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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para trastornos relacionados con la proliferacion celular
Reivindicacion de Prioridad

Esta solicitud reivindica prioridad con el documento U.S.S.N. 61/253821, presentado el 21 de octubre de 2009 y el
documento U.S.S.N. 61/266930, presentado el 4 de diciembre de 2009.

Campo de la invencion

La invencion se refiere a métodos para la evaluacion y el tratamiento de trastornos relacionados con la proliferacion
celular, por ejemplo, trastornos proliferativos tales como el cancer.

Antecedentes

La isocitrato deshidrogenasa, también conocida como IDH, es una enzima que participa en el ciclo del 4cido citrico.
Cataliza la tercera etapa del ciclo: la descarboxilacion oxidativa del isocitrato, produciendo alfa-cetoglutarato (o-
cetoglutarato o a-KG) y CO,, mientras convierte NAD+ en NADH. Este es un proceso de dos pasos, que implica la
oxidacion de isocitrato (un alcohol secundario) hasta oxalosuccinato (una cetona), seguido por la descarboxilacion
del grupo carboxilo beta hasta la cetona, formando alfa-cetoglutarato. Otra isoforma de la enzima cataliza la misma
reaccion; sin embargo, esta reaccion no esta relacionada con el ciclo del acido citrico, se lleva a cabo en el citosol,
asi como en la mitocondria y los peroxisomas, y utiliza NADP+ como cofactor en lugar de NAD+.

Las mutaciones de la IDH en pacientes con leucemia mieloide aguda se describen en Kranendijk y colaboradores,
Sciences 2010, 330, 363 y Ward y colaboradores, Cancer Cell 2010, 17(3), 225-234.

Sumario de la invencién

Los métodos y composiciones descritos en esta memoria se refieren al papel que juegan en una enfermedad los
nuevos productos activos producidos por nuevas enzimas mutantes activas IDH (por ejemplo, IDH1 o IDH2). Los
inventores han descubierto, entre otros, una neoactividad asociada con mutantes de IDH y que el producto de la
neoactividad puede ser significativamente elevado en las células cancerosas. Se divulgan aqui métodos y
composiciones para tratamiento, y métodos de evaluacion, de individuos que tienen o estan en riesgo de padecer un
trastorno, por ejemplo, un trastorno relacionado con proliferacion celular caracterizado por la neoactividad de IDH.
Tales trastornos incluyen, por ejemplo, trastornos proliferativos tales como el cancer. Los inventores han descubierto
y divulgado aqui nuevos agentes terapéuticos para el tratamiento de trastornos, por ejemplo, canceres,
caracterizados, por ejemplo, por una neoactividad de IDH, proteina neoactiva, ARNm neoactivo, o mutaciones
neoactivas. En formas de realizacién, un agente terapéutico reduce los niveles de neoactividad o del producto
neoactivo o mejora un efecto de un producto neoactivo. Los métodos descritos en esta memoria también permiten la
identificacion de un sujeto, o la identificaciéon de un tratamiento para el sujeto, con base en la neoactividad del
genotipo o fenotipo. Esta evaluaciéon puede permitir una coincidencia 6ptima del sujeto con el tratamiento, por
ejemplo, donde la seleccion del sujeto, el tratamiento, o ambos, se basa en el andlisis de la neoactividad del
genotipo o fenotipo. Por ejemplo, los métodos descritos aqui pueden permitir la seleccion de un régimen de
tratamiento que comprende la administracion de un nuevo compuesto, por ejemplo, un nuevo compuesto divulgado
aqui, o un compuesto conocido, por ejemplo, un compuesto conocido no recomendado previamente para un
trastorno seleccionado. En formas de realizacion, el compuesto conocido reduce los niveles de neoactividad o de
producto neoactivo o mejora un efecto de un producto neoactivo. Los métodos descritos aqui pueden guiar y
proporcionar una base para la seleccion y administracion de un nuevo compuesto o un compuesto conocido, o
combinacién de compuestos, no previamente recomendados para sujetos que tienen un trastorno caracterizado por
una nueva mutacion somatica activa en una IDH. En formas de realizacién, el nuevo genotipo o fenotipo activo
puede actuar como un biomarcador cuya presencia indica que un compuesto, ya sea nuevo, 0 previamente
conocido, debe ser administrado, para tratar un trastorno caracterizado por una nueva mutaciéon somatica activa en
una enzima de la ruta metabdlica. Los nuevos mutantes activos de IDH1 o IDH2 que tienen una neoactividad que
resultan en la produccién de un producto alfa hidroxi tales como 2-hidroxiglutarato, por ejemplo, R-2-hidroxiglutarato
y los trastornos asociados se discuten aqui en detalle.

Si bien no se desea estar ligado por la teoria, se cree que el equilibrio entre la produccion y la eliminaciéon de un
producto neoactivo, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, es importante en una enfermedad. Los nuevos mutantes
activos pueden aumentar el nivel del producto neoactivo, mientras que otros procesos, por ejemplo, en el caso de
2HG, por ejemplo, R-2HG, la degradacion enzimatica de 2HG, por ejemplo, por la 2HG deshidrogenasa, reducen el
nivel del producto neoactivo. Un equilibrio incorrecto esta asociado con la enfermedad. En ciertas realizaciones, el
resultado neto de una nueva mutacién activa de IDH1 o IDH2 resulta en mayores niveles, en las células afectadas,
del producto neoactivo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

Por lo tanto, se describe un método para tratamiento de un sujeto que tiene un trastorno relacionado con


mborlafg
Texto escrito a máquina

mborlafg
Texto escrito a máquina

mborlafg
Texto escrito a máquina


10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2594402 T3

proliferacion celular, por ejemplo, un trastorno precanceroso, o cancer. En una realizacion, el sujeto no tiene, o no le
ha sido diagnosticado que tiene, aciduria 2-hidroxiglutarica. El trastorno relacionado con proliferacion celular se
caracteriza por un alelo somatico, por ejemplo, un alelo preseleccionado, o un alelo mutante, de una IDH, por
ejemplo, IDH1 o IDH2, que codifica una IDH mutante, por ejemplo, IDH1 o IDH2, una enzima que tiene una
neoactividad.

Tal como se utiliza aqui, neoactividad se refiere a neoactividad del hidroxilo alfa. Neoactividad y neoactividad del
hidroxilo alfa se utilizan aqui en forma intercambiable. La neoactividad del hidroxilo alfa es la capacidad para
convertir una cetona alfa en un hidroxilo alfa. En formas de realizacion, la neoactividad del hidroxilo alfa procede con
un cofactor reductor, por ejemplo, NADPH o NADH. En formas de realizacion la neoactividad del hidroxilo alfa es la
neoactividad de 2HG. Neoactividad de 2HG, como se utiliza aqui, se refiere a la capacidad para convertir
cetoglutarato alfa en 2-hidroxiglutarato (algunas veces denominado aqui como 2HG), por ejemplo, R-2-
hidroxiglutarato (algunas veces denominado aqui como R-2HG). En formas de realizacion, la neoactividad de 2HG
procede con un cofactor reductor, por ejemplo, NADPH o NADH. En una forma de realizacién, una nueva enzima
activa puede actuar sobre mas de un sustrato, por ejemplo, mas de un sustrato ceto alfa.

El método comprende la administracién al sujeto de una cantidad efectiva de un agente terapéutico del tipo descrito
aqui para tratar asi al sujeto.

En una realizacion, el agente terapéutico:

trate como resultado la reduccion del nivel de un producto neoactivo, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG;
comprende un agente que es un analogo estructural celular de un producto neoactivo, o profarmaco del mismo, o
que disminuye la competicion de un producto de la neoactividad y un analogo estructural celular del producto de la
neoactividad;

comprende un agente que mejora los efectos de un producto no deseado, es decir, aumenta el producto neoactivo;
comprende un agente anti-glicolitico;

comprende un antioxidante; o

comprende un agente de hipometilacion.

