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DESCRIPCIÓN 

Uso de MAD2L2 como marcador de estratificación en el tratamiento de tumores de mama con nuevos inhibidores de 
pan-CDK. 

La invención se refiere al uso de MAD2L2 como marcador de estratificación en el tratamiento de tumores de mama 
con nuevos inhibidores de pan-CDK 5 

El ciclo de división celular eucariota garantiza la duplicación del genoma y su distribución en las células hijas 
mediante el paso por una secuencia de eventos coordinada y regulada. El ciclo celular se divide en cuatro fases 
sucesivas: la fase G1 representa el tiempo antes de la replicación del ADN en la célula crece. En la fase S, la célula 
replica su ADN y en la fase G2 se prepara para ingresar en la mitosis. En la mitosis (fase M), el ADN replicado se 
separa y se efectúa la división celular. Las quinasas dependientes de ciclina (CDK), una familia de serina/treonina 10 
quinasas cuyos miembros necesitan la unión de una ciclina (Cyc) como subunidad reguladora para su activación, 
dirigen a la célula a través del ciclo celular. Hay diferentes pares de CDK/Cyc en las distintas fases del ciclo celular. 
Los pares de CDK/Cyc que son importantes para la función fundamental del ciclo celular son, por ejemplo, 
CDK4(6)/CycD, CDK2/CycE, CDK2/CycA, CDK1/CycA y CDK1/CycB. Así, por ejemplo, las actividades de los 
complejos CDK4(6)/CycD y CDK2/CycE dirigen la entrada de una célula en el ciclo celular y el paso por el "punto de 15 
restricción", que marca la independencia de una célula de las señales de crecimiento para la finalización de la 
división celular iniciada. 

Una serie de mecanismos de control garantizan la progresión ordenada de las fases de la división celular y la 
correcta distribución del material genético duplicado en las células hija. Entre otros, la actividad de las CDK se ve 
afectada por proteínas inhibidoras tales como, por ejemplo, p21, p16 o p27, y se regula la expresión y la 20 
degradación de las ciclinas. Durante la fase de mitosis del ciclo de división celular, las proteínas del huso del punto 
de comprobación de ensamblaje aseguran una correcta adhesión del aparato del huso a los cromosomas duplicados 
y la correcta distribución de los cromosomas en las células hija. Proteínas esenciales del punto de comprobación de 
ensamblaje del huso son MAD1, MAD2, BUB1, BUBR1, TTK (Mps-1) y cdc20. En las células humanas, existen dos 
isoformas de la proteína MAD2, MAD2L1 y MAD2L2 (MAD2B). 25 

Una expresión desregulada de la ciclina E y la aparición de fragmentos de ciclina E llevaban a una sobreactivación 
del complejo CDK2/CycE y a una estimulación del ciclo de división celular, lo cual condujo a la hipótesis de que 
pacientes con una sobreexpresión de la ciclina E tumoral podrían, con una gran probabilidad, beneficiarse de una 
terapia dirigida por CDK2 (Hunt, K.K., Keyomarsi, K., Sem. Cancer Biol. 15, 319, 2005). 

Rimkus et al (Int. J. Cancer 120, 207, 2006) describen una expresión aumentada al menos 3 veces de MAD2L2 en 30 
25 de 118 (21%) muestras examinadas de carcinoma de colon humano. La expresión elevada de MAD2L2 se 
correlacionaba con una reducción del tiempo de supervivencia de los pacientes. 

Aunque los inhibidores de CDK han estado bajo desarrollo clínico desde hace más de 10 años, hasta el presente no 
se han descrito biomarcadores que permitan predecir la respuesta de un paciente a la terapia con inhibidores de 
CDK. Dichos marcadores de estratificación permiten la terapia dirigida de aquellos pacientes que, con gran 35 
probabilidad, podrían beneficiarse de una terapia con inhibidores de CDK. Aún más, con los marcadores de 
estratificación se aumenta la probabilidad de éxito de los estudios clínicos. 

