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DESCRIPCION
Ensayo SRM/MRM de la proteina del Receptor del factor de crecimiento 1 similar a la insulina (IGF-1R)
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para medir el nivel de la proteina del Receptor del factor de
crecimiento 1 similar a la insulina (IGF-1R) en una muestra biolégica humana de tejido fijado con formalina.

Se describen péptidos especificos derivados de subsecuencias de la proteina del Receptor del factor de crecimiento
1 similar a la insulina y que se denominara IGF-1R, y que se puede denominar también como proteina CD221. La
secuencia peptidica y los iones de fragmentacidn/transicion para cada péptido son particularmente Utiles en una
monitorizacion de reaccion seleccionada (SRM) basada en espectrometria de masas, que también se puede
denominar como ensayo de monitorizacion de reaccion multiple (MRM), y se denominara SRM/MRM. Se describe el
uso de uno de tales péptidos para analisis cuantitativo SRM/MRM de la proteina IGF-1 R.

Este ensayo SRM/MRM puede usarse para medir los niveles cuantitativos relativos o absolutos de uno o mas de los
péptidos especificos de la proteina IGF-1R y por tanto puede proporcionar un medio para medir la cantidad de
proteina IGF-1R en un preparado de proteina dado obtenido de una muestra biol6gica mediante espectrometria de
masas.

Mas especificamente, el ensayo SRM/MRM puede medir estos péptidos directamente en muestras complejas de
lisados de proteinas preparados a partir de células obtenidas a partir de muestras de tejido de pacientes, tal como el
tejido de paciente de cancer fijado con formalina. Se describen en la patente de EE. UU. n°® 7.473.532 métodos de
preparacion de muestras de proteina a partir de tejido fijado con formalina. Los métodos descritos en la patente de
EE. UU. n® 7.473.532 pueden llevarse a cabo convenientemente utilizando reactivos y protocolo Liquid Tissue™
disponibles de Expression Pathology Inc. (Rockville, MD).

La forma més amplia y ventajosamente disponible de tejidos de pacientes con cancer es el tejido fijado con formalina
y embebido en parafina. La fijacién con formaldehido/formalina de tejido extirpado quirdrgicamente es, con mucho, el
método mas comuin de preservar muestras de tejido canceroso en todo el mundo y es la convencion aceptada para
la practica de la patologia estandar. Las soluciones acuosas de formaldehido se conocen como formalina. La
formalina “al 100%" consiste en una solucién saturada de formaldehido en agua (esto es aproximadamente 40% en
volumen o 37% en peso), con una pequefia cantidad de estabilizante, generalmente metanol, para limitar la
oxidacion y el grado de polimerizacion. La forma mas comun de conservar el tejido es empapar todo el tejido durante
periodos de tiempo prolongados (de 8 horas a 48 horas) en formaldehido acuoso, llamado cominmente formalina
tamponada neutra al 10%, y a continuacién embeber en cera de parafina todo el tejido fijado para el almacenamiento
a largo plazo a temperatura ambiente. Asi pues, los métodos analiticos moleculares para analizar tejido canceroso
fijado con formalina seran los métodos méas aceptados y profusamente utilizados para el andlisis del tejido de
paciente de cancer.

Los resultados del ensayo SRM/MRM se pueden usar para correlacionar los niveles cuantitativos exactos y precisos
de la proteina IGF-1R dentro de las muestras de tejidos especificos (por ejemplo, muestras de tejido de cancer) del
paciente 0 sujeto de quien se recogié y se conservd el tejido (muestra bioldgica). Esto no sélo proporciona
informacién diagnéstica sobre el cancer, sino que también permite a un médico u otro profesional médico determinar
la terapia adecuada para el paciente. Tal ensayo que proporciona informacidn importante desde el punto de vista del
diagndstico y la terapia acerca de los niveles de expresion de la proteina en un tejido enfermo u otra muestra del
paciente, se denomina ensayo de diagndstico acompafiante. Por ejemplo, puede disefiarse un ensayo de este tipo
para diagnosticar el estadio o grado de un cancer y determinar un agente terapéutico al cual es mas probable que
responda a un paciente.

Fundamento

Krizman D. et al. ("Quantitative analysis of IGF-1R signaling pathway activation en FFPE tissue”, Proceedings of the
American Association for Cancer Research Annual Meeting, vol. 51, abril de 2010 (2010-04), pagina 1114) describen
un método para medir el nivel de la proteina del receptor del factor de crecimiento 1 similar a la insulina (IGF-1R) en
una muestra biolégica humana de tejido fijado con formalina midiendo péptidos fosforilados.

Sumario

El problema subyacente de la presente invencidon se resuelve mediante la materia objeto de la reivindicacién
independiente adjunta. Las realizaciones preferidas se pueden tomar de las reivindicaciones dependientes anexas.

Mas especificamente, el problema subyacente de la presente invencion se resuelve mediante un método para medir
el nivel de la proteina del Receptor del factor de crecimiento 1 similar a la insulina (IGF-1R) en una muestra biolégica
humana de tejido fijado con formalina, que comprende detectar y/o cuantificar la cantidad de un péptido de
fragmento de IGF-1R en un material de digestion de proteina preparada a partir de dicha muestra biolégica humana
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usando espectrometria de masas, y calcular el nivel de proteina IGF-1R en dicha muestra, en donde el péptido
fragmento de IGF-1R es la SEQ ID N°: 1 y en donde dicho nivel es un nivel relativo o un nivel absoluto.

En una realizacién, el método comprende ademas la etapa de fraccionar dicho material de digestién de proteina
antes de la deteccion y/o la cuantificacion de la cantidad de dicho péptido fragmento de IGF-1R.

En una realizacién, dicho material de digestion de proteina comprende un material de digestion con proteasa.
En una realizacion, el tejido es tejido embebido en parafina.

En una realizacion, el tejido se obtiene de un tumor.

En una realizacion, el método comprende ademas cuantificar dicho péptido fragmento de IGF-1R.

En una realizacién, cuantificar dicho péptido fragmento de IGF-1R comprende comparar la cantidad de dicho péptido
fragmento de IGF-1R en una muestra biol6gica con la cantidad del mismo péptido fragmento de IGF-1R en una
muestra diferente y separada.

En una realizacion, cuantificar dicho péptido fragmento de IGF-1R comprende determinar la cantidad de dicho
péptido fragmento de IGF-1R en una muestra biolégica mediante la comparacion con un péptido patron interno
afiadido de cantidad conocida, en donde dicho péptido fragmento de IGF-1R en el muestra biolégica se compara con
un péptido patrén interno que tiene la misma secuencia de aminoacidos, y en donde el péptido patrén interno es un
péptido marcado isotopicamente.

En una realizacion, detectar y/o cuantificar la cantidad de dicho péptido fragmento de IGF-1R en el material de
digestion de proteina indica la presencia de proteina IGF-1R modificada o no modificada y una asociacion con el
cancer en el sujeto.