En una realizacién, el método comprende la administrar de un agente terapéutico que disminuye la neoactividad, por
ejemplo, la neoactividad de 2HG. En una realizacion, el método comprende la administracion de un inhibidor de una
proteina IDH mutante, por ejemplo, una proteina IDH1 mutante o IDH2 mutante, que tiene una neoactividad, por
ejemplo, neoactividad de 2HG.

En una realizacion, el agente terapéutico comprende un compuesto de la Tabla 24a o de la Tabla 24b, un
compuesto que tiene la estructura de la Féormula (X) o la Férmula (XI) descrita aqui, o un compuesto como se
describe en la solicitud provisional de Patente de los Estados Unidos No. 61/365.072.

En una realizacion, el agente terapéutico comprende un agente terapéutico con base en acido nucleico, por ejemplo,
un ARNbc, por ejemplo, un ARNbc descrito aqui.

En una realizacién, el agente terapéutico es un analogo estructural celular de un producto de neoactividad, un
sustrato de un mutante neoactivo de IDH, o un profarmaco del mismo, por ejemplo, como se describe en la seccion
titulada "Analogos estructurales celulares de productos de neoactividad, y profarmacos de los mismos" en otro lugar
de la presente memoria.

En una realizacion, el agente terapéutico es un agente antiglicolitico, por ejemplo, un agente antiglicolitico descrito
en la seccion titulada "Compuestos antiglicoliticos" en la presente memoria.

En una realizacion, el agente terapéutico es un antioxidante, por ejemplo, un agente antioxidante descrito en la
seccion titulada "Antioxidantes" en la presente memoria.

En una realizacion, el agente terapéutico es un agente de hipometilacién, por ejemplo, un agente de hipometilacion
se describe en la seccion titulada "Agentes de hipometilacion" en la presente memoria.

En una realizacion, el agente terapéutico que vuelve al 2HG, por ejemplo, R-2HG, mas téxico para las células, por
ejemplo, mediante la modulaciéon de una enzima que resulta en la conversion del 2HG, por ejemplo, del R-2HG, en
una sustancia mas toxico, por ejemplo, en donde el 2HG, por ejemplo, el R-2HG, actia como un profarmaco o un
inhibidor que se dirige a la 2HG deshidrogenasa, o un modulador que conduce a la conversién del 2HG en otro
metabolito que es tdxico para la célula cancerosa.

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor, por ejemplo, un polipéptido, péptido o una molécula
pequefa (por ejemplo, una molécula de menos de 1.000 daltons), o un aptémero, que se une a un mutante de IDH1
o IDH2 o una subunidad de tipo silvestre e inhibe la neoactividad, por ejemplo, mediante la inhibicion de la formacién
de un dimero, por ejemplo, un homodimero de las subunidades IDH1 o IDH2 mutantes o un heterodimero de un
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mutante y una subunidad de tipo silvestre. En una realizacién, el inhibidor es un polipéptido. En una realizacion, el
polipéptido actua como un dominante negativo con respecto a la neoactividad de la enzima mutante. El polipéptido
puede corresponder a IDH1 o IDH2 de longitud completa o un fragmento del mismo. El polipéptido no necesita ser
idéntico con los correspondientes residuos de IDH1 o IDH2 de tipo silvestre, pero en ciertas realizaciones tiene al
menos 60, 70, 80, 90 o 95% de homologia con IDH1 o IDH 2 de tipo silvestre.

En una realizacion, el agente terapéutico disminuye la afinidad de una IDH, por ejemplo, proteina mutante neoactiva
de IDH1 o IDH2 para NADH, NADPH o un i6n de metalico divalente, por ejemplo, Mg2+ o Mn?** o disminuye los
niveles o disponibilidad de NADH, NADPH o ion de metal divalente, por ejemplo, Mg2+ o Mn%, por ejemplo, mediante
competicion por la uniéon con la enzima mutante. En una realizacion, la enzima es inhibida mediante el reemplazo de
Mg”* o Mn** con Ca**.

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor que reduce el nivel de neoactividad de una IDH, por
ejemplo, IDH1 o IDH2, por ejemplo, la neoactividad de 2HG.

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor que reduce el nivel del producto de un mutante que tiene
una neoactividad de una IDH, por ejemplo, un mutante de IDH1 o IDH2, por ejemplo, reduce el nivel de 2HG, por
ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor que:

inhibe, por ejemplo, especificamente, una neoactividad de una IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, por ejemplo,
neoactividad de 2HG; o

inhibe tanto la actividad de tipo silvestre como una neoactividad de una IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, por ejemplo,
neoactividad de 2HG.

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor que se selecciona de la base que:

inhibe, por ejemplo, especificamente, una neoactividad de una IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, por ejemplo,
neoactividad de 2HG; o

inhibe tanto la actividad de tipo silvestre como una neoactividad de una IDH1, por ejemplo, neoactividad de IDH1 o
IDH2, por ejemplo, neoactividad de 2HG.

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor que reduce la cantidad de una IDH mutante, por ejemplo,
proteina IDH1 o IDH2 o ARNm.

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor que interactua directamente con, por ejemplo, se enlaza
con, la IDH mutante, por ejemplo, ARNm de IDH1 o IDH2.

En una realizacién, el agente terapéutico es un inhibidor que interactua directamente con, por ejemplo, se enlaza
con, la IDH mutante, por ejemplo, proteina IDH1 o IDH2.

En una realizacién, el agente terapéutico es un inhibidor que reduce la actividad de la enzima IDH neoactiva, por
ejemplo, mediante la interaccién con, por ejemplo, el enlazamiento con, IDH mutante, por ejemplo, proteina IDH1 o
IDH2. En una realizacion, el inhibidor es diferente a un anticuerpo.

En una realizacion, el inhibidor se enlaza con IDH1 mutante y reduce la interaccién entre el residuo N96 o S94 con
cetoglutarato alfa.

En una realizacion, el inhibidor se enlaza con IDH1 y causa una alteracion en la posiciéon de N96 o S94 de la IDH1
mutante.

En una realizacion, el inhibidor se enlaza con IDH1 y causa una alteracion en la posicién del residuo Y139.

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor que es una molécula pequefia e interactia con, por
ejemplo, se enlaza con, el ARN mutante, por ejemplo, el ARNm de IDH1 mutante o el ARNm de IDH2 mutante.

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor que interactua directamente con, por ejemplo, se enlaza
con, ya sea la IDH mutante, por ejemplo, proteina IDH1 o IDH2 o interactua directamente con, por ejemplo, se
enlaza con, el ARNm de IDH mutante, por ejemplo, ARNm de IDH1 o IDH2.

En una realizacion, la IDH es IDH1 y la neoactividad es neoactividad de 2HG. Las mutaciones en IDH1 asociadas
con la neoactividad de 2HG incluyen mutaciones en el residuo 132, por ejemplo, R132H, R132C, R132S, R132G,
R132L, o R132V (por ejemplo, R132H o R132C).

Otras mutaciones de IDH1 asociados con la neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, la neoactividad de 2HG
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incluyen mutaciones en el residuo 71, por ejemplo, una mutacion diferente a una Val en el residuo 71, por ejemplo,
V71L.

Otras mutaciones de IDH1 asociadas con neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, la neoactividad de 2HG
incluyen mutaciones en el residuo 100, por ejemplo, una mutacién diferente a una Arg en el residuo 100, y
mutaciones en el residuo 109, por ejemplo, una mutacién diferente a una Arg en el residuo 109.

Aun otras mutaciones asociadas con la neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, la neoactividad de 2HG incluyen
mutaciones en el residuo 70, por ejemplo, una mutacion diferente a Gly en el residuo 70, (por ejemplo, G70D); una
mutacion que diferente a un lle en el residuo 130 (por ejemplo, 1130M); una mutacién diferente a His en el residuo
133 (por ejemplo, H133Q); una mutacién diferente a Ala en el residuo 134 (por ejemplo, A134D); o una mutacion que
tiene un residuo diferente a Val en el residuo 178 (por ejemplo, V178lI).