El documento WO2010/046035 divulga inhibidores de pan-CDK especialmente efectivos de fórmula (I) 

 

en la que 40 

X representa -O- o NH-, y 
R

1
 representa un grupo metilo, etilo, propilo o isopropilo, y 

R
2
 y R

3
 representan independientemente entre sí hidrógeno, un grupo metilo o etilo, y 

R
4
 representa un grupo alquilo C1-C6 o un anillo de cicloalquilo C3-C7, 
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así como sus sales, diastereómeros y enantiómeros. 
La solicitud se basa en las siguientes definiciones: 

Alquilo C1-C6 

Por un grupo alquilo C1-C6 se entiende en cada caso un resto alquilo de cadena lineal o ramificado, tal como por 
ejemplo un resto metilo, etilo, propilo isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, isopentilo o un resto 5 
hexilo. 

Cicloalquilo C3-C7 

Por un anillo de cicloalquilo C3-C7 se entiende un anillo de ciclopropilo ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo o un anillo 
cicloheptilo. 

En la fórmula general (I) X puede representar -O- o -NH-. Preferentemente X representa -O-. 10 

En la fórmula general (I) R
1
 puede representar un grupo metilo, etilo, propilo o isopropilo. Preferentemente R

1
 

representa un grupo metilo. 

En la fórmula general (I) R
2
 y R

3
 pueden representar, independientemente entre sí, hidrógeno, un grupo metilo o 

etilo. Preferentemente, R
2
 y R

3
 representan, independientemente entre sí, hidrógeno o un grupo metilo. De manera 

especialmente preferente, R
2
 representa un grupo metilo y R

3
 representa hidrógeno o un grupo metilo. 15 

En la fórmula general (I), R
4
 puede representar un resto alquilo C1-C6 o un anillo de cicloalquilo C3-C7. 

Preferentemente R
4
 representa un grupo metilo o etilo o representa un anillo de ciclopropilo. 

Es especialmente interesante el compuesto (2R,3R)-3-{[2-{[4-(R-ciclopropilsulfonimidoil)fenil]amino}-5-
(trifluorometil)pirimidin-4-il]oxi}butan-2-ol (Compuesto A). 

 20 

Los diastereómeros de fórmula I se separaron a través de una cromatografía preparativa. Los detalles 
experimentales se exponen en el documento WO2010/046035A1. 

El objetivo de la presente invención es hallar un marcador de estratificación para los inhibidores de pan-CDK del 
documento WO2010/046035, en particular para (2R,3R)-3-{[2-{[4-(S-ciclopropilsulfonimidoil)fenil]amino}-5-
(trifluorometil)pirimidin-4-il]oxi}butan-2-ol (Compuesto A). 25 

Se descubrió ahora, sorprendentemente, que MAD2L2 es adecuado como marcador de estratificación para células 
de tumor de mama humanas en el tratamiento con los nuevos inhibidores de pan-CDK del documento 
WO2010/046035, en particular en el tratamiento con el Compuesto A y puede predecir la sensibilidad. 

El procedimiento de acuerdo con la invención comprende una determinación de la expresión de MAD2L2 como 
marcador para la sensibilidad de células tumorales o de tumores frente al tratamiento con un inhibidor de CDK. 30 
Preferentemente, para ello se lleva a cabo una determinación cuantitativa, determinándose el nivel de expresión de 
MAD2L2 a nivel de ácidos nucleicos o/y a nivel de proteínas en el tejido tumoral o en células tumorales y 
opcionalmente se compara con el nivel de expresión en el tejido normal circundante. 