En una realizacion, la correlacion de los resultados de dicha deteccion y/o la cuantificacién de la cantidad de dicho
péptido fragmento de IGF-1R, o el nivel de dicha proteina IGF-1R para el diagnéstico del estadio/grado/estatus del
cancer se combina con la deteccion y/o la cuantificacion de la cantidad de otras proteinas o péptidos de otras
proteinas en un formato multiplex para proporcionar informacion adicional acerca del estadio/grado/estatus del
diagndstico del cancer.

En una realizacion, dicha muestra bioldgica fue obtenida de un paciente al que se habia administrado una cantidad
terapéuticamente efectiva de un agente terapéutico, estando basado el agente y/o la cantidad del agente terapéutico
administrado en la cantidad de dicho péptido fragmento de IGF-1R o el nivel de proteina IGF-1R.

En una realizacion, el agente terapéutico se une a la proteina IGF-1R y/o inhibe su actividad bioldgica.
En una realizacion, la muestra biolégica es una muestra biolégica humana.

Los ensayos que se reivindican miden los niveles relativos o absolutos de péptidos no modificados especificos de la
proteina IGF-1R y también pueden medir los niveles absolutos o relativos de péptidos modificados especificos de la
proteina IGF-1R. Los ejemplos de modificaciones incluyen restos de aminoacidos fosforilados y restos de
aminoacidos glicosilados que estan presentes en los péptidos.

Los niveles cuantitativos relativos de la proteina IGF-1R se pueden determinar mediante la metodologia SRM/MRM,
por ejemplo comparando areas de pico de signatura SRM/MRM (por ejemplo, area de pico de signatura o intensidad
ionica del fragmento integrado) de un péptido IGF-1R individual en diferentes muestras. Alternativamente, es posible
comparar areas de pico de signatura SRM/GRM muiltiples para multiples péptidos signatura IGF-1R, en donde cada
péptido tiene su propio pico de signatura SRM/MRM especifico, para determinar el contenido de proteina IGF-1R
relativo en una muestra biolégica con el contenido de proteina IGF-1R en una 0 mas muestras bioldgicas adicionales
o diferentes. De esta forma, la cantidad de un péptido o péptidos en particular, a partir de la proteina IGF-1R, y por lo
tanto la cantidad de proteina IGF-1R, se determina en relacion al mismo péptido o péptidos IGF-1R, a través de 2 o
mas muestras biolégicas bajo las mismas condiciones experimentales. Ademas, se puede determinar la
cuantificacion relativa para un péptido o péptidos dados, a partir de la proteina IGF-1R dentro de una sola muestra
comparando el area del pico de signatura para ese péptido mediante metodologia SRM/MRM con el area del pico de
signatura para otro péptido o péptidos diferentes, a partir de una proteina o proteinas diferentes, dentro del mismo
preparado de proteina de la muestra biol6gica. De esta forma, la cantidad de un péptido particular de la proteina
IGF-1R, y por lo tanto la cantidad de la proteina IGF-1R, se determina relativa una con otra dentro de la misma
muestra. Estos planteamientos generan la cuantificacién de un péptido o péptidos individuales de la proteina IGF-1R
a la cantidad de otro péptido o péptidos, entre muestras y dentro de muestras en donde las cantidades que se
determinan por el area de pico son relativas entre si, al margen de las cantidades de peso absoluto a volumen o de
peso a peso del péptido IGF-1R en el preparado de proteina de la muestra biolégica. Los datos cuantitativos
relativos acerca de areas de picos signatura individuales entre muestras diferentes se normalizan respecto a la
cantidad de proteina analizada por muestra. La cuantificacion relativa se puede realizar a través de muchos péptidos
de mdltiples proteinas y la proteina IGF-1R simultaneamente en una muestra individual y/o a través de muchas

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 55514713

muestras para profundizar en las cantidades relativas de proteina, un péptido/proteina con respecto a otros
péptidos/proteinas.

Los niveles cuantitativos absolutos de la proteina IGF-1R se determinan, por ejemplo, mediante la metodologia
SRM/MRM por la cual el area del pico de signatura de SRM/MRM de un péptido individual de la proteina IGF-1R en
una muestra bioldgica se compara con el area del pico de signatura de SRM/MRM de un patrén interno enriquecido
(spiked). El patrén interno puede ser una version sintética del mismo péptido IGF-1R exacto que contiene uno 0 mas
restos de aminoacidos marcados con uno o mas is6topos pesados. Tales patrones internos marcados con isétopos
se sintetizan de forma que cuando se analizan por espectrometria de masas generan un pico de signatura de
SRM/MRM predecible y consistente que es diferente y distinto del pico de signatura de péptido IGF-1R nativo, que
puede ser utilizado como pico comparador. Asi pues, cuando el patrén interno se enriquece en un preparado de
proteina de una muestra bioldgica en cantidades conocidas y se analiza mediante espectrometria de masas, el area
del pico de signatura de SRM/MRM del péptido nativo se compara con el area del pico de signatura de SRM/MRM
del péptido patrén interno, y esta comparacién numérica indica bien sea la molaridad absoluta y/o el peso absoluto
del péptido nativo presente en el preparado de proteina original de la muestra biolégica. Se presentan datos
cuantitativos absolutos para péptidos fragmento de acuerdo con la cantidad de proteina analizada por muestra. La
cuantificacion absoluta se puede realizar a través de muchos péptidos, y por tanto proteinas, simultdneamente en
una muestra individual y/o a través de muchas muestras para profundizar mejor en las cantidades de proteinas
absolutas en muestras bioldgicas individuales y en cohortes completas de muestras individuales.