En una realizacion, la IDH es IDH2 y la neoactividad del mutante de IDH2 es la neoactividad de 2HG. Las
mutaciones en IDH2 asociadas con la neoactividad de 2HG incluyen mutaciones en el residuo 172 tales como
R172X (por ejemplo, R172K, R172M, R172S, R172G, o R172W). Las mutaciones adicionales en IDH2 asociadas
con la neoactividad de 2HG incluyen mutaciones en el residuo 140, por ejemplo, R140X (por ejemplo, IDH2R140Q,
IDH2R140W, o IDH2R140L) y mutaciones en el residuo 294, por ejemplo V294X (por ejemplo, IDH2V294M).

Los métodos de tratamiento descritos en esta memoria pueden comprender la evaluacion de una neoactividad del
genotipo o fenotipo. Los métodos de obtencion y analisis de muestras, y los analisis in vivo en sujetos, se describe
en otra parte en la presente memoria, por ejemplo, en la seccion titulada "Métodos de evaluacion de muestras y / o
de sujetos", se pueden combinar con este método.

En una realizacion, antes o después del tratamiento, el método incluye la evaluacion del crecimiento, tamafio, peso,
capacidad de invasividad, etapa u otro fenotipo del trastorno relacionado con proliferacién celular.

En una realizacién, antes o después del tratamiento, el método incluye evaluar el genotipo de neoactividad de IDH,
por ejemplo, IDH1 o IDH2, por ejemplo, el genotipo de 2HG, o fenotipo de neoactividad, por ejemplo, fenotipo de
2HG, por ejemplo, de R-2HG. Evaluar el genotipo de 2HG puede comprender la determinacién de si esta presente
una mutacion IDH1 o IDH2 que tenga neoactividad, por ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, una mutacioén
divulgada aqui que tenga neoactividad, por ejemplo, neoactividad de 2HG. Fenotipo de neoactividad, por ejemplo,
fenotipo de 2HG, por ejemplo, de R-2HG, por ejemplo, como se utiliza en la presente memoria, se refiere al nivel del
producto de neoactividad (es decir, producto de neoactividad del hidroxilo alfa), por ejemplo, el nivel de neoactividad
de 2HG, por ejemplo, de R-2HG, por ejemplo, la neoactividad de 2HG, o el nivel de enzima IDH mutante que tiene
neoactividad, por ejemplo, neoactividad de 2HG (o del ARNm correspondiente). La evaluacion puede ser por un
método descrito en esta memoria.

En una realizacion, el sujeto puede ser evaluado, antes o después del tratamiento, para determinar si el trastorno
relacionado con proliferacion celular se caracteriza por un producto de neoactividad, por ejemplo, 2HG, por ejemplo,
R-2HG.

En una realizacion, se puede analizar un cancer, por ejemplo, un glioma o un tumor cerebral en un sujeto, por
ejemplo, mediante andlisis por formacion de imagenes y / o espectroscopico, por ejemplo, analisis basado en
resonancia magnética, por ejemplo, MRl y / o MRS, por ejemplo, antes o después del tratamiento, para determinar si
se caracteriza por la presencia de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-
2HG.

En una realizacién, el método comprende la evaluacién, por ejemplo, mediante examen o evaluacién directa del
sujeto, o una muestra del sujeto, o la recepcién de tal informacién acerca del sujeto, el genotipo de IDH, por ejemplo,
IDH1 o IDH2, o un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, el fenotipo de 2HG, por ejemplo, R-2HG,
del sujeto, por ejemplo, de una célula, por ejemplo, una célula cancerosa, caracterizada por el trastorno relacionado
con la proliferacién celular. (Como se describe en mas detalle en algun lugar en la presente memoria, la evaluacion
puede ser, por ejemplo, por secuenciacion de ADN, anadlisis de inmunoldgico, evaluacion de la presencia,
distribucion o el nivel de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, por
ejemplo, a partir de analisis espectroscopico, por ejemplo, analisis basado en resonancia magnética, por ejemplo,
mediciéon por MRI y / o MRS, analisis de la muestra tal como analisis de suero o del fluido de la médula espinal, o
mediante analisis de material quirdrgico, por ejemplo, por espectroscopia de masa). En las realizacion, esta
informacién se utiliza para determinar o confirmar que un trastorno relacionado con proliferacion, por ejemplo, un
cancer, se caracteriza por un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG. En
ciertas realizaciones esta informacion se utiliza para determinar o confirmar que un trastorno relacionad con
proliferacién celular, por ejemplo, un cancer, se caracteriza por un alelo de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, descrito
en la presente memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene una mutacion, por ejemplo, una His, Ser, Cys, Gly,
Val, o Leu en el residuo 132, o un alelo IDH2 que tiene una mutacién, por ejemplo, una mutacién en el residuo 172
(por ejemplo, un K, M, S, G, o W) o en el residuo 140 (por ejemplo, un Q, W, o L).
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En una realizacion, antes y / o después de que el tratamiento ha empezado, se evalla o controla al sujeto por un
método descrito en la presente memoria, por ejemplo, el analisis de la presencia, distribucion, o el nivel de un
producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, por ejemplo, para seleccionar,
diagnosticar o pronosticar al sujeto, para seleccionar un inhibidor, o para evaluar la respuesta al tratamiento o
avance de la enfermedad.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferaciéon celular es un tumor del SNC, por ejemplo, un glioma,
una leucemia, por ejemplo, AML o ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, cancer de prostata, fibrosarcoma,
paraganglioma, cancer de tiroides folicular, mieloma, cancer de tiroides, sarcoma, osteosarcoma, neoplasias
mieloproliferativas (por ejemplo, CML), o mielodisplasia o sindrome mielodisplasico y la evaluacién es: evaluacion de
la presencia, distribucion, o el nivel de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo,
R-2HG; o la evaluacion de la presencia, distribucion, o el nivel de una neoactividad, por ejemplo, la neoactividad de
2HG, de una proteina mutante IDH1 o IDH2.

En una realizacion, antes o después que ha empezado el tratamiento, se determina el genotipo de una mutacién de
IDH asociada con neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, una mutacion diferente a una
mutacion en el residuo 132 de IDH1 o diferente de una mutacion en el residuo 140 o 172 de IDH2.

En una realizacion, se determina la presencia de una mutacién IDH1 en el residuo 71 de IDH1 asociado con
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, la neoactividad de 2HG, por ejemplo, una mutacion que tiene un
aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por ejemplo, V71l, por ejemplo, mediante secuenciacion de ADN o
ADNCc gendmico, de una célula afectada.

En una realizacion, se determina la presencia de una mutacion IDH1 en el residuo 100 o 109 de IDH1 asociada con
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, una mutacién diferente a Arg en el
residuo 100 o 109, por ejemplo, mediante secuenciacion del ADN o ADNc gendmico, de una célula afectada.

En una realizacion, se determina la presencia de una mutacion IDH1 en el residuo 70 (por ejemplo, una mutacion
que tiene un aminoacido diferente de Gly en el residuo 70, (por ejemplo, G70V)), 99 (por ejemplo, una mutacion que
tiene un aminoacido diferente de lle en el residuo 99 (por ejemplo, 199M)), 130 (por ejemplo, una mutacion que tiene
un aminoacido diferente de lle en el residuo 130 (por ejemplo, 1130M)), 133 (por ejemplo, una mutaciéon que tiene un
aminoacido diferente de His en el residuo 133 (por ejemplo, H133Q)), 134 (por ejemplo, una mutacién que tiene un
aminoacido diferente de Ala en el residuo 134 (por ejemplo, A134D)) o 178 (por ejemplo, una mutacion que tiene un
residuo diferente de Val en el residuo 178 (por ejemplo, V178l)) asociado con neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, mediante secuenciacion de ADN o ADNc gendmico, de una célula
afectada.