El nivel de expresión de MAD2L2 se puede determinar mediante métodos convencionales. Una forma de realización 
preferida es una determinación a nivel de ácidos nucleicos, por ejemplo una determinación de la cantidad de 35 
transcritos. Las determinaciones cuantitativas de la expresión de MAD2L2 a nivel de ácidos nucleicos pueden 
comprender, por ejemplo, una hibridación con sondas marcadas específicas de MAD2L2, reacciones de 
amplificación de ácidos nucleicos, hibridaciones con chip de genes y/o secuenciación de transcritos. Métodos de 
determinación preferidos son PCR cuantitativa o PCR en tiempo real. Determinaciones cuantitativas a nivel de 
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proteínas pueden comprender procedimientos de detección inmunológicos usando anticuerpos anti-MAD2L2, por 
ejemplo en inmunotransferencia de tipo Western o un formato de ELISA. 

La muestra en la que se determinará la expresión de MAD2L2 puede proceder, por ejemplo, de un cultivo celular o 
de un organismo, por ejemplo un mamífero, en particular un humano, pero también de un animal de 
experimentación. De manera particularmente preferente, la determinación se lleva a cabo en una muestra que 5 
proviene de un cultivo de células tumorales, en particular de células tumorales humanas, o de un tumor de un 
paciente, en particular de un paciente humano o de un animal de experimentación para la investigación de tumores. 
La muestra puede proceder del tumor propiamente dicho o de células tumorales desprendidas, por ejemplo células 
tumorales en la circulación de fluidos corporales, por ejemplo, la sangre. 

En una forma de realización preferida, el procedimiento de acuerdo con la invención puede usarse para la selección 10 
de una terapia (decisión de terapia, estratificación) en el tratamiento de un paciente, en particular de un paciente 
humano, en el marco de un procedimiento de terapia. Aún más, el procedimiento de acuerdo con la invención puede 
servir, en el tratamiento de un animal de experimentación en el marco de la identificación o/y caracterización de 
nuevos principios activos. En una forma de realización preferida adicional, el procedimiento puede llevarse a cabo en 
un cultivo celular, por ejemplo en el marco de procedimientos de selección. 15 

El procedimiento comprende una o más determinaciones. Preferentemente, antes de la primera administración del 
inhibidor de CDK, se lleva cabo una determinación de la expresión de MAD2L2 en una muestra del cultivo celular 
que va a examinarse o del organismo que va a examinarse. 

Ensayos de proliferación 

Procedimiento 1 20 

Este ensayo se usó para las siguientes líneas celulares: MCF 10A, SK-BR-3, MCF7, HCT 116, HT-29, SW480, 
Caco-2, MIAPaCa-2, DU145, PC3, HeLa, Caki2, 786-O, A-375, NCI-H460, NCI-H69, NCI-H1975, A549. Células 
tumorales humanas cultivadas (originalmente obtenidas de ATCC, HeLa-MaTu y HeLa-MaTu-ADR, originalmente 
obtenidas de Epo GmbH, Berlín) se sembraron en placa en una densidad de 1000 a 5000 células/punto de medición, 

en función de la velocidad de crecimiento de la línea celular, en una placa de multititulación de 96 pocillos en 200 l 25 
de medio de crecimiento (DMEM/HAMS F12, L-glutamina 2 mM, suero bovino fetal al 10%). Después de 24 horas se 
tiñeron las células de una placa (placa de punto cero) con violeta cristal (véase más adelante), mientras que el 

medio de las otras placas se sustituyó por medio de cultivo nuevo (200 l), al que se habían añadido las sustancias 

de prueba en distintas concentraciones (0 M, así como en el intervalo de 0,01 - 30 M; la concentración final del 
disolvente dimetilsulfóxido ascendió al 0,5%). Las células se incubaron durante 4 días en presencia de las 30 
sustancias de prueba. La proliferación celular se determinó mediante tinción de las células con violeta cristal: Las 

células se fijaron mediante adición de 20 l/punto de medición de una solución de glutaraldehído al 11% durante 15 
min a temperatura ambiente. Después de lavar tres veces las células fijadas con agua se secaron las placas a 

temperatura ambiente. Las células se tiñeron mediante adición de 100 l/punto de medición de una solución de 
violeta cristal al 0,1% (pH ajustado a pH 3 mediante adición de ácido acético). Después de lavar tres veces las 35 
células teñidas con agua, se secaron las placas a temperatura ambiente. El colorante se disolvió mediante adición 