El método de ensayo SRM/MRM se puede utilizar para ayudar en el diagndstico de la estadificacion o estadiaje del
céancer, por ejemplo, directamente en tejido derivado del paciente, tal como tejido fijado con formalina, y para ayudar
en la determinacion del agente terapéutico que seria mas ventajoso para ser usado en el tratamiento de ese
paciente. El tejido canceroso que se extrae de un paciente, ya sea a través de la cirugia, tal como para la
eliminacion terapéutica de tumores parciales o totales, o bien mediante procedimientos de biopsia realizados para
determinar la presencia o la ausencia de la enfermedad sospechosa, se analiza para determinar si es 0 no una
proteina o proteinas especificas, y qué formas de proteinas estan presentes en ese tejido del paciente. Ademas, el
nivel de expresioén de una proteina, o de mdltiples proteinas, puede ser determinado y comparado con un nivel
"normal" o de referencia encontrado en el tejido sano. Los niveles normales o de referencia de las proteinas que se
encuentran en el tejido sano se pueden derivar, por ejemplo, de los tejidos relevantes de uno o mas individuos que
no tienen cancer. Alternativamente, se pueden obtener los niveles normales o de referencia para los individuos con
cancer mediante analisis de los tejidos relevantes no afectados por el cancer. Los ensayos de los niveles de proteina
(p. €j. niveles de IGF-1R) pueden también utilizarse para diagnosticar el estadio del cancer en un paciente o sujeto
diagnosticado con cancer, mediante el empleo de los niveles de IGF-1R. Los niveles o cantidades de proteinas o
péptidos se pueden definir como la cantidad expresada en moles, masa o peso de una proteina o péptido
determinado por el ensayo SRM/MRM. El nivel o cantidad puede normalizarse para totalizar el nivel o cantidad de
proteina u otro componente en el lisado analizado (p. ej., expresado en micromoles/microgramo de proteina o
microgramos/microgramo de proteina). Ademas, el nivel o cantidad de una proteina o péptido se puede determinar
basandose en volumen, expresado por ejemplo en micromolar o nanogramos/microlitro. El nivel o la cantidad de
proteina o péptido como se determina mediante el ensayo SRM/MRM puede también normalizarse respecto al
namero de células analizadas. La informacion referente a IGF-1 R puede por tanto utilizarse para ayudar en la
determinacion del estadio o grado de un cancer correlacionando el nivel de la proteina IGF-1R (o péptidos fragmento
de la proteina IGF-1R) con los niveles observados en los tejidos normales. Una vez que se ha determinado el
estadio y/o grado, y/o las caracteristicas de expresion de proteina IGF-1R del cancer, esa informacion se puede
hacer coincidir con una lista de agentes terapéuticos (quimicos y biolégicos) desarrollados para tratar
especificamente el tejido de cancer que se caracteriza, por ejemplo, por la expresion anémala de la proteina o
proteinas (p. €j. IGF-1R) que fueron ensayadas. La informacion de coincidencia de un ensayo de la proteina IGF-1R
con una lista de agentes terapéuticos que se dirige especificamente, por ejemplo, a la proteina IGF-1R o
células/tejido que expresa la proteina, define lo que se ha denominado un planteamiento de medicina personalizada
para el tratamiento de la enfermedad. Los métodos de ensayo descritos en el presente texto forman la base de un
planteamiento de medicina personalizada usando andlisis de proteinas a partir de tejido del propio paciente como
fuente para el diagnostico y las decisiones de tratamiento.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1, partes A y B, muestra un ejemplo de un ensayo SRM/MRM de un péptido Unico de la proteina IGF-1R
realizado en lisados Liquid Tissue™ con la cuantificacion del péptido IGF-1R realizada en un espectrometro de
masas de triple cuadrupolo.

Descripcion detallada

En principio, cualquier péptido predicho derivado de la proteina IGF-1R, preparado por ejemplo por digestion con
una proteasa de especificidad conocida (por ejemplo, tripsina), puede utilizarse como reportero suplente para
determinar la abundancia de proteina IGF-1R en una muestra usando un ensayo SRM/MRM basado en
espectrometria de masas. Del mismo modo, cualquier secuencia de péptido predicho que contiene un resto de
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aminoacido en un sitio que se sabe que es potencialmente modificado en la proteina IGF-1R, podria también
potencialmente ser utilizada para ensayar el alcance de la modificacion de la proteina IGF-1R en una muestra.

Pueden ser generados péptidos fragmento IGF-1R por diversos medios, incluyendo el uso del protocolo Liquid
Tissue™ proporcionado en la patente de EE. UU. n° 7.473.532. El protocolo y los reactivos Liquid Tissue™ son
capaces de producir muestras de péptidos adecuados para andlisis espectroscépico de masas a partir de tejido
embebido en parafina fijjado con formalina por digestion proteolitica de las proteinas en la muestra de
tejido/biologica. En el protocolo Liquid Tissue™ el tejido biologico se calienta en un tampdn durante un periodo de
tiempo prolongado (por ejemplo, de aproximadamente 80 °C a aproximadamente 100 °C durante un periodo de
tiempo de aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 4 horas) para invertir o liberar el entrecruzamiento de
proteina. El tampén empleado es un tampdn neutro, (p. €j. un tampén basado en Tris, 0 un tampdn que contiene un
detergente). Después del tratamiento térmico la muestra de tejido/biolégica se trata con una o mas proteasas,
incluyendo, pero sin limitarse a ellas, tripsina, quimiotripsina, pepsina, y endoproteinasa Lys-C durante un tiempo
suficiente para romper el tejido y la estructura celular de dicha muestra bioldgica y para licuar dicha muestra (p. €;.
un periodo de tiempo de 30 minutos a 24 horas a una temperatura de 37 °C a 65 °C). El resultado del cale ntamiento
y la proteolisis es un lisado liquido, soluble, de biomoléculas diluibles.

Sorprendentemente, se encontré que muchas secuencias de péptidos potenciales de la proteina IGF-1R son
inadecuadas o inefectivas para su uso en ensayos SRM/GRM basados en espectrometria de masas por razones
gue no son inmediatamente evidentes. Dado que no fue posible predecir los péptidos mas adecuados para el
ensayo MRM/SRM, fue necesario identificar experimentalmente los péptidos modificados y no modificados en
lisados Liquid Tissue™ reales para desarrollar un ensayo SRM/MRM fiable y seguro para la proteina IGF-1R.
Aungue no se desea vincularse con ninguna teoria, se cree que algunos péptidos podrian, por ejemplo, ser dificiles
de detectar por espectrometria de masas, ya que no se ionizan bien o producen fragmentos distintos de otras
proteinas, los péptidos también pueden fallar en la buena resolucién en la separacion (por ejemplo, cromatografia de
liquidos), o se adhieren a vidrio 0 a material de plastico.

Los péptidos de IGF-1R encontrados en diversas realizaciones de esta descripcion (por ejemplo, Tablas 1 y 2)
fueron derivados de la proteina IGF-1R por digestion con proteasa de todas las proteinas dentro de un lisado Liquid
Tissue™ complejo preparado a partir de células conseguidas de tejido canceroso fijado con formalina. A menos que
se indique otra cosa, en cada caso la proteasa era tripsina. El lisado Liquid Tissue™ se analizé después por
espectrometria de masas para determinar aquellos péptidos derivados de la proteina IGF-1R que son detectados y
analizados mediante espectrometria de masas. La identificacion de un subconjunto de péptidos especifico preferido
para el andlisis por espectrometria de masas se basa en: 1) determinacion experimental de qué péptido o péptidos
de una proteina se ionizan en andlisis de espectrometria de masas de lisados Liquid Tissue™, y 2) la capacidad del
péptido para sobrevivir al protocolo y condiciones experimentales utilizadas en la preparacion de un lisado Liquid
Tissue™. Esta ultima propiedad se extiende no sdélo a la secuencia de aminoacidos del péptido, sino también a la
capacidad de un resto de aminoacido modificado dentro de un péptido para sobrevivir en forma modificada durante
la preparacion de la muestra.