En una realizacién, se determina la presencia de una mutacion IDH2 en el residuo 140 (por ejemplo, una mutacion
que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 140 (por ejemplo, R140Q, R140W, o R140L), 172 (por
ejemplo, una mutacién que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 172 (por ejemplo, R172K, R172M,
R172G, R172S, R172W) o 294 (por ejemplo, una mutacion que tiene un aminoacido diferente de Val en el residuo
294 (por ejemplo, V294M) asociada con la neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, se
determina, por ejemplo, por secuenciacion de ADN o ADNc gendémico, a partir de una célula afectada.

En una realizacion, el trastorno es diferente de un tumor solido. En una realizacion el trastorno es un tumor que, al
momento del diagndstico o el tratamiento, no tiene una porcién necrética. En una realizacion, el trastorno es un
tumor en donde al menos 30, 40, 50, 60, 70, 80 o 90% de las células del tumor portan una mutacién de IHD, por
ejemplo, IDH1 o IDH2, que tiene neoactividad de 2HG, al momento del diagnédstico o el tratamiento.

En una realizacion, el trastorno relacionado con la proliferacion celular es un cancer, por ejemplo, un cancer descrito
en esta memoria, caracterizado por un mutante somatico IDH1 tiene neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo,
neoactividad de 2HG, por ejemplo, un mutante descrito en esta memoria. En una realizacién, el tumor se caracteriza
por mayores niveles de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, 2HG, por ejemplo, R-2HG, comparado con
células no enfermas del mismo tipo.

En una realizacion, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene un glioma, con base en el cancer que
se caracteriza por niveles no deseados, es decir, niveles mayores de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa,
por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferaciéon celular es un tumor del SNC, por ejemplo, un glioma,
por ejemplo, en donde el tumor se caracteriza por un mutante somatico IDH1 que tiene neoactividad del hidroxilo
alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, un mutante descrito en esta memoria. Los gliomas incluyen
tumores astrociticos, tumores oligodendrogliales, tumores oligoastrociticos, astrocitomas anaplasicos y
glioblastomas. En una realizacion, el tumor se caracteriza por mayores niveles de un producto de neoactividad del
hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, comparado con células no enfermas del mismo tipo. Por
ejemplo, en una realizacién, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoéacido diferente de Arg en el residuo
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132. Por ejemplo, el alelo codifica His, Ser, Cys, Gly, Val, Pro o Leu (por ejemplo, His, Ser, Cys, Gly, Val, o Leu), o
cualquier residuo describe en Yan y colaboradores, en el residuo 132, de acuerdo con la secuencia de SEQ ID NO:
8 (véase también la Fig. 21). En una realizacion, el alelo codifica una IDH1 que tiene His en el residuo 132. En una
realizacion, el alelo codifica una IDH1 que tiene Ser en el residuo 132.

En una realizacién, el alelo IDH1 tiene una A (o cualquier otro nucleétido diferente de C) en la posicién del nucleétido
394, o una A (o cualquier otro nucledtido diferente de G) en la posicion del nucledtido 395. En una realizacion, el
alelo es una mutaciéon C394A o G395A de acuerdo con la secuencia de SEQ ID NO: 5.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene un glioma, en donde el cancer se
caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito aqui, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene His, Ser, Cys, Gly, Val, Pro o
Leu en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8), mas especificamente His, Ser, Cys, Gly, Val, o Leu; o His o Cys.

En una realizacién, el método comprende seleccionar un sujeto que tiene un glioma, con base en el cancer que se
caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene His, Ser, Cys, Gly, Val,
Pro o Leu en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8), mas especificamente His, Ser, Cys, Gly, Val, o Leu; o His o Cys.

En una realizacién, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por
ejemplo, V71L.

En una realizacion, el método comprende seleccionar un sujeto que tiene un glioma, en donde el cancer se
caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene lle en el residuo
71 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene un glioma, con base en el cancer que
se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene lle en el residuo 71
(SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene un glioma, en donde el cancer se
caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene un aminoacido
diferente de Arg en el residuo 100 u otro aminoacido diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene un glioma, con base en el cancer que
se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene un aminoacido
diferente de Arg en el residuo 100 otro aminoacido diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene un glioma, con base en el cancer que
esta caracterizado por niveles no deseados, es decir, mayores, de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno de proliferacion celular es fibrosarcoma o paraganglioma en donde el cancer se
caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene Cys en el residuo 132
(SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el trastorno de proliferacion celular es fibrosarcoma o paraganglioma el donde el cancer se
caracteriza por mayores niveles de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-
2HG.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferaciéon celular es cancer de préstata localizado o metastasico,
por ejemplo, adenocarcinoma de préstata, por ejemplo, en donde el cancer se caracteriza por un mutante soméatico
IDH1 que tiene neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, un mutante descrito
en esta memoria. En una realizacion, el cancer se caracteriza por mayores niveles de un producto de neoactividad
del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, en comparacion con las células no enfermas del mismo
tipo.

Por ejemplo, en una realizacién, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el
residuo 132. Por ejemplo, el alelo codifica His, Ser, Cys, Gly, Val, Leu o Pro, o cualquier residuo descrito en Kang y
colaboradores, 2009, Int. J. Cancer, 125: 353-355 en el residuo 132 (por ejemplo, His, Ser, Cys, Gly, Val, o Leu), de
acuerdo con la secuencia de SEQ ID NO: 8 (véase también la Fig. 21). En una realizacion, el alelo codifica una IDH1
que tiene His o Cys en el residuo 132, especificamente, Cys.

En una realizacion, el alelo IDH1 tiene una T (o cualquier otro nucleoétido diferente de C) en la posicidn del nucleétido
394, o un A (o cualquier otro nucleétido diferente de G) en la posiciéon del nucleétido 395. En una realizacion, el alelo
es una mutacion C394T o G395A de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 5.
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En una realizacion, el método comprende la selecciébn de un sujeto que tiene cancer de prostata, por ejemplo,
adenocarcinoma de prostata, en donde el cancer se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por
ejemplo, un alelo IDH1 que tiene His o Cys en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene cancer de prdstata, por ejemplo,
adenocarcinoma de prostata, con base en el cancer que se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria,
por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene His o Cys en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por
ejemplo, V71L.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene cancer de prostata, en donde el cancer
se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene lle en el
residuo 71 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene cancer de préstata, con base en el
cancer que se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene lle en el
residuo 71 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 que codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100
0 un aminoacido diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene cancer de prostata, en donde el cancer
se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 diferente de Arg en el
residuo 100 u otro diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el método comprende la selecciéon de un sujeto que tiene cancer de prostata, con base en el
cancer que se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene un
aminoacido diferente de Arg en el residuo 100 o diferente del aminoacido Arg en el residuo 109.

En una realizacién, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene cancer de préstata, con base en el
cancer que se caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados de un producto de neoactividad del
hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular es un cancer hematolégico, por ejemplo, una
leucemia, por ejemplo, AML, o ALL, en donde el cancer hematoldgico se caracteriza por un mutante somatico IDH1
que tiene neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, una mutante descrito en
esta memoria. En una realizacién, el cancer se caracteriza por mayores niveles de un producto de neoactividad del
hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, comparado con células no enfermas del mismo tipo.

En una realizacion, el trastorno relacionado con la proliferacién celular es leucemia linfoblastica aguda (por ejemplo,
una forma adulta o pediatrica), por ejemplo, en donde la leucemia linfoblastica aguda (algunas veces denominada
aqui como ALL) se caracteriza por un mutante somatico IDH1 que tiene neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo,
neoactividad de 2HG, por ejemplo, un mutante descrito en esta memoria. La ALL puede ser, por ejemplo, B-ALL o T-
ALL. En una realizacion, el cancer se caracteriza por mayores niveles de un producto de neoactividad del hidroxilo
alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, en comparacién con células no enfermas del mismo tipo. Por ejemplo,
en una realizacion, el alelo IDH1 es un IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 132 (SEQ ID
NO: 8). Por ejemplo, el alelo codifica His, Ser, Cys, Gly, Val, Pro o Leu, o cualquier residuo descrito en Kang y
colaboradores, en el residuo 132 (por ejemplo, His, Ser, Cys, Gly, Val, o Leu), de acuerdo con la secuencia de SEQ
ID NO: 8 (véase también la Fig. 21). En una realizacion, el alelo codifica una IDH1 que tiene Cys en el residuo 132.