de 100 l/punto de medición de una solución de ácido acético al 10%. La extinción se determinó por fotometría a una 
longitud de onda de 595 nm. El cambio porcentual del crecimiento celular se calculó mediante la normalización de 
los valores de medición con respecto a los valores de extinción de la placa de punto cero (=0%) y la extinción de las 

células no tratadas (0 M) (=100%). Los datos de medición se normalizaron con respecto al 0% de inhibición 40 
(proliferación celular sin inhibidor) y 100% de inhibición (placa de punto cero). La determinación de los valores de 
CI50 se realizó por medio de un ajuste de 4 parámetros con el uso de software propio de la empresa. 

Procedimiento 2 

Este ensayo se usó para las siguientes líneas celulares: KPL-1, MDA-MB-453, Hs 578T, MDA-MB-231, MCF 10A, 
MDA-MB-468, ZR-75-1, T-47D, MDA-MB-435s, DU-4475, BT-20, BT-474, EVSA-T, BT-549, NCI-H460, NCIH810, 45 
NCI-H441, NCI-H1838, NCI-H69, NCI-H2030, NCI-H358, NCI-H1793, NCI-H1048, SK-MES-1, NCI-H2347, 
NCIH1975, A549, NCI-H23, NCI-H2170, NCI-H2228, NCI-H661, NCI-H1703, NCI-H1581, NCI-H226, NCI-H1563, 
NCI-H522, ChaGo-K-1, NCI-H1437. La inhibición de la proliferación celular mediante el compuesto A se determinó 
por medio del ensayo de proliferación celular Vybrant MTT en la empresa Firma Invitrogen. 

Ensayo con chip de genes Affymetrix 50 

Este ensayo se usó para determinar los niveles relativos de ARNm en las líneas celulares de tumores usadas. 

Se sembraron células tumorales humanas cultivadas con el mismo número de células / cm
2
 de superficie de placa 

en placas de cultivo celular de 10 cm, tal como se usó en los ensayos de proliferación, y se incubó durante 24 horas 
en medio de crecimiento a 37°C. Después de retiró el medio y las células se lavaron 2 x con, respectivamente, 5 ml 

de solución de cloruro de sodio tamponada con fosfato (PBS). A continuación se suspendieron las células en 600 l 55 
de tampón RLT (Qiagen) con beta-mercaptoetanol al 1%. La suspensión se homogeneizó con el uso de un equipo 
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QIAShredder de manera correspondiente a las instrucciones del fabricante. La extracción de ARN posterior se llevó 
a cabo con el uso del kit RNeasy Mini (Qiagen) de manera correspondiente a las instrucciones del fabricante. 
Además se llevó a cabo una digestión con ADNasa con el uso del kit de ADNasa libre de ARNasa (Qiagen) de 
manera correspondiente a las instrucciones de fabricante. 

La concentración final de ARN  se determinó mediante medición de la densidad óptica a 260 y 280 nm. 5 
Adicionalmente, se llevó a cabo un examen de calidad del ARN en un bioanalizador Agilent. Para análisis 
adicionales se usó solamente ARN con una relación de ARNr de 28S/18S de más de 1,0. 

Se usaron 5 g de las muestras de ARN para la síntesis de ADNc bicatenario con el kit de síntesis de ADNc One-
Cycle (Affymetrix) en presencia de un cebador de oligonucleótido de ADN T7-oligo (dT)24 de manera correspondiente 
a las instrucciones del fabricante. Después de la síntesis se purificó el ADNc con el uso del módulo de limpieza de 10 
muestras de Affymetrix GeneChip Sample Cleanup Modul. El ADNc purificado se transcribió entonces con el uso del 
kit de marcaje GeneChip IVT (Affymetrix) en presencia de ribonucleótidos biotinilados in vitro, obteniéndose ARNc 