Tabla 1
Tabla 1
SEQ ID NO. Secuencia de péptido
SEQIDNO: 1 GNLLINIR
SEQ ID NO: 2 AGKMYFAFNPK
SEQ ID NO: 3 AVTLTMVENDHIRGAKSEILYIR
SEQ ID NO: 4 DVEPGILLHGLK
SEQ ID NO: 5 ECGDLCPGTMEEKPMCEK
SEQ ID NO: 6 EEAEYR
SEQ ID NO: 7 ERTVISNLRPFTLYR
SEQ ID NO: 8 GPCCACPKTEAEKQAEK
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Tabla 1

SEQ ID NO. Secuencia de péptido
SEQ ID NO: 9 GVVKDEPETRVAIK
SEQ ID NO: 10 IPIRKYADGTIDIEEVRENPK
SEQ ID NO: 11 KTKTIDSVTSAQMLQGCTIFK
SEQ ID NO: 12 LCVSEIYRMEEVTGTKGR
SEQ ID NO: 13 LFYNYALVIFEMTNLKDIGLYNLR
SEQ ID NO: 14 LNRLNPGNYTAR
SEQ ID NO: 15 MIQMAGEIADGMAYLNANK
SEQ ID NO: 16 NADLCYLSTVDWSLILDAVSNNYIVGNK
SEQ ID NO: 17 PDNCPDMLFELMR
SEQ ID NO: 18. PMCEKTTINNEYNYRCWTTNR
SEQ ID NO: 19 PPKECGDLCPGTMEEK
SEQ ID NO: 20 SEILYIRTNASVPSIPLDVLSASNSSSQLIVK
SEQ ID NO: 21 TEAEKQAEKEEAEYR
SEQ ID NO: 22 TEVCGGEKGPCCACPKTEAEK
SEQ ID NO: 23 TGYENFIHLIALPVAVLLIVGGLVIMLYVFHRKR
SEQ ID NO: 24 TIDSVTSAQMLQGCTIFK
SEQ ID NO: 25 TKTIDSVTSAQMLQGCTIFKGNLLINIR
SEQ ID NO: 26 TTINNEYNYRCWTTNRCQK
SEQ ID NO: 27 VFENFLHNSIFVPRPERK
SEQ ID NO: 28 WNPPSLPNGNLSYYIVR
SEQ ID NO: 29 WPEPENPNGLILMYEIK
SEQ ID NO: 30 YADGTIDIEEVTENPKTEVCGGEK
SEQ ID NO: 31 YGGAKLNRLNPGNYTAR
SEQ ID NO: 32 YGSQVEDQRECVSR
SEQ ID NO: 33 ACTENNECCHPECLGSCSAPDNDTACVACR
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Tabla 1

SEQ ID NO. Secuencia de péptido
SEQ ID NO: 34 DLAARNCMVAEDFTVK
SEQ ID NO: 35 DLISFTVYYKEAPFK
SEQ ID NO: 36 EKITMSRELGQGSFGMVYEGVAK
SEQ ID NO: 37 ELGQGSFGMVYEGVAKGWK
SEQ ID NO: 38 FPKLTVITEYLLLFR
SEQ ID NO: 39 FVMEGGLLDK
SEQ ID NO: 40 GNNIASELENFMGLIEVVTGYVK
SEQ ID NO: 41 GWKLFYNYALVIFEMTNLKDIGLYNLR
SEQ ID NO: 42 HYYYAGVCVPACPPNTYR
SEQ ID NO: 43 IDIHSCNHEAEKLGCSASNFVFAR
SEQ ID NO: 44 YRPPDYR
SEQ ID NO: 45 KYGGAK
SEQ ID NO: 46 LENCTVIEGYLHILLISKAEDYRSYR
SEQ ID NO: 47 LNPGNYTARIQPTSLSGNGSWTDPVFFYVQAK
SEQ ID NO: 48 MEEVTGTKGRQSK
SEQ ID NO: 49 NGSQSMYCIPCEGPCPK
SEQ ID NO: 50 NGSQSMYCIPCEGPCPKVCEEEK
SEQ ID NO: 51 NITRGAIR
SEQ ID NO: 52 NNGER
SEQ ID NO: 53 NNGERASCESDVLH FTSTTTSK
SEQ ID NO: 54 QPQDGYLYR
SEQ ID NO: 55 QPQDGYLYRHNYCSKDK
SEQ ID NO: 56 QSKGDINTRNNGER
SEQ ID NO: 57 RGNNIASELENFMGLIEVVTGYVKIR
SEQ ID NO: 58 SRNTTAADTYNITDPEELETEYPFFESR
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Secuencia de péptido
TNASVPSIPLDVLSASNSSSQLIVK
TVISNLRPFTLYR
VAGLESLGDLFPNLTVIRGWK
WPEPENPNGLILMYEIK
ALPLPQSSTC
ASCESDVLHFTSTTTSKNRIITWHR
INITWHR
FVMEGGLLDK
HYYYAGVCVPACPPNTYRFEGWR
NDYQQLKRLENCTVIEGYLHILLISK
NGSQSMYCIPCEGPCPKVCEEEKK
NTTAADTYNITDPEELETEYPFFESR
DIYETDYYR
DIY[Fosfori[ETDYYR
DIY[Fosforil[ETDY[Fosforil] YR
DIY[FosforilETDYY[Fosforil]R
DIYETDY/[Fosforil]Y[Fosforil]R
DIYETDY[Fosforil]YR
DIYETDYY[Fosforil]R

DIY[Fosforil| ETDY[Fosforil] Y[Fosforil]R
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Tabla 2
Tabla 2 Secuencia de Masa Estado de carga del m/z m/z Tiopo de
péptido monoisotdpica precursor precursor | transicion ion
SEQID
NO.:
SEQ ID GNLLINIR 911,555 2 456,784 515,33 y4
NO: 1
2 456,784 628,41 y5
2 456,784 77415 y6

Se prepararon lisados de proteina de células obtenidas directamente de tejido fijado con formalina (formaldehido)
utilizando los reactivos Liquid Tissue™ vy el protocolo que implica recolectar las células en un tubo de muestra
mediante microdiseccion de tejidos seguido por calentamiento de las células en el tampdn de Liquid Tissue™
durante un periodo de tiempo prolongado. Una vez que el entrecruzamiento inducido por formalina ha sido afectado
negativamente, el tejido/células se digieren después completamente de una manera predecible usando una
proteasa, incluyendo por ejemplo, pero no limitAndose a ella, la proteasa tripsina. Cada lisado de proteina se
convierte en una coleccion de péptidos por digestion de polipéptidos intactos con la proteasa. Cada lisado Liquid
Tissue™ fue analizado (por ejemplo, mediante espectrometria de masas con trampa de iones) para realizar
multiples exdmenes protedmicos globales de los péptidos, donde los datos se presentaron como la identificacion de
tantos péptidos como pudieron ser identificados por espectrometria de masas a partir de todas las proteinas
celulares presentes en cada lisado de proteinas. Se emplea un espectrémetro de masas de trampa de iones u otra
forma de espectrometro de masas que sea capaz de realizar perfiles globales para la identificacion de tantos
péptidos como sea posible a partir de un solo lisado de proteina/péptido complejo. Los espectrémetros de masas de
trampa de iones, sin embargo, pueden ser el mejor tipo de espectrometro de masas para realizar perfiles globales de
péptidos. Aunque el ensayo SRM/MRM puede desarrollarse y realizarse sobre cualquier tipo de espectrometro de
masas, incluyendo un MALDI, trampa de iones, o triple cuadrupolo, se considera a menudo que la plataforma
instrumental mas ventajosa para el ensayo SRM/MRM es una plataforma instrumental de triple cuadrupolo.