En una realizacion, el alelo IDH1 tiene una T (o cualquier otro nucleoétido diferente de C) en la posicidn del nucleétido
394.En una realizacion, el alelo es una mutaciéon C394T de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 5.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL,
caracterizado por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene Cys, His o Gly en el
residuo 132 de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 8.

En una realizacion, el método comprende la seleccién de un sujeto con ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, con base
en un cancer que se esta siendo caracterizado por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un
alelo IDH1 que tiene Cys en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por
ejemplo, V71L.
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En una realizacién, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, en
donde el cancer se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que
tiene lle mentira en el residuo 71 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el método comprende la selecciéon de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, con
base en el cancer que se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1
que tiene lle en el residuo 71 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100 u
otro aminoacido diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, en
donde el cancer se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1
diferente de Arg en el residuo 100 o diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, con
base en el cancer que se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que
tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100 u otro aminoacido diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, con
base en el cancer que se caracteriza por niveles indeseados, es decir, aumentados de un producto de neoactividad
del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo R-2HG.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular es la leucemia mieldgena aguda (por ejemplo,
una forma adulta o pediatrica), por ejemplo, en donde la leucemia mielégena aguda (algunas veces denominada en
la presente memoria como AML) se caracteriza por un mutante somatico IDH1 que tiene neoactividad del hidroxilo
alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, un mutante descrito en esta memoria. En una realizacion, el
cancer se caracteriza por mayores niveles de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por
ejemplo, R-2HG, en comparacion con las células no enfermas del mismo tipo. Por ejemplo, en una realizacion, el
alelo IDH1 es un IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8). Por ejemplo, el
alelo codifica His, Ser, Cys, Gly, Val, Pro o Leu, o cualquier residuo descrito en Kang y colaboradores, en el residuo
132 (por ejemplo, His, Ser, Cys, Gly, Val, o Leu), de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 8 (véase también la
Fig. 21). En una realizacion, el alelo codifica una IDH1 que tiene Cys, His o Gly en el residuo 132 de acuerdo con la
secuencia de la SEQ ID NO: 8, especificamente, Cys.

En una realizacion, el alelo IDH1 tiene una T (o cualquier otro nucledétido diferente de C) en la posicidn del nucleétido
394. En una realizacion, el alelo es una mutacién C394T de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 5.

En una realizacién, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene leucemia linfoblastica mielégena aguda
(AML), caracterizada por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene Cys, His, Leu
o Gly en el residuo 132 de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 8, por ejemplo, Cys. En una realizacion, el
alelo IDH1 es un IDH1 que tiene un aminoacido diferente de lle en el residuo 99 (SEQ ID NO: 8), por ejemplo, el
alelo que codifica Met en el residuo 99.

En una realizacioén, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene leucemia linfoblastica mielégena aguda
(AML) con base en el cancer que se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un
alelo IDH1 que tiene Cys, His Leu o Gly en el residuo 132 de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 8, por
ejemplo, Cys; o un alelo IDH1 que tiene Met en el residuo 99.

En una realizacién, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene leucemia linfoblastica mielégena aguda
(AML), con base en el cancer que se caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados de los niveles, de
un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por
ejemplo, V71L.

En una realizacién, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene AML en donde el cancer se caracteriza
por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene lle en el residuo 71 (SEQ ID
NO: 8).

En una realizacion, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene AML, con base en el cancer que se
caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene lle en el residuo 71
(SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100 o
diferente del aminoacido Arg en el residuo 109.
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En una realizacion, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene AML, en donde el cancer se
caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 diferente del aminoéacido
Arg en el residuo 100 o diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene AML, con base en el cancer que se
caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene un aminoacido
diferente de Arg en el residuo 100 o diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion el método comprende ademas la evaluacién del sujeto por la presencia de una mutacién en el
gen NRAS o NPMc.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular es mielodisplasia o sindrome mielodisplasico,
por ejemplo, en donde la mielodisplasia o el sindrome mielodisplasico se caracteriza por tener un mutante somatico
IDH1 que tiene neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, un mutante descrito
en esta memoria. En una realizacion, el trastorno se caracteriza por mayores niveles de un producto de neoactividad
del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, en comparacién con las células no enfermas del mismo
tipo. Por ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH1 es un IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el
residuo 132 (SEQ ID NO: 8). Por ejemplo, el alelo codifica His, Ser, Cys, Gly, Val, Pro o Leu, o cualquier residuo
descrito en Kang y colaboradores (por ejemplo, His, Ser, Cys, Gly, Val o Leu; por ejemplo, Ser, Cys, Gly, o Leu), de
acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 8 (véase también la Fig. 21). En una realizacion, el alelo codifica una
IDH1 que tiene Cys en el residuo 132.

En una realizacion, el alelo IDH1 tiene una T (o cualquier otro nucledétido diferente de C) en la posicion del nucleétido
394. En una realizacion, el alelo es una mutacién C394T de acuerdo con la secuencia de SEQ ID NO: 5.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico caracterizado por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene Cys
en el residuo 132 de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 8.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico con base en el cancer que se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por
ejemplo, un alelo IDH1 que tiene Cys en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacién, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por
ejemplo, V71L.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico en donde el trastorno se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo,
un alelo IDH1 que tiene lle en el residuo 71 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico, con base en el trastorno que se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por
ejemplo, un alelo IDH1 que tiene lle en el residuo 71 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100 o
diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico en donde el trastorno se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo,
un IDH1 alelo diferente del aminoacido Arg en el residuo 100 o diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacién, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico con base en el trastorno que se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo,
un alelo IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100 o diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico, con base en el cancer que se caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados de un
producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno es cancer de tiroides. En una realizacion, el método comprende la seleccion de un
sujeto que tiene cancer de tiroides en donde el cancer de tiroides se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en
esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene una mutacioén en el residuo 70, 130, 133, 134, 0 178 (SEQ ID
NO: 8) (por ejemplo, G70D, 1130M, H133Q, A134D o V178I).

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene cancer de tiroides, con base en el
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cancer de tiroides que se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un IDH1 alelo que
tiene la mutacion en el residuo 70, 130, 133, 134, 0 178 (SEQ ID NO: 8) (por ejemplo, G70D, 1130M, H133Q, A134D
o V178l).

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene cancer de tiroides, con base en el
cancer que se caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados de un producto de neoactividad del
hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG. En una realizacion, el trastorno es cancer folicular de tiroides o
mieloma. En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene cancer de tiroides folicular o
mieloma, con base en el cancer folicular de tiroides o mieloma que se caracteriza por niveles no deseado, es decir,
aumentados de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG. En una
realizacion, el trastorno es neoplasias mieloproliferativas (por ejemplo, CML).

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene neoplasias mieloproliferativas en donde
las neoplasias mieloproliferativas se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un
alelo IDH1 que tiene una mutacion en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8) (por ejemplo, R132C o0 R132G).

En una realizacion, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene neoplasias mieloproliferativas, con
base en las neoplasias mieloproliferativas que se caracterizan por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por
ejemplo, un alelo IDH1 que tiene la mutacion en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8) (por ejemplo, R132C o0 R132G).