marcado con biotina. El ARNc marcado se purificó entonces con el uso del módulo de limpieza de muestras 
GeneChip Sample Cleanup Modul (Affymetrix). El ARNc marcado se determinó cuantitativamente mediante 
mediciones de la densidad óptica a 260 y 280 nm y se sometió a un examen de calidad en el bioanalizador Agilent. 15 
Se fragmentaron 30 mg de ARNc marcado con el uso del tampón de fragmentación a partir del módulo de limpieza 
de muestras GeneChip Sample Cleanup Modul (Affymetrix). A continuación se hibridaron 10 mg de ARNc 
fragmentado en una micromatriz de tipo Human U133 Plus 2.0 (Affymetrix). La matriz se lavó entonces y se marcó 
con estreptavidina-R-ficoeritrina (SAPE, Molecular Probes). La señal se amplificó con el uso de un anticuerpo de 
cabra anti-estreptavidina biotinilado (Vector Laboratories) seguido de un marcaje adicional con SAPE. Las matrices 20 
se marcaron con el uso de GeneChip Fluidics Station 450 (Affymetrix). La matriz se escaneó entonces a 570 nm con 
el uso de un escáner láser confocal (escáner GeneChip-3000, Affymetrix) y se convirtió con el software de Affymetrix 
GeneChip en valores individuales cuantitativos (respectivamente 1 valor por señal, 40 valores individuales por gen). 
Los valores individuales se resumieron con el uso de una implementación del algoritmo Affymetrix MAS5 de 
Genedata REFINER® para dar un valor por gen. 25 

El procedimiento se repite con el uso de, respectivamente, tres micromatrices (réplicas) para cada una de las líneas 
celulares. Los valores individuales resultantes de todos los genes y réplicas se normalizaron con respecto a la 
mediana de todos los valores. A continuación se resumió cada valor por gen y réplica por medio de cálculo de la 
media armónica para dar un valor por gen y línea celular. Entre los valores de expresión de ARNm así calculados y 
los valores de CI-50 descritos anteriormente a partir de los ensayos de proliferación se calculó el coeficiente de 30 
correlación según Pearson entre gen y sustancia de prueba en cada caso para todas las líneas celulares. 

El Compuesto A se sometió a ensayo en las líneas celulares de la Tabla 1, que representan a modo de ejemplo las 
subindicaciones indicadas. 

Tabla 1 

Indicación tumoral  Línea celular  

Carcinoma de 
mama 

KPL-1, MCF 10A, SK-BR-3, MCF7, MDA-MB-453, Hs 578T, MDA-MB-231, MDA-MB-468, 
ZR-75-1, T-47D, MDA-MB-435s, DU-4475, BT-20, BT-474, EVSA-T, BT-549  

Carcinoma de 
colon 

HCT 116, HT-29, SW480, Caco-2  

Carcinoma de 
páncreas 

MIAPaCa-2  

Carcinoma de 
próstata 

DU145, PC3  

Carcinoma 
cervicouterino 

HeLa  

Carcinoma renal Caki2, 786-O  

Carcinoma de 
pulmón 

NCI-H460, NCI-H810, NCI-H441, NCI-H1838, NCI-H69, NCI-H2030, NCI-H358, NCI-
H1793, NCI-H1048, SK-MES-1, NCI-H2347, NCI-H1975, A549, NCI-H23, NCI-H2170, NCI-
H2228, NCI-H661, NCI-H1703, NCI-H1581, NCI-H226, NCI-H1563, NCI-H522, ChaGo-K-1, 
NCI-H1437  

Melanoma A-375  

La Tabla 2 enumeraba 62 genes que codifican para proteínas que tienen una función reguladora en el ciclo de 35 
división celular y a los que se recurrió para el análisis de correlación. 
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Tabla 2 