Una vez que se identificd la mayor cantidad de péptidos posible en un solo andlisis de MS de un lisado Unico bajo
las condiciones empleadas, a continuacion, se recopil6 esa lista de péptidos y se usé para determinar las proteinas
que se detectaron en ese lisado. Ese proceso se repitid para multiples lisados Liquid Tissue™, y la gran lista de
péptidos fue recopilada en un solo conjunto de datos. Puede considerarse que ese tipo de conjunto de datos
representa los péptidos que pueden ser detectados en el tipo de muestra bioldgica que se ha analizado (después de
la digestion con proteasa), y especificamente en un lisado Liquid Tissue™ de la muestra bioldgica, y por tanto
incluye los péptidos para proteinas especificas, tales como por ejemplo la proteina IGF-1R.

La invencion implica al menos el péptido de SEQ ID N°: 1. Otros péptidos tripticos de IGF-1R identificados como
Utiles en la determinacion de cantidades absolutas o relativas del receptor IGF-1R incluyen uno o mas, dos o mas,
tres 0 mas, cuatro o mas, cinco o mas, seis 0 mas, ocho o més, o diez o més de los péptidos de SEQ ID N°: 2, SEQ
ID N°: 3, SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 5, SEQ ID N°: 6, SEQ ID N°: 7, SEQ ID N°: 8, SEQ ID N°: 9, SEQ ID Ne: 10, SEQ
ID N°: 11, SEQ ID N°: 12, SEQ ID N°: 13, SEQ ID N°: 14, SEQ ID N°: 15, SEQ ID N°: 16, SEQ ID N°: 17, SEQ ID N¢:
18, SEQ ID N°: 19, SEQ ID N°: 20, SEQ ID N°: 21, SEQ ID N°: 22, SEQ ID N°: 23, SEQ ID N°: 24, SEQ ID N°: 25,
SEQ ID Ne°: 26, SEQ ID N°: 27, SEQ ID N°: 28, SEQ ID N°: 29, SEQ ID N°: 30, SEQ ID N°: 31, SEQ ID N°: 32, SEQ
ID N°: 33, SEQ ID N°: 34, SEQ ID N°: 35, SEQ ID N°: 36, SEQ ID N°: 37, SEQ ID N°: 38, SEQ ID N°: 38, SEQ ID N°:
40, SEQ ID N°: 41, SEQ ID N°: 42, SEQ ID N°: 43, SEQ ID N°: 44, SEQ ID N°: 45, SEQ ID N°: 46, SEQ ID N°: 47,
SEQ ID N°: 48, SEQ ID N°: 49, SEQ ID N°: 50, SEQ ID N°: 51, SEQ ID N°: 52, SEQ ID N°: 53, SEQ ID N°: 54, SEQ
ID N°: 55, SEQ ID N°: 56, SEQ ID N°: 57, SEQ ID N°: 58, SEQ ID N°: 59, SEQ ID N°: 60, SEQ ID N°: 61, SEQ ID N°:
62, SEQ ID N°: 63, SEQ ID N°: 64, SEQ ID N°: 65, SEQ ID N°: 66, SEQ ID N°: 67, SEQ ID N°: 68, SEQ ID N°: 69,
SEQ ID N°: 70, SEQ ID N°: 71, SEQ ID N°: 72, SEQ ID N°: 73, SEQ ID N°: 74, SEQ TD Ne: 75, SEQ ID N°: 76, SEQ
ID NO: 77 y SEQ ID N°: 78, cada uno de los cuales esta listado en la Tabla 1. Cada uno de esos péptidos se detectd
por espectrometria de masas en lisados Liquid Tissue™ preparados a partir de tejido embebido en parafina fijado
con formalina. Asi pues, cada uno de los péptidos de la Tabla 1, o cualquier combinacién de esos péptidos (por
ejemplo, uno o mas, dos o0 mas, tres 0 mas, cuatro 0 mas, cinco o mas, seis 0 mas, ocho o mas, o diez 0 mas de
esos péptidos citados en la Tabla 1, y en particular combinaciones con el péptido encontrado en la Tabla 2) son
candidatos para su uso en el ensayo SRM/MRM cuantitativo para la proteina IGF-1R en muestras biologicas
humanas, incluyendo tejido de paciente fijado en formalina directamente.

Los péptidos tripticos IGF-1R listados en la Tabla 1 incluyen los detectados a partir de lisados mudltiples Liquid
Tissue™ de multiples tejidos diferentes fijados con formalina de diferentes érganos humanos, incluyendo préstata,
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colon y mama. Cada uno de esos péptidos se considera Util para el ensayo de SRM/MRM cuantitativo de la proteina
IGF-1R en tejido fijado con formalina. Un andlisis posterior de datos de estos experimentos indicé que no se observa
ninguna preferencia para ningdn péptido especifico a partir de ningun sitio del 6rgano especifico. Por lo tanto, se
cree que cada uno de estos péptidos es adecuado para realizar ensayos de SRM/MRM de la proteina IGF-1R en un
lisado Liquid Tissue™ desde cualquier tejido fijado con formalina que se origina de cualquier muestra biolégica o a
partir de cualquier sitio de 6rganos en el cuerpo.

En un aspecto de la descripcion los péptidos de la Tabla 1, o cualquier combinacién de esos péptidos (p. €j. uno o
mas, dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro 0 mas, cinco 0 mas, seis o mas, ocho o mas , o diez o mas de los péptidos
listados en la Tabla 1, y en particular combinaciones con el péptido que también se encuentra en la Tabla 2) se
ensayan por métodos que no dependen de la espectroscopia de masas, incluyendo, pero sin limitarse a ellos,
métodos inmunolégicos (por ejemplo, transferencia Western o ELISA). Al margen de como se obtiene la informacion
dirigida a la cantidad de péptido o péptidos (absoluta o relativa) que se obtiene, la informacion puede ser empleada
en cualquiera de los métodos descritos en el presente texto, incluyendo sefialar (diagnosticar) la presencia de
cancer en un sujeto, determinar el estadio/grado/estatus del cancer, proporcionar un pronéstico, o determinar el
régimen terapéutico o de tratamiento para un sujeto/paciente. La invencion utiliza espectrometria de masas.

También se describen composiciones que comprenden uno o mas, dos o0 mas, tres 0 mas, cuatro 0 mas, cinco o
mas, seis 0 mas, ocho 0 mas, o diez 0 mas de los péptidos de la Tabla 1. Las composiciones comprenden el péptido
de la Tabla 2. Las composiciones que comprenden péptidos pueden incluir uno o méas, dos 0 mas, tres o mas, cuatro
0 mas, cinco 0 mas, seis 0 mas, ocho o mas, o diez 0 méas péptidos que estan marcados isotopicamente. Cada uno
de los péptidos se Puede marcar con uno o mas isotopos seleccionados independientemente entre el grupo que
consiste en: **0, 0, *s, N, *C, *H o combinaciones de los mismos. Las composiciones que comprenden
péptidos de la proteina IGF-1R, tanto si estdn marcados con is6topos como si ho lo estan, no necesitan contener
todos los péptidos de esa proteina (por ejemplo, un conjunto completo de péptidos tripticos). En algunos aspectos
descritos las composiciones no contienen uno o mas, dos o mas, tres 0 mas, cuatro o0 mas, cinco o mas, seis 0 mas,
ocho 0 més, o diez 0 més péptidos de IGF-1R, y particularmente los péptidos que aparecen en la Tabla 1 o la Tabla
2. Las composiciones que comprenden los péptidos pueden estar en forma de materiales secos o liofilizados,
soluciones o suspensiones liquidas (por ejemplo, acuosa), matrices 0 manchas.