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene neoplasias mieloproliferativas, con
base en el cancer que se caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados de un producto de neoactividad
del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular es un glioma, caracterizado por una mutacion, o
alelo preseleccionado, de IDH2 asociado con un neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG.
Por ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el
residuo 172. Por ejemplo, el alelo codifica Lys, Gly, Met, Trp, Thr, Ser, o cualquier residuo descrito en Yan y
colaboradores, en el residuo 172, por ejemplo, Lys, Gly, Met, Trp, o Ser de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID
NO: 10 (véase también la Fig. 22). En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Lys en el residuo 172. En
una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Met en el residuo 172. En una realizacion, el alelo IDH2 codifica
una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 140.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene un glioma, en donde el cancer se
caracteriza por tener un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Lys, Gly, Met,
Trp, Thr, o Ser en el residuo 172 (SEQ ID NO: 10), por ejemplo Lys, Gly, Met, Trp o Ser; o Lys o Met (por ejemplo,
Lys o Met); o un alelo que tiene IDH2 GIn o Trp en el residuo 140 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacién, el método comprende la selecciéon de un sujeto que tiene un glioma, con base en el cancer que
se caracteriza por un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Lys, Gly, Met, Trp,
Thr, o Ser en el residuo 172 ( SEQ ID NO: 10), por ejemplo, Lys, Gly, Met, Trp o Ser; o Lys o Met (por ejemplo, Lys o
Met); o un alelo IDH2 que tiene GIn o Trp en el residuo 140 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacion, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene un glioma, con base en el cancer que
se caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG. En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular es un
cancer de prostata, por ejemplo, adenocarcinoma de prostata, caracterizado por una mutacidon o un alelo
preseleccionado, de IDH2 asociado con un neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG. Por
ejemplo, en una realizacién, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un aminoécido diferente de Arg en el residuo
172. Por ejemplo, el alelo codifica Lys, Gly, Met, Trp, Thr, Ser, o cualquier residuo descrito en Yan y colaboradores,
en el residuo 172, por ejemplo, Lys, Gly, Met, Trp, o Ser, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 10 (véase
también la Fig. 22). En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Lys en el residuo 172. En una
realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Met en el residuo 172.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene un cancer de préstata, por ejemplo,
adenocarcinoma de prostata, en donde el cancer se caracteriza por tener un alelo IDH2 descrito en esta memoria,
por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Lys o Met en el residuo 172 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacion, el método comprende la selecciéon de un sujeto que tiene cancer de prdstata, por ejemplo,
adenocarcinoma de prdstata, con base en el cancer que se caracteriza por un alelo IDH2 descrito en esta memoria,
por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Lys o Met en el residuo 172 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacion, el método comprende la selecciéon de un sujeto que tiene cancer de prdstata, por ejemplo,

adenocarcinoma de préstata, con base en el cancer que se caracteriza por niveles no deseado, es decir,
aumentados de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.
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En una realizacion, el trastorno relacionado con la proliferacion celular es ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL,
caracterizado por una mutacién o alelo preseleccionado, de IDH2 asociado con una neoactividad del hidroxilo alfa,
por ejemplo, neoactividad de 2HG. Por ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un
aminoacido diferente de Arg en el residuo 172. Por ejemplo, el alelo codifica Lys, Gly, Met, Trp, Thr, Ser, o cualquier
residuo descrito en Yan y colaboradores, en el residuo 172, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO:. 10
(véase también la Fig. 22). En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Lys en el residuo 172. En una
realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Met en el residuo 172.

En una realizacion, el procedimiento comprende la seleccién de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-
ALL, en donde el cancer se caracteriza por tener un alelo IDH2 descrito en la presente memoria, por ejemplo, un
alelo IDH2 que tiene Lys o Met en el residuo 172 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacion, el procedimiento comprende la seleccién de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-
ALL, con base en el cancer que se caracteriza por un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo
IDH2 que tiene Lys o Met en el residuo 172 ( SEQ ID NO: 10).

En una realizacion, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, con
base en el cancer que se caracteriza por niveles no deseado, es decir, aumentados de un producto de neoactividad
del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular es AML, caracterizado por una mutacion, o alelo
preseleccionado, de IDH2 asociado con una neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG. Por
ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo
172. Por ejemplo, el alelo codifica Lys, Gly, Met, Trp, Thr, Ser, o cualquier residuo descrito en Yan y colaboradores,
en el residuo 172, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 10 (véase también la Fig. 22), por ejemplo, Lys,
Gly, Met, o Ser. En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Lys en el residuo 172. En una realizacion, el
alelo codifica una IDH2 que tiene Met en el residuo 172. En una realizacion, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que
tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 140 (por ejemplo, el alelo codifica un GIn o Leu en el residuo
140).

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene AML, en donde el cancer se
caracteriza por tener un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Lys, Gly o Met en
el residuo 172 (SEQ ID NO: 10), por ejemplo Lys. En una realizacion, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un
aminoacido diferente de Arg en el residuo 140 (por ejemplo, el alelo codifica un GIn o Leu en el residuo 140).

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene AML, con base en el cancer que se
caracteriza por un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Lys, Gly o Met en el
residuo 172 (SEQ ID NO: 10), por ejemplo, Lys. En una realizacion, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un
aminoacido diferente de Arg en el residuo 140 (por ejemplo, el alelo codifica un GiIn o Leu en el residuo 140).

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene AML, con base en el cancer que se
caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular es mielodisplasia o sindrome mielodisplasico,
caracterizado por una mutacion o alelo preseleccionado, de IDH2. Por ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH2
codifica una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 172 o diferente de Arg en el residuo 140.
Por ejemplo, el alelo codifica Lys, Gly, Met, Trp, Thr, Ser, o cualquier residuo descrito en Yan y colaboradores, en el
residuo 172, por ejemplo, Lys, Gly, Met, o Ser, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 10 (véase también la
Fig. 22). En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Lys en el residuo 172. En una realizacion, el alelo
codifica una IDH2 que tiene Met en el residuo 172. Por ejemplo, el alelo codifica Leu (L) o GIn (Q) en el residuo 140.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico, en donde el cancer se caracteriza por tener un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo, un
alelo IDH2 que tiene Lys o Met en el residuo 172 (SEQ ID NO: 10), por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Lys en el
residuo 172 (SEQ ID NO: 10); o un alelo que IDH2 que tiene Leu o GIn en el residuo 140.

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico, con base en el cancer que se caracteriza por un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo,
un alelo IDH2 que tiene Lys o Met en el residuo 172 (SEQ ID NO: 10), por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Lys en el
residuo 172 (SEQ ID NO: 10); o un alelo IDH2 que tiene Leu o GIn en el residuo 140.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome

mielodisplasico, con base en el cancer que se caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados de un
producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.
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En una realizacion, el trastorno es melanoma. En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular
es melanoma, que se caracteriza por una mutacion o alelo preseleccionado, de IDH2. Por ejemplo, en una
realizacion, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Val en el residuo 294. Por ejemplo,
el alelo codifica Met en el residuo 294 de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 10 (véase también la Fig. 22).

En una realizacion, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene el melanoma, en donde el cancer se
caracteriza por tener un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Met en el residuo
294 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene melanoma, con base en el cancer que
se caracteriza por un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Met en el residuo
294 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacion, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene melanoma, con base en el cancer que
se caracteriza por no niveles deseado, es decir, aumentados de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno es neoplasia mieloproliferativa (por ejemplo, CML). En una realizacion, el trastorno
relacionado con proliferacion celular es neoplasia mieloproliferativa (por ejemplo, CML), caracterizado por una
mutacion o alelo preseleccionado, de IDH2. Por ejemplo, en una realizacién, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que
tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 140 o 172. Por ejemplo, el alelo codifica Trp (W) en el residuo
140 o un alelo que codifica Gly (G) en el residuo 172 de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 10 (véase
también la Fig. 22).

