACCATGTGATGCACCTGCTCCAGAATGCTGACCCC
CTGAAGGTGTACCCGCCACTGAAGGGGAGCTTCCCGGAGAACCTGAGACA
CCTTAAGAACACCATGGAGACCATAGACTGGAAGGTCTTTGAGAGCTGGAT
GCACCATTGGCTCCTGTTTGAAATGAGCAGGCACTCCTTGGAGCAAAAGCC
CACTGACGCTCCACCGAAAGATGATTTTTGGATACCAGAAACAAGTTTCATA
CTTACTATTATAGTTGGAATATTTCTGGTTGTTACAATCCCACTGACCTTTGT
CTGGCATAGAAGATTAAAGAATCAAAAAAGTGCCAAGGAAGGGGTGACAGT
GCTTATAAACGAAGACAAAGAGTTGGCTGAGCTGCGAGGTCTGGCAGCCG
GAGTAGGCCTGGCTAATGCCTGCTATGCAATACATACTCTTCCAACCCAAGA
GGAGATTGAAAATCTTCCTGCCTTCCCTCGGGAAAAACTGACTCTGCGTCT
CTTGCTGGGAAGTGGAGCCTTTGGAGAAGTGTATGAAGGAACAGCAGTG
GACATCTTAGGAGTTGGAAGTGGAGAAATCAAAGTAGCAGTGAAGACTTT
GAAGAAGGGTTCCACAGACCAGGAGAAGATTGAATTCCTGAAGGAGGCA
CATCTGATGAGCAAATTTAATCATCCCAACATTCTGAAGCAGCTTGGAGTT
TGTCTGCTGAATGAACCCCAATACATTATCCTGGAACTGATGGAGGGAGG
AGACCTTCTTACTTATTTGCGTAAAGCCCGGATGGCAACGTTTTATGGTCC
TTTACTCACCTTGGTTGACCTTGTAGACCTGTGTGTAGATATTTCAAAAGG
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Figura 9 (cont.)

CTGTGTCTACTTGGAACGGATGCATTTCATTCACAGGGATCTGGCAGCTAG
AAATTGECTTGTTTCCGTGAAAGACTATACCAGTCCACGGATAGTGAAGAT
TGGAGACTTTGGACTCGCCAGAGACATCTATAAAAATGATTACTATAGAAA
GAGAGGGGAAGGCCTGCTCCCAGTTCGGTGGATGGLTCCAGAAAGTTTG
ATGGATGGAATCTTCACTACTCAATCTGATGTATGGTCTTTTGGAATTCTGA
TTTGGGAGATTTTAACTCTTGGTCATCAGLCTTATCCAGCTCATTCCAACCT
TGATGTGTTAAACTATGTGCAAACAGGAGGGAGACTGGAGCCACCAAGAA
ATTGTCCTGATGATCTGTGGAATTTAATGACCCAGTGCTGGGCTCAAGAAT
CCGACCAAAGACCTACTTTITCATAGAATTCAGGACCAACTTCAGTTATTCA
GAAATTTTTTCT TAAATAGCATTTATAAGTCCAGAGATGAAGCAAACAACAGTY
GOAGTCATAMMTGAAAGCTTTGAAGGTGAAGATGGUGATETGATTTOTITGA
ATTCAGATOACATTATOUCAGTTOCTTTAATOGAACGAAGAACTOAGAADS
GTTAAACTATATOOTACTTGCTACAGAATOTGOCCAAGGTGAAGAAAAGTCY
GAGGGTCCTCTAGGUTCCCAGGAATUTGAATOTTETGLTC TCAGGAAAGAA
GAGAAGGAACCACATGCAGACAAAGATTTCTOCCAAGAAMACAAGTGEOY
TACTGCCCTTCTGGCAAGCCTGAAGOCCTOAACTATGCCTGTCTCACTCAL
AGTOCATATOCAGATCGGETCTCATTAA
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Figura 10

MHRRRSRSCREDQKPVMDDQRDLISNNEQLPMLGRRPGAPESKCSRGALY
TGFSILVTLLLAGQATTAYFLY GRLDKLTVTSONLOQLENLRMKLPKP
PKPVSKMRMATPLLMQALPMGALPQGPMONATKYGNMTEDHVMHLLONAD