Una consideracion importante para la realizacion de un ensayo SRM/MRM es el tipo de instrumento que puede ser
empleado en el andlisis de los péptidos. Aunque los ensayos de SRM/GRM pueden ser desarrollados y realizados
en cualquier tipo de espectrémetro de masas, incluyendo un MALDI, trampa de iones, o triple cuadrupolo, se
considera que la plataforma instrumental mas ventajosa para el ensayo SRM/MRM es frecuentemente una
plataforma instrumental de triple cuadrupolo. Puede considerarse que ese tipo de espectrometro de masas es el
instrumento méas adecuado para el andlisis de un péptido diana aislado Unico dentro de un lisado de proteina muy
complejo que puede consistir en cientos de miles a millones de péptidos individuales de todas las proteinas
contenidas dentro de una célula.

Con el fin de implementar de la manera méas eficiente el ensayo SRM/MRM para cada péptido derivado de la
proteina IGF-1R es deseable utilizar informacion ademas de la secuencia del péptido en el andlisis. Esa informacion
adicional puede ser usada en dirigir e instruir el espectrometro de masas (por ejemplo, un espectrometro de masas
de triple cuadrupolo), para realizar el andlisis correcto y enfocado del péptido o péptidos diana especificos, de forma
que el ensayo pueda realizarse eficazmente.

La informacion adicional acerca de los péptidos diana en general, y acerca de los péptidos IGF-1 R especificos,
puede incluir uno o mas de la masa monoisotdpica del péptido, su estado de carga del precursor, el valor m/z del
precursor, iones de transicion m/z, y el tipo i6nico de cada ion de transicion. Se muestra por ejemplo informacion
adicional del péptido que puede usarse para desarrollar un ensayo SRM/MRM para la proteina IGF-1R para uno (1)
de los péptidos de IGF-1R de la lista de la Tabla 1 y se muestra en la Tabla 2. Puede prepararse informacion
adicional similar descrita para este un (1) péptido IGF-1R mostrado por ejemplo en la Tabla 2 obtenida y aplicada al
analisis de los otros péptidos contenidos en la Tabla 1.

El método descrito a continuacidn se utilizé para: 1) identificar péptidos candidatos a partir de la proteina IGF-1R que
se pueden utilizar para un ensayo SRM/MRM basado en espectrometria de masas para la proteina IGF-1R, 2)
desarrollar un ensayo o ensayos SRM/MRM individuales, para los péptidos diana de la proteina IGF-1R con el fin de
correlacionarlos y 3) aplicar ensayos cuantitativos al diagnéstico del cancer y/o elegir la terapia 6ptima.

Método de ensayo
1. Identificacién de péptidos fragmento candidatos de SRM/GRM para la proteina IGF-1R.

a) Preparar un lisado de proteina Liquid Tissue™ a partir de una muestra bioldgica fijada con formalina
usando una proteasa o proteasas (que puede incluir o no tripsina), para digerir las proteinas.

b) Analizar todos los fragmentos de proteina en el lisado Liquid Tissue™ en un espectrometro de masas en
tandem con trampa de iones e identificar todos los péptido fragmento de la proteina IGF-1R, donde los
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péptidos fragmento individuales no contienen ninguna de las modificaciones de péptidos tales como
fosforilaciones o glicosilaciones.

Analizar todos los fragmentos de proteina en el lisado Liquid Tissue™ en un espectrometro de masas en
tandem con trampa de iones e identificar todos los péptido fragmentos de la proteina IGF-1R que llevan
modificaciones de péptidos tales como por ejemplo restos fosforilados o glicosilados.

Todos los péptidos generados por un método de digestion especifico de la totalidad de la proteina IGF-1R
de longitud completa pueden ser medidos potencialmente, pero los péptidos preferidos usados para el
desarrollo del ensayo SRM/MRM son aquellos que se identifican por espectrometria de masas
directamente en un lisado de proteina Liquid Tissue™ complejo, preparado a partir de una muestra
bioldgica fijada con formalina.

Los péptidos que son modificados especificamente (fosforilados, glicosilados, etc.) en el tejido del paciente
y que se ionizan, y por tanto se detectan, en un espectrometro de masas cuando se analiza un lisado Liquid
Tissue™ de una muestra biolégica fijada con formalina, son identificados como péptidos candidato para
ensayar modificaciones de péptidos de la IGF-1R.

Ensayo de espectrometria de masas para péptidos fragmento de la proteina IGF-1R.

El ensayo SRM/MRM en un espectrometro de masas de triple cuadrupolo para péptidos fragmento
individuales identificados en un lisado Liquid Tissue™ se aplica a los péptidos de la proteina IGF-1R.

Determinar el tiempo de retencion éptimo para un péptido fragmento para las condiciones 6ptimas
de cromatografia incluyendo, pero sin que sea limitacion, electroforesis en gel, cromatografia de
liquidos, electroforesis capilar, cromatografia liquida en fase nano-inversa, cromatografia liquida
de alto rendimiento, o cromatografia de liquidos de alto rendimiento en fase inversa.

Determinar la masa monoisotépica del péptido, el estado de carga del precursor para cada
péptido, el valor m/z del precursor para cada péptido, los iones de transicién de m/z para cada
péptido, y el tipo de iones de cada ion de transicién para cada péptido fragmento con el fin de
desarrollar un ensayo SRM/MRM para cada péptido.

El ensayo SRM/MRM puede entonces realizarse usando la informacién de (i) y (ii) en un
espectrometro de masas de triple cuadrupolo donde cada péptido tiene un pico de signatura de
SRM/MRM caracteristico y Unico que define con precision el ensayo SRM/MRM Unico como se
realizd en un espectrometro de masas de triple cuadrupolo.

Realizar el anélisis SRM/MRM de forma que la cantidad del péptido fragmento de la proteina IGF-1R que
se detecta, en funcién del area del pico de signatura de SRM/MRM U(nico a partir de un andlisis de
espectrometria de masas SRM/MRM, puede indicar la cantidad tanto relativa como absoluta de proteina en
un lisado de proteina particular.

i La cuantificacion relativa se puede conseguir mediante:

1. Determinacion del aumento o la disminucion de la presencia de la proteina IGF-1R mediante
la comparacion del area del pico de signatura de SRM/MRM a partir de un péptido IGF-1R
dado detectada en un lisado Liquid Tissue™ de una muestra bioldgica fijada con formalina,
con la misma area del pico de signatura de SRM/MRM del mismo péptido fragmento de IGF-
1R en al menos un segundo, tercero, cuarto o mas lisados Liquid Tissue™ de al menos una
segunda, tercera, cuarta 0 mas muestras bioldgicas fijadas con formalina.