En una realizacion, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene neoplasia mieloproliferativa (por
ejemplo, CML), en donde el cancer se caracteriza por tener un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo, un
alelo IDH2 que tiene Trp en el residuo 140 o Gly en el residuo 172 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene neoplasia mieloproliferativa (por
ejemplo, CML), con base en el cancer que se caracteriza por un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo,
un alelo IDH2 que tiene Trp en el residuo 140 o Gly en el residuo 172 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacion, un producto de la neoactividad es 2HG (por ejemplo, R-2HG), que actia como un metabolito. En
otra realizacion, un producto de la neoactividad es 2HG (por ejemplo, R-2HG), que actia como una toxina, por
ejemplo, un carcinégeno.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en esta memoria pueden resultar en efectos secundarios reducidos
con relacion a otros métodos conocidos del tratamiento del cancer.

Los agentes y métodos terapéuticos de evaluacion del sujeto descritos en la presente memoria se pueden combinar
con otras modalidades terapéuticas, por ejemplo, con tratamientos conocidos en la técnica.

En una realizacién, el método comprende proporcionar un segundo tratamiento, al sujeto, por ejemplo, remocion
quirdrgica, irradiacion o administracion de un agente quimioterapéutico, por ejemplo, una administraciéon de un
agente de alquilaciéon. La administracion (o el establecimiento de niveles terapéuticos) del segundo tratamiento
pueden: empezar antes del comienzo del tratamiento con (o antes del establecimiento de los niveles terapéuticos
de) el inhibidor; empezar después del comienzo del tratamiento con (o después del establecimiento de niveles
terapéuticos de) el inhibidor, o se puede administrar simultdneamente con el inhibidor, por ejemplo, para lograr
niveles terapéuticos de ambos al mismo tiempo.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacién celular es un tumor del SNC, por ejemplo, un glioma, y
la segunda terapia comprende la administracién de uno o mas de: radiacion; un agente de alquilacién, por ejemplo,
temozolomida, por ejemplo, Temoader®, o BCNU; o un inhibidor de tirosina quinasa HER1/EGFR, por ejemplo,
erlotinib, por ejemplo, Tarceva®.

La segunda terapia, por ejemplo, en el caso de glioma, puede comprender la implantacién de BCNU o carmustina en
el cerebro, por ejemplo, implantacion de una oblea de Gliadel®.

La segunda terapia, por ejemplo, en el caso de glioma, puede comprender la administracion de imatinib, por
ejemplo, Gleevec®.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular es cancer de préstata y la segunda terapia
comprende uno o mas de: ablaciéon de andrégenos; administracion de un estabilizador de microtubulos, por ejemplo,
docetaxol, por ejemplo, Taxotere®; o la administracidon de una inhibidor de topoisomerasa Il, por ejemplo,
mitoxantrona.
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En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacién celular es ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, y la
segunda terapia comprende uno o mas de:

tratamiento en fase de induccion que comprende la administracion de uno o mas de: un esteroide; un inhibidor de
ensamblaje de microtubulos, por ejemplo, vincristina; un agente que reduce la disponibilidad de asparagina, por
ejemplo, asparaginasa; una antraciclina; o un antimetabolito, por ejemplo, metotrexato, por ejemplo, metotrexato
intratecal, o 6-mercaptopurina;

tratamiento en fase de consolidacidon que comprende la administracién de uno o mas de: un farmaco enumerado
anteriormente para la fase de induccién; un antimetabolito, por ejemplo, un analogo de guanina, por ejemplo, 6-
tioguanina; un agente de alquilacion, por ejemplo, ciclofosfamida; un anti-metabolito, por ejemplo, AraC o citarabina;
o un inhibidor de topoisomerasa |, por ejemplo, etopésido; o

tratamiento en fase de mantenimiento que comprende la administracién de uno o méas de los farmacos mencionados
anteriormente, para el tratamiento en fase de induccién o de consolidacion.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular es AML y la segunda terapia comprende la
administracion de uno o mas de: un inhibidor de topoisomerasa Il, por ejemplo, daunorrubicina, idarrubicina,
topotecano o mitoxantrona; un inhibidor de topoisomerasa |, por ejemplo, etopdsido; un anti-metabolito, por ejemplo,
AraC o citarabina; o un agente de hipometilacion. En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacién
celular es MDS vy la segunda terapia comprende uno o mas de: un inhibidor de topoisomerasa Il, por ejemplo,
daunorrubicina, idarrubicina, topotecano o mitoxantrona; un inhibidor de la topoisomerasa I, por ejemplo, etopésido;
un antimetabolito, por ejemplo, AraC o citarabina; o un agente de hipometilacion. Como se discutioé anteriormente,
los inventores han descubierto que IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, mutantes somaticos que tienen neoactividad del
hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, pueden resultar en un aumento significativo en el nivel de del
producto de neoactividad del hidroxilo alfa celular, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG. En formas de realizacion,
el método incluye proporcionar un tratamiento al sujeto en donde el tratamiento comprende:

i) proporcionar un tratamiento que disminuye la capacidad de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, para competir con un analogo estructural celular del producto de neoactividad
del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, por la interaccion con, por ejemplo, enlazamiento con un
componente celular;

ii) administracion al sujeto, de un analogo estructural celular del producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, o un profarmaco de los mismo; o

iii) la administracion de un compuesto que reduce los niveles celulares del producto de neoactividad del hidroxilo
alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, por ejemplo, mediante la degradacién o metabolizacién del producto de
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, tratando de este modo a dicho sujeto.

En una realizacion, la disminucién de la capacidad de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa ara competir con
un analogo estructural celular del producto de neoactividad del hidroxilo alfa significa aumentar la concentracion
celular del analogo estructural del producto de neoactividad del hidroxilo alfa con relacion a la concentraciéon del
producto de neoactividad del hidroxilo alfa.

En una realizacién, un analogo estructural del producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por
ejemplo, R-2HG, es una sustancia que puede competir, bajo condiciones fisioldgicas, con el producto de
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, por el enlazamiento con un componente
celular, por ejemplo, una enzima, por ejemplo, prolil hidroxilasa, una dioxigenasa, una histona de desmetilasa tal
como un miembro de la familia JHDM. (Las proteinas JHDM usan cetoglutarato alfa y hierro (Fe) como cofactores
para hidroxilar el sustrato metilado). La afinidad del producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG,
por ejemplo, R-2HG, por el sustrato es al menos tan grande como la afinidad del analogo estructural del producto de
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, por una o mas de las enzimas nombradas.

En una realizacion, el analogo estructural celular del producto de neoactividad del hidroxilo alfa es un compuesto de
la siguiente formula:

en donde

cadaR%y R® son independientemente H, un ién metalico, o una carga negativa;

R® es un donador o aceptor de enlace de hidrégeno, y puede enlazarse con la cadena carbonada por medio de un
enlace sencillo o doble, como se indica por medio de la linea punteada; y

nes0,1,02.
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Los ejemplos de donantes de enlaces de hidrogeno incluyen grupos hidroxilo y amino. Un ejemplo de un aceptor de
enlaces de hidrégeno es un carbonilo.

En una realizacion, el analogo estructural celular del producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG,
por ejemplo, R-2HG, es un metabolito, por ejemplo, glutamato o cetoglutarato alfa.

En una realizacion, la competencia comprende competencia entre el producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, y un analogo estructural celular del producto de neoactividad del hidroxilo alfa,
por ejemplo, cetoglutarato alfa, por la interaccion con un componente celular, por ejemplo, una proteina celular, por
ejemplo, una enzima. En una realizacién, la interaccion puede comprender el enlazamiento con el componente
celular. En una realizacion, la interaccién puede comprender modificacién, por ejemplo, modificacion covalente, de
uno o mas de: el producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG; un anéalogo
estructural celular del producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, cetoglutarato alfa; o el componente
celular, por ejemplo, una proteina celular, por ejemplo, una enzima. En una realizacién, la modificacion es catalizada
0 mediada por el componente celular. Por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, puede competir con cetoglutarato alfa,
por la modificacion del cetoglutarato alfa, por el componente celular, por ejemplo, una enzima.