Símbolo del gen  ID del gen  Proteína codificada  

CDK1  983  quinasa dependiente de ciclina 1  

CDK2  1017  quinasa dependiente de ciclina 2  

CDK3  1018  quinasa dependiente de ciclina 3  

CDK4  1019  quinasa dependiente de ciclina 4  

CDK6  1021  quinasa dependiente de ciclina 6  

CDK7  1022  quinasa dependiente de ciclina 7  

CDKN1A  1026  inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1A (p21, Cip1)  

CDKN1B  1027  inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1B (p27, Kip1)  

CDKN1C  1028  inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1C (p57, Kip2)  

CDKN2A  1029  inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 2A (p 16)  

CDKN2B  1030  inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 2B (p15)  

CDKN2C  1031  inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 2C (p 18)  

CDKN2D  1032  inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 2D (p 19)  

CDKN3  1033  inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 3  

PLK1  5347  quinasa tipo polo 1  

PLK2  10769  quinasa tipo polo 2  

PLK3  1263  quinasa tipo polo 3  

PLK4  10733  quinasa tipo polo 4  

AURKA  6790  aurora quinasa A  

AURKB  9212  aurora quinasa B  

CHEK1  1111  homólogo del punto de comprobación CHK1  

CHEK2  11200  homólogo del punto de comprobación CHK2  

CCNA1  8900  ciclina A1  

CCNA2  890  ciclina A2  

CCNB1  891  ciclina B1  

CCNB1IP1  57820  proteína 1 de interacción con ciclina B1 

CCNB2  9133  ciclina B2  

CCNB3  85417  ciclina B3  

CCNC  892  ciclina C  

CCND1  595  ciclina D1  

CCND2  894  ciclina D2  

CCND3  896  ciclina D3  

CCNDBP1  23582  proteína de unión 1 tipo ciclina D  

CCNE1  898  ciclina E1  
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(continuación) 

Símbolo del gen  ID del gen  Proteína codificada  

CCNE2  9134  ciclina E2  

CCNF  899  ciclina F  

CCNG1  900  ciclina G1  

CCNG2  901  ciclina G2  

CCNH  902  ciclina H  

CCNI  10983  ciclina I  

CCNI2  645121  familia de ciclina I, miembro 2  

CCNJ  54619  ciclina J  

CCNJL  79616  tipo ciclina J  

CCNK  8812  ciclina K  

CCNL1  57018  ciclina L1  

CCNL2  81669  ciclina L2  

CCNO  10309  ciclina O  

CCNT1  904  ciclina T1  

CCNT2  905  ciclina T2  

CCNY  219771  ciclina Y  

CCNYL1  151195  tipo ciclina Y 1  

TTK  7272  proteína quinasa TTK 

BUB1  699  homólogo de gemación no inhibida por benzimidazoles 1  

BUB1B  701  homólogo de gemación no inhibida por benzimidazoles 1 beta  

BUB3  9184  homólogo de gemación no inhibida por benzimidazoles 3  

MAD1L1  8379  MAD1 de tipo deficiente en arresto mitótico1  

MAD2L1  4085  MAD2 de tipo deficiente en arresto mitótico1  

MAD2L1BP  9587  proteína de unión a MAD2L1 

MAD2L2  10459  MAD2 de tipo deficiente en arresto mitótico2  

CDC20  991  homólogo del ciclo de división celular 20 

CDC20B  166979  homólogo B del ciclo de división celular 

WEE1  7465  homólogo de WEE1 

La Tabla 3 muestra los resultados de los ensayos de proliferación. 