2. Determinacion del aumento o la disminucion de la presencia de la proteina IGF-1R mediante
la comparacion del area del pico de signatura de SRM/MRM a partir de un péptido de IGF-1R
detectado en un lisado de Liquid Tissue™ de una muestra bioldgica fijada con formalina, con
las areas de picos de signatura de SRM/GRM desarrollados a partir de fragmentos péptidos
de otras proteinas, en otras muestras derivadas de fuentes biolégicas diferentes y separadas,
donde la comparacién del area de pico de signatura de SRM/MRM entre las 2 muestras para
un fragmento de péptido se normaliza a la cantidad de proteina analizada en cada muestra.

3. Determinacion de aumento o la disminucién de la presencia de la proteina IGF-1R mediante la
comparacion del area del pico de signatura de SRM/MRM para un péptido IGF-1R dado, con
las areas del pico de signatura de SRM/MRM de otros péptidos fragmento derivados de
diferentes proteinas dentro del mismo lisado Liquid Tissue™ de la muestra biolégica fijada con
formalina para normalizar los niveles cambiantes de proteina IGF-1R a los niveles de otras
proteinas que no cambian sus niveles de expresion bajo varias condiciones celulares.
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4. Estos ensayos se pueden aplicar tanto a péptidos fragmento no modificados como a péptidos
fragmento modificados de la proteina IGF-1R, donde las modificaciones incluyen, pero sin
limitarse a ellas, fosforilacion y/o glicosilacion, y donde los niveles relativos de péptidos
modificados se determinan de la misma manera que se determinan las cantidades relativas de
los péptidos no modificados.

ii. La cuantificacion absoluta de un péptido dado se puede conseguir comparando el area del pico de
signatura de SRM/MRM para un péptido fragmento dado de la proteina IGF-1R en una muestra
biol6gica individual, con el area del pico de signatura de SRM/MRM de un patron interno de
péptido fragmento enriquecido, en el lisado de proteina de la muestra biolégica.

1. El patrén interno es una version sintética marcada del péptido fragmento de la proteina IGF-
1R que esta siendo interrogado. Este patron estd enriquecido en una muestra en cantidades
conocidas, y se puede determinar el area del pico de signatura de SRM/MRM tanto para el
patron interno de péptido fragmento como el péptido fragmento nativo en la muestra biol6gica
separadamente, seguido por la comparacion de areas de ambos picos.

2. Esto se puede aplicar a los péptidos fragmento no modificados y a los péptidos fragmento
modificados, donde las modificaciones incluyen, pero sin limitarse a ellas, la fosforilacion y/o la
glicosilacion, y donde los niveles absolutos de péptidos modificados se pueden determinar de
la misma manera que se determinan los niveles absolutos de péptidos no modificados.

3. Aplicacion de la cuantificacion del péptido fragmento al diagndstico y tratamiento del cancer.

a) Realizar la cuantificacién relativa y/o absoluta de los niveles de péptido fragmento de la proteina IGF-1R y
demostrar que se confirma la asociacion previamente determinada, como es bien entendido en el campo
del céncer, de la expresion de la proteina IGF-1R con el estadio/grado/estatus del cancer en el tejido
tumoral del paciente.

b) Realizar la cuantificacion relativa y/o absoluta de los niveles de péptido fragmento de la proteina IGF-1R y
demostrar la correlacion con los resultados clinicos de estrategias de tratamiento diferentes, en donde esta
correlacion ha sido ya demostrada en el campo o puede demostrarse en el futuro mediante estudios de
correlacion entre cohortes de pacientes y tejido de esos pacientes. Una vez que son confirmadas las
correlaciones previamente establecidas o bien las correlaciones derivadas en el futuro mediante este
ensayo, entonces se puede utilizar el método de ensayo para determinar la estrategia de tratamiento
Optima.

La Figura 1 muestra un ejemplo de un unico ensayo SRM/MRM realizado en lisados Liquid Tissue™ de tejido
canceroso fijado con formalina. Un ensayo SRM/MRM fue desarrollado para un Unico péptido para la cuantificacion
de la proteina IGF-1R en un espectrometro de masas de triple cuadrupolo. Las caracteristicas especificas y Unicas
del péptido de IGF-1R GNLLINIR, SEQ ID N°: 1, se desarrollaron mediante el analisis de todos los péptidos de IGF-
1R tanto en una trampa de iones y como en espectrometros de masas de triple cuadrupolo. Esa informacion incluye
la masa monoisotoépica del péptido, su estado de carga del precursor, el valor m/z del precursor, los valores de m/z
de transicion del precursor, y los tipos de iones de cada una de las transiciones identificadas. Esa informacion ha de
determinarse experimentalmente para cada péptido SRM/MRM candidato directamente en lisados Liquid Tissue™
de tejido fijado con formalina; porque, lo que resulta interesante es que no todos los péptidos de la proteina IGF-1R
pueden ser detectados en tales lisados utilizando SRM/MRM como se describe en el presente texto, lo que indica
gue los péptidos de IGF-1R no detectados no pueden considerarse péptidos candidatos para el desarrollo de un
ensayo SRM/MRM para ser usado en la cuantificacion de péptidos/proteinas directamente en lisados Liquid
Tissue™ de tejido fijado con formalina.

Como se muestra en la Figura 1A, este ensayo SRM/MRM en particular fue desarrollado para este péptido de IGF-
1R especifico y se realizé en un espectrometro de masas de triple cuadrupolo. Se analizé un lisado de proteina
testigo en el que se sabia que el péptido esta presente en grandes cantidades, porque este lisado se preparé a partir
de un tumor de xenoinjerto de ratén que resulté de la inyeccion de una linea celular de cancer derivado del ser
humano en un ratén atimico (lampifio). Asi, este tumor de xenoinjerto era el control positivo. La muestra
experimental en este experimento fue un lisado de proteina Liquid Tissue™ preparado a partir de tejido de cancer
humano embebido en parafina fijado con formalina estandar. Los datos del ensayo indican la presencia del pico de
signatura de SRM/MRM Unico para este péptido IGF-1R, tanto en la muestra de control (cromatografia superoir) y la
muestra experimental (cromatografia inferior). La comparacion del area del pico de signatura SRM/MRM entre estas
2 muestras genera la medida cuantitativa relativa para la proteina IGF-1R entre 2 muestras bioldgicas diferentes.