PLKVYPPLKGSFPENLRHLKNTMETIDWKVFESWMHHWLLFEMSRHSLEQ
KPTDAPPKVLTKCQEEVSHIPAVHPGSFRPKCDENGNYLPLQCYGSIGYC
WCVFPNGTEVPNTRSRGHHNCSESLELEDPSSGLGVTKQDLGPAPL

CAGGGTCCCAGATGCACAGGAGGAGAAGCAGGAGCTGTCGGGAAGATCAG
AAGCCAGTCATGGATGACCAGCGCGACCTTATCTCCAACAATGAGCAACT
GCCCATGCTGGGCCGGCGCCCTGGGGECCCCGGAGAGCAAGTGCAGCCGCG
GAGCCCTGTACACAGGCTTTTCCATCCTGGTGACTCTGCTCCTCGCTGGC
CAGGCCACCACCGCCTACTTCCTGTACCAGCAGCAGGGCCGGCTGGACAA
ACTGACAGTCACCTCCCAGAACCTGCAGCTGGAGAACCTGCGCATGAAGC
TTCCCAAGCCTCCCAAGCCTGTGAGCAAGATGCGCATGGCCACCCCGCTG
CTGATGCAGGCGCTGCCCATGGGAGCCCTGCCCCAGGGGCCCATGCAGAA
TGCCACCAAGTATGGCAACATGACAGAGGACCATGTGATGCACCTGCTCC
AGAATGCTGACCCCCTGAAGGTGTACCCGCCACTGAAGGGGAGCTTCCCG
GAGAACCTGAGACACCTTAAGAACACCATGGAGACCATAGACTGGAAGGT
CTTTGAGAGCTGGATGCACCATTGGCTCCTGTTTGAAATGAGCAGGCACT
CCTTGGAGCAAAAGCCCACTGACGCTCCACCGAAAGTACTGACCAAGTGC
CAGGAAGAGGTCAGCCACATCCCTGCTGTCCACCCGGGTTCATTCAGGCC
CAAGTGCGACGAGAACGGCAACTATCTGCCACTCCAGTGCTATGGGAGCA
TCGGCTACTGCTGGTGTGTCTTCCCCAACGGCACGGAGGTCCCCAACACC
AGAAGCCGCGGGCACCATAACTGCAGTGAGTCACTGGAACTGGAGGACCC
GTCTTCTGGGCTGGGTGTGACCAAGCAGGATCTGGGCCCAGCTCCTTTG
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Figura 11A

MENIYCLIPKLVNFATLGCLWISVVQCTVLNSCLKSCVINLGQOLDLGTPHNLSEPCIQG
CHFWNSVDQENCALKCRESCEVGCSSAEGAYEEEVLENADLPTAPFASSIGSHNMT LRWK
SANFSCVEYIIQWEYAQLLCSWIYTKTVSRPSYVVKPLHPFTEYIFRVVWIFTAQLQLY S
PPSPSYRTHPHGVPETAPLIRNIESSSPDTVEVSWDPPQFPGGPILGYNLRLISKNQKLD
AGTORTSFQEYSTLPNTIYREFSIAAVNEVGEGPEAESSITTSSSAVQOEEQWLEFLSRKTS
LRERSLKHLVDEAHCLRLDAIYHNITGISVDVHOQOIVYFSEGTLIWAKKAANMSDVEDLR
IFYRGSGLISSISIDWLYQRMYEIMDELVCVCDLENCSENIEEITPPSISAPQRKIVADSYN
GYVEYLLRDGIYRADLPVPSGRCAEAVRIVESCTLKDFALIKPQAKRITYENDTAQVEMST
FLDGSASHLILPRIPFADVESFACENNDFLVTDGKVIFQODALSFNEFIVGCDLSHIEEER
GEGNLVIFGSS5SQLHPLPGRPQELSVLFGSHQALVOWKPPALATIGANVILISDITELFEL
GPSAWQNWTYEVEVSTQDPPEVTHIFLNISCTMLNVPELOQSAMEYKVSVRASSPERPGPW
SEPSVGTTLVPASEPPFIMAVKEDGLWSKPLNSFGPGEFLSSDICGNVSDMDWYNNSLYY S
DTKGDVEVWLLNGTDISENYHLPSIAGAGALAFEWLCGHFLYWAGKTYVIQROSVLTGHTD