Tabla 3 

 Compuesto A  

 CI50 [nM]  

Líneas celulares de tumor de mama   

KPL-1  6,44  
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(continuación) 

 Compuesto A  

 CI50 [nM]  

Líneas celulares de tumor de mama   

MCF 10A  20  

SK-BR-3  13  

MCF7  15  

MDA-MB-453  15,1  

Hs 578T  16,8  

MDA-MB-231  20,2  

MDA-MB-468  28,8  

ZR-75-1  32,5  

T-47D  33,8  

MDA-MB-435s  36,4  

DU-4475  37,3  

BT-20  38,1  

BT-474  42,6  

EVSA-T  45  

BT-549  84,1  

Líneas celulares de carcinoma de colon  

HCT 116  18  

HT-29  29  

SW480  15  

Caco-2  16  

Líneas celulares de carcinoma de páncreas  

MIAPaCa-2  21  

Líneas celulares de carcinoma de próstata  

DU145  8  

PC3  25  

Líneas celulares de carcinoma cervicouterino   

HeLa  12  

Líneas celulares de carcinoma de riñón  

Caki2  26  

786-O  20  
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(Continuación) 

 Compuesto A  

 CI50 [nM]  

Líneas celulares de tumor de mama   

Líneas celulares de melanoma   

A-375  14  

Líneas celulares de carcinoma de pulmón  

NCI-H460 (carcinoma de pulmón de células no pequeñas)  27  

NCI-H810 (carcinoma de pulmón de células no pequeñas)  9,01  

NCI-H441 (carcinoma de pulmón papilar)  10  

NCI-H1838 (carcinoma de pulmón de células no pequeñas)  15,9  

NCI-H69 (carcinoma de pulmón de células pequeñas)  27  

NCI-H2030 (carcinoma de pulmón de células no pequeñas)  17,7  

NCI-H358 (carcinoma de pulmón de células no pequeñas)  19,4  

NCI-H1793 (carcinoma de pulmón de células no pequeñas)  22,5  

NCI-H1048 (carcinoma de pulmón de células pequeñas)  25  

SK-MES-1 (carcinoma de células escamosas)  26,5  

NCI-H2347 (carcinoma de pulmón de células no pequeñas)  28  

NCI-H1975 (carcinoma de pulmón de células no pequeñas)  24  

A549 (carcinoma de pulmón de células no pequeñas)  31  

NCI-H23 (carcinoma de pulmón de células no pequeñas)  45,4  

NCI-H2170 (carcinoma de pulmón de células pequeñas)  48,7  

NCI-H2228 (carcinoma de pulmón de células no pequeñas)  52,1  

NCI-H661 (carcinoma de pulmón de células no pequeñas)  53,1  

NCI-H1703 (carcinoma de pulmón de células no pequeñas)  53,6  

NCI-H1581 (carcinoma de pulmón de células no pequeñas)  53,8  

NCI-H226 (mesotelioma)  54,6  

NCI-H1563 (carcinoma de pulmón de células no pequeñas)  59,1  

NCI-H522 (carcinoma de pulmón de células no pequeñas)  65,4  

ChaGo-K-1 (carcinoma bronquial no diferenciado)  69,4  

NCI-H1437 (carcinoma de pulmón de células no pequeñas)  69,9  

La Tabla 4 muestra las cantidades relativas de ARNm de los 62 genes reguladores del ciclo celular en las 51 líneas 
celulares examinadas determinadas en estudios de hibridación con el chip de genes Affymetrix. 
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Ejemplo 

Tabla 5. Resultados de los análisis de correlación 

Gen  Todas las líneas celulares Todas las líneas celulares de pulmón Líneas celulares de mama  

CCNE2  no hay correlación  no hay correlación  r = 0,79  
P = 0,0003  
altamente significativo  

MAD2L2  no hay correlación  no hay correlación  r = 0,74  
P = 0,00097  
altamente significativo  

 

La sensibilidad de 51 líneas celulares de tumores humanas frente al Compuesto A se determinó en ensayos de 
proliferación. Los valores de CI50 determinados se correlacionaron con las cantidades relativas de ARNm de 62 5 
proteínas reguladoras del ciclo celular que se habían determinado en estudios de hibridación independientes con 
chip de genes (tecnología Affymetrix). Los genes para los que se hallaron correlaciones estadísticamente 
significativas (P < 0,05) dentro de las líneas celulares de tumor de mama se resumen en la Tabla 5. Los coeficientes 
de correlación y los valores de significancia se calcularon con ayuda de Microsoft Excel 2003 y SigmaStat 3.0. 