La Figura 1B muestra la medida cuantitativa del péptido mencionado anteriormente a través de una coleccion de
siete (7) tejidos cancerosos fijados con formalina usando un patrén interno para lograr la cuantificacion absoluta de
la proteina IGF-1R a través de una cohorte de muestras de paciente derivadas de cancer. Estos datos indican
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cantidades absolutas de este péptido IGF-1R en funcién de la cantidad molar del péptido por microgramo de lisado
de proteina analizado. El establecimiento de los niveles de proteina de IGF-1R en los tejidos basado en el analisis
de tejido derivado del paciente fijado con formalina puede proporcionar informacién de diagnoéstico, de prondéstico y
terapéuticamente relevante acerca de cada paciente en particular. En una realizacién, esta descripcién describe un
método para medir el nivel de la proteina IGF-1R en una muestra biolégica, que comprende detectar y/o cuantificar
la cantidad de uno o mas péptidos fragmento de IGF-1R modificados o no modificados en un material de digestion
de proteina preparado a partir de dicha muestra biolégica usando espectrometria de masas; y calcular el nivel de
proteina IGF-1R modificada o no modificada en dicha muestra; y en el que dicho nivel es un nivel relativo o un nivel
absoluto. En una realizacion relacionada, cuantificar uno o mas péptidos fragmento de IGF-1R comprende
determinar la cantidad de cada uno de los péptidos fragmento de IGF-1R en una muestra biolégica por comparacion
con un péptido patrén interno afiadido de cantidad conocida, en donde cada uno de los péptidos fragmento de IGF-
1R en la muestra bioldgica se compara con un péptido patrén interno que tiene la misma secuencia de aminoacidos.
En algunas realizaciones el patrén interno es un péPtido Patr(’)n interno marcado isotépicamente comprende uno o
maés isétopos estables pesados seleccionados entre *°0, 'O, **s, N, **C, ?H o combinaciones de los mismos.

El método para medir el nivel de la proteina IGF-1R en una muestra bioldgica descrita en el presente texto (o
péptidos fragmento como sustitutos de la misma) se puede usar como indicador de diagnéstico de cancer en un
paciente o sujeto. En una realizacion, los resultados de las medidas del nivel de la proteina IGF-1R se pueden
emplear para determinar el diagnostico del estadio/grado/estatus de un cancer correlacionando (por ejemplo,
comparando) el nivel de receptor IGF-1R que se encuentra en un tejido con el nivel de esa proteina que se
encuentra en tejidos normales y/o cancerosos o0 precancerosos.
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1 5

<210> 75

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido IGF-1R

<220>

<221> MOD_RES
<222> (7)..(7)

<223> FOSFORILACION

<220>
<221> MOD_RES
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<222> (8)..(8) )
<223> FOSFORILACION

<400> 75
Asp Ile Tyr Glu Thr Asp Tyr Tyr Arg
1 5

<210> 76

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido IGF-1R

<220>

<221> MOD_RES
<222>(7) .. (7)

<223> FOSFORILACION

<400> 76
Asp Ile Tyr Glu Thr Asp Tyr Tyr Arg
1 5

<210> 77

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido IGF-1R

<220>
<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> FOSFORILACION

<400> 77
Asp Ile Tyr Glu Thr Asp Tyr Tyr Arg
1 5

<210>78

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido IGF-1Rs

<220>

<221> MOD_RES
<222> (3)..(3)

<223> FOSFORILACION

<220>

<221> MOD_RES
<222> (7)..(7)

<223> FOSFORILACION

<220>
<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> FOSFORILACION
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<400> 78
Asp Ile Tyr Glu Thr Asp Tyr Tyr Arg
1 5
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REIVINDICACIONES

1. Un método para medir el nivel de proteina del Receptor del factor de crecimiento 1 similar a la insulina (IGF-
1R) en una muestra bioldgica de tejido fijado con formalina, que comprende detectar y/o cuantificar la cantidad de
un péptido fragmento de IGF-1R en un material de digestion de proteina preparado a partir de dicha muestra
biolégica usando espectrometria de masas, y calcular el nivel de proteina IGF-1R en dicha muestra; en donde el
péptido fragmento de IGF-1R es la SEQ ID N°: 1 y en donde dicho nivel es un nivel relativo o un nivel absoluto.

2. El método segun la reivindicacion 1, que comprende ademas la etapa de fraccionar dicho material de
digestion de proteina antes de la deteccion y/o la cuantificacion de la cantidad de dicho péptido fragmento de IGF-
1R.

3. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que dicho material de digestion de
proteina comprende un material de digestién de proteasa.

4. El método segun la reivindicacion 1, en el que el tejido es tejido embebido en parafina.

5. El método segun la reivindicacion 1, en el que el tejido se obtiene de un tumor.

6. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende ademds cuantificar dicho

péptido fragmento de IGF-1R.

7. El método segun la reivindicacion 6, en el que la cuantificacion de dicho péptido fragmento de IGF-1R
comprende comparar la cantidad de dicho péptido fragmento de IGF-1R en una muestra biolégica con la cantidad
del mismo péptido fragmento de IGF-1R en una muestra diferente y separada.

8. El método segun la reivindicacion 7, en el que la cuantificacion de dicho péptido fragmento de IGF-1R
comprende determinar la cantidad de dicho péptido fragmento de IGF-1R en una muestra bioldgica por comparacion
con un péptido patron interno afiadido de cantidad conocida, en el que dicho péptido fragmento de IGF-1R en la
muestra biolégica es comparado con un péptido patrén interno que tiene la misma secuencia de aminodcidos, y en
el que el péptido patron interno es un péptido marcado isotdpicamente.

9. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la deteccion y/o cuantificacion de la
cantidad de dicho péptido fragmento de IGF-1R en el material de digestion de proteina indica la presencia de
proteina IGF-1R modificada o no modificada y una asociacion con el cancer en el sujeto.

10. El método segun la reivindicacion 9, que comprende ademds correlacionar los resultados de dicha
deteccién y/o cuantificacion de la cantidad de dicho péptido fragmento de IGF-1R, o el nivel de dicha proteina IGF-
1R con el diagnéstico del estadio/grado/estatus del cancer.

11. El método segun la reivindicacion 10, en el que la correlacion de los resultados de dicha deteccion y/o
cuantificacion de la cantidad de dicho péptido fragmento de IGF-1R, o el nivel de dicha proteina IGF-1R con el
diagndstico del estadio/grado/estatus del cancer se combina con la deteccion y/o cuantificacion de la cantidad de
otras proteinas o péptidos de otras proteinas en un formato multiplex para proporcionar informacion adicional acerca
del diagnostico del estadio/grado/estatus del cancer.

12. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicha muestra bioldgica se obtuvo
de un paciente al cual se habia administrado una cantidad terapéuticamente efectiva de un agente terapéutico,
estando basado el agente terapéutico y/o la cantidad del agente terapéutico administrado en la cantidad de dicho
péptido fragmento de IGF-1R o el nivel de proteina IGF-1R.

13. El método segun la reivindicacion 12, en el que el agente terapéutico se une a la proteina IGF-1R y/o inhibe
su actividad bioldgica.

14. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que la muestra biolégica es una
muestra biolégica humana.
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Figura 1A

A) Demostracion del pico de signatura
de SRM/MRM para este péptido IGF-1R

en un lisado Liquid Tissue a partir de
tejido de cancer fijado con formalina.
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Figura 1B

B) Cuantificacion comparativa a través de una
cohorte de muestras de tejido fijadas con

formalina
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