IVTHVEKLLVNDMVVDSVGGYLYWTTLY SVESTRLNGESSLVLOTOPWESGKEVIALTLDL
SDGLLYWLVODSQCIHLYTAVLRGOSTCGDTTITEFAAWSTSEI SCNALMYYSGRLFWING
FRIITTQEIGOKTSVSVLEPARFNQFTIIQOTSLKPLPCGNESFTPKVIPDSVQESSFRIEG
NASSEFQLLWNGPPAVDWGVVEY SVEFSAHSKFLASEQHSLPVEFTVEGLEPYALFNLEVTP
YTYWCKGPKTSLSLRAPETVPSAPENPRIFILPSCGKCCNENEVVVEFRWNKPKHENGYLT
KFELIFYNLISNOQSLTNKTCEDWIAVNVITPSVMSEFQLECMS PRCE LTAFQVRAFTSKCPGPY A
DVVESTTSEINPFPHLITLLGNKIVELDMDONQVVWTESAERVISAVCYTADNEMGYYAE
GDSLELLHLHNRSSSELFCDSLVFDITVITIDWISRHLY FALKESQNGMOVFDVDLEHKV
KYPREVEKIHNRNSTIISFSVYPLLSRLYWTEVSNFCYQMEYYSILSHTLHRILOQPTATNG
ONKRNQCSCNVTEFELSGAMAIDTSNLEKPLIYFAKAQEIWAMDLEGCQCWRVITVPAML
AGKTLVSLTVDGDLIYWIITAKDSTOIYQAKKGNGAIVSOVKALRSRHILAYSSVMOPEP
DKAFLSLASDTVEPTILNATNTSLTIRLPLAKTNLTWYCITSPTPTYLVYYAEVNDRKNS
SDLKYRILEFQDSIALIEDLOPESTYMIQIAVENYYSDPLEHLPPGKE IWCGKTENGVPEA
VOLINTTVRSDTSLIISWRESHKPNCPKESVRYCQCLAISHLALIPETPLROQSEFPNGRLTL
LVITRLSGGNIYVLEVLACHSEEMWCTE SHEVTIVEMFNTPEKPY SLVPENTSLOFNWKAPL
NVNLIREWVELQKWKYNEFYHVKTSCSQGPAYVCNITNLOQPYTSYNVRVVVVYKTGENST
SLPESFKTKAGVPNKPCIPKLLEGSKNSICWEKAEDNGCRITYYILEIRKSTSNNLONQON
LEWEMTENGSCSSVCTWKSKENLEGIFQFRVVAANNLGFCEYSGISENIILVGDDEWIPET
SEFILTIIVGIFLVVTIPLTEVWHRRLENQKSAKEGVTVLINEDKELAELRGLAAGVGLAN
ACYAIHTLPTOEE LENLPAFPREKLTLRLLLGECAFGEVYRCTAVDILOVGSGRELKVAVE
TLEKGSTDQEKIEFLKEAHLMSKFNHPNILLKQLGVCLLNEPQYITILELMEGGDLLTYLRE
ARMATEYGPLLTLVDLVDLCVDISKGCVY LERMHF ITHRDLAARNCLVSYVEDYTSPRIVETL
GDFGLARDIYKNDYYRKRGEGLLPVRWMAPESLMDGIEFTTQSDVWSEGLLIWEILTLGHO
PYPAHSNLDVLNYVOTGGRLEPPRNCPDDLWNLMTQCWAQEPDORPTFHRIQNQLOLEFRN
FELNSIYQCRDEANNSCVINESFEGEDGDVICLNSDDIMPVVLMETENREGLNYMVLATE
CCOGEEKSECGPLGSQESESCGLRKEEKEPHADKDFCQEKQVAYCPSGKPEGLNYACLTHS
GYGDGSD
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Figura 11B
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Figura 11B (cont.)
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Figura 15
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Figura 16 A-F
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Figura 22
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