Considerando todas las líneas celulares analizadas, así como en los grupos parciales de las líneas celulares de 10 
pulmón, no hay correlación entre la cantidad de ARNm de los genes CCNE2 (ciclina E2) o MAD2L2 y la CI50 de las 
líneas celulares frente al Compuesto A. Sorprendentemente, para el grupo parcial de las 16 líneas celulares de 
tumor de mama, el análisis de correlación muestra una correlación estadísticamente muy significativa entre la 
cantidad ARNm de los genes CCNE2 o MAD2L2 y la sensibilidad de las células, determinada como CI50, frente al 
Compuesto A (Tabla 5). 15 

Estos datos prueban que las cantidades relativas de ARNm de los genes CCNE2 y/o MAD2L2 podrían indicar la 
sensibilidad de las células de tumor de mama humanas frente al Compuesto A. Una elevada cantidad relativa de 
ARNm de los genes CCNE2 y/o MAD2L2, para la que se observó un coeficiente de correlación positivo, muestra una 
CI50 más alta, equivalente a una menor sensibilidad de las células frente al Compuesto A. 

Figuras 20 

Fig. 1. Representación gráfica de la sensibilidad de las líneas celulares de tumor de mama humanas frente al 
Compuesto A determinada como CI50 [nM] en ensayos de proliferación frente a la cantidad relativa de 
ARNm del gen MAD2L2. La línea continua representa el grado de correlación. 
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REIVINDICACIONES 

1. Uso de MAD2L2 como marcador de estratificación en el tratamiento de tumores de mama con un compuesto de 
fórmula general (I) 

 

en la que  5 

X representa -O- o NH- y 
R

1
 representa un grupo metilo, etilo, propilo o isopropilo y 

R
2
 y R

3
 representan, independientemente entre sí, hidrógeno, un grupo metilo o etilo y 

R
4
 representa un grupo alquilo C1-C6 o un anillo de cicloalquilo C3-C7, 

o con uno de sus sales, diastereómeros o enantiómeros fisiológicamente compatibles. 10 

2. Uso de acuerdo con la reivindicación 1 en el tratamiento con un compuesto de fórmula general (I), en la que 

X representa -O- o NH- y 
R

1
 representa un grupo metilo y 

R
2
 representa un grupo metilo y 

R
3
 representa hidrógeno o un grupo metilo y 15 

R
4
 representa un grupo metilo o etilo o un anillo de ciclopropilo o 

o con uno de sus sales, diastereómeros o enantiómeros fisiológicamente compatibles. 

3. Uso de acuerdo con la reivindicación 1 en el tratamiento con (2R,3R)-3-{[2-{[4-(R-
ciclopropilsulfonimidoil)fenil]amino}-5-(trifluorometil)pirimidin-4-il]oxi}butan-2-ol. 

4. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3 en el tratamiento de tumores de mama en monoterapia o en 20 
terapia de combinación. 

5. Procedimiento para la selección de pacientes con tumor de mama, que podrían responder a un tratamiento con un 
compuesto de fórmula (I), caracterizado porque se determina el nivel de expresión de MAD2L2. 

6. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 5, caracterizado porque el nivel de expresión de MAD2L2 se 

determina a nivel de ácidos nucleicos. 25 

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 5, caracterizado porque el nivel de expresión de MAD2L2 se 

determina a nivel de proteínas. 

8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 5, caracterizado porque el nivel de expresión de MAD2L2 se 

determina en una muestra del cultivo celular. 

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 5, caracterizado porque el nivel de expresión de MAD2L2 se 30 

determina en una muestra de un organismo mamífero. 

10. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 5, caracterizado porque el nivel de expresión de MAD2L2 se 

determina en una muestra de un paciente humano. 

11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 5, caracterizado porque el nivel de expresión de MAD2L2 se 

determina en una muestra de un cultivo de células o de un animal de experimentación. 35 
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