En una realizacion, el mayor nivel del producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-
2HG, altera la funcion celular, por ejemplo, el metabolismo celular o la funcién mitocondrial, mediante la competencia
con componentes celulares que son estructuralmente similares al producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, por ejemplo, para el acceso a los sustratos.

En una realizacién, el tratamiento comprende la administracion de un compuesto, por ejemplo, un compuesto
descrito en esta memoria, que es un analogo estructural celular de origen natural de 2HG, por ejemplo, R-2HG, o un
profarmaco del analogo estructural celular de origen natural.

Los compuestos adecuados comprenden, por ejemplo, un metabolito, por ejemplo, glutamato o cetoglutarato alfa, o
un profarmaco de los mismos. En una realizacién, el compuesto compite con 2HG, por ejemplo, R-2HG, por el
enlazamiento con una enzima. Los ejemplos de enzimas comprenden prolil hidroxilasa celular, una dioxigenasa, y
una histona desmetilasa tal como un miembro de la familia JHDM.

En una realizacién, el analogo estructural celular del producto neoactivo del hidroxilo alfa, o un profarmaco del
mismo, es un compuesto de la férmula siguiente:

0] 0
RZ. R
n R4
en donde R', R?, R* y n son como se describen en la presente memoria. El ejemplo estructural de un producto
neoactivo del hidroxilo alfa, o profarmaco del mismo, es un compuesto de Férmula |, II, lll, IV o V:
O 0
R, My~ R' 7 9 R? i i R’
0 s "3 ey R Ot © oy
0 O raNH
(D (1) (11D
R3, R
@] NH @) (@]
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en donde R1, R2, y R® son como se definen en la presente memoria.

En una realizacion, el tratamiento comprende la administraciéon de un compuesto que reduce los niveles celulares
del producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, por ejemplo, mediante la
degradacion o metabolizacion del producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-
2HG. Por ejemplo, el tratamiento puede comprender la administracion de un cofactor para una enzima que
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metaboliza el producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, por ejemplo, la
administracion de FAD (flavina adenina dinucleétido), o un precursor del mismo, por ejemplo, riboflavina, o un
analogo de FAD, el cofactor para 2HG deshidrogenasa.

En una realizacién, el agente terapéutico secuestra un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG,
por ejemplo, R-2HG, inactiva un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG,
o aumenta la conversién metabdlica de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por
ejemplo, R-2HG, con otro producto. Por ejemplo, tal tratamiento puede incluir la administracion de un anticuerpo,
aptamero o molécula pequefa que se enlaza con e inactiva un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, o la administracion de una enzima, o un acido nucleico que codifica una enzima,
que convierte un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG en otro
compuesto. Por ejemplo, se puede administrar al sujeto una deshidrogenasa, por ejemplo, 2HG deshidrogenasa, o
un gen que la codifica, o un tratamiento que aumenta su actividad.

En un aspecto, se describe un método de tratamiento de un sujeto con AML o MDS caracterizado por i) la presencia
de un IDH mutante que tiene neoactividad de 2HG o ii) niveles elevados de 2HG, comprendiendo el método la
administracion al sujeto que requiera del mismo de una cantidad terapéuticamente efectiva de un agente de
hipometilacién, para tratar asi al sujeto. En algunas realizaciones, el sujeto es un sujeto que no tiene o no se le ha
diagnosticado que tiene aciduria 2-hidroxiglutarica. En algunas realizaciones, el agente de hipometilacion es
decitabina (5-aza-desoxicitidina), zebularina, isotiocianatos, azacitidina (5-azacitidina), 5-flouro-2'-desoxicitidina, o
5,6-dihidro-5-azacitidina.

Se describe un método de evaluacion, por ejemplo, diagnéstico de un sujeto, por ejemplo, de un sujeto que no tiene,
0 no se le ha diagnosticado que la tiene, aciduria 2-hidroxiglutarica. EI método comprende el analisis de un
parametro relacionado con el genotipo o fenotipo de neoactividad del sujeto, por ejemplo, el analisis de uno o mas
de:

a) la presencia, distribucion, o el nivel de un producto de una neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por
ejemplo, R-2HG, por ejemplo, un mayor nivel del producto, 2HG, por ejemplo, R-2HG (como se utiliza en esta
memoria, un mayor nivel de un producto de una neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-
2HG, o un término similar, por ejemplo, un mayor nivel de un producto neoactivo o de producto de neoactividad,
significa un aumento en comparacién con una referencia, por ejemplo, el nivel observado en una célula por lo demas
similar que carece de la mutacion de IDH, por ejemplo, la mutaciéon IDH1 o IDH2, o en un tejido o producto de un
sujeto que no lo tiene);

b) la presencia, distribucion, o el nivel de una neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, de
una proteina mutante IDH1 o IDH2;

c) la presencia, distribucion, o el nivel de una proteina mutante IDH neoactiva, por ejemplo, una proteina mutante
IDH1 o IDH2, que tiene neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad 2HG, o un ARN correspondiente; o

d) la presencia de un alelo o mutacién somatica seleccionada que confiere neoactividad de IDH, por ejemplo, IDH1 o
IDH2, que codifica una proteina IDH con una neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, por
ejemplo, un alelo descrito en esta memoria, en células caracterizadas por un trastorno relacionado con proliferacion
celular del sujeto,

evaluando asi al sujeto.

En una realizacion, el analisis comprende la realizacién de un procedimiento, por ejemplo, una prueba, para
proporcionar datos o informacién sobre une o méas de a-d, por ejemplo, llevando a cabo un método que resulta en un
cambio fisico en una muestra, en el sujeto, o en un dispositivo o reactivo utilizado en el andlisis, o que resulta en la
formacion de una imagen representativa de los datos. Los métodos para obtener y analizar muestras y el analisis in
vivo en sujetos, descritos en otra parte en esta memoria, por ejemplo, en la seccion titulada "Métodos de evaluacion
de muestras y / o sujetos”, se pueden combinar con este método. En ofra realizacion, el analisis comprende el recibo
de datos o de informacion a partir de tal prueba de un tercero. En una realizacion, el analisis comprende el recibo de
datos o informacién de dicha prueba de otro tercero y, el método comprende, la respuesta a los datos o informacion
administrando un tratamiento al sujeto.

Como se describe en la presente memoria, se puede utilizar la evaluacién en una cantidad de aplicaciones, por
ejemplo, para diagndstico, prondstico, estadificacion, determinacién de la eficacia del tratamiento, seleccién de la
patente, o seleccion del farmaco.

Por lo tanto, en una realizacion, el método comprende ademas, por ejemplo, la sensibilidad al analisis de uno o mas
de a-d:

el diagnostico del sujeto, por ejemplo, el diagnéstico del sujeto que tiene un trastorno relacionado con proliferacion
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celular, por ejemplo, un trastorno caracterizado por a proliferaciéon celular no deseada, por ejemplo, cancer o un
trastorno precanceroso;

la estadificacion del sujeto, por ejemplo, la determinacién de la etapa de un trastorno relacionado con proliferacion
celular, por ejemplo, un trastorno caracterizado por proliferacién celular no deseada, por ejemplo, cancer o un
trastorno precanceroso;

proporcionar un prondstico para el sujeto, por ejemplo, proporcionando un prondstico para un trastorno relacionado
con proliferacion celular, por ejemplo, un trastorno caracterizado por proliferaciéon celular no deseada, por ejemplo,
cancer o un trastorno precanceroso;

determinar la eficacia de un tratamiento, por ejemplo, la eficacia de un agente quimioterapéutico, irradiacion o
cirugia;

determinar la eficacia de un tratamiento con un agente terapéutico, por ejemplo, un inhibidor, descrito en esta
memoria;

seleccionar al sujeto para un tratamiento por un trastorno relacionado con proliferacién celular, por ejemplo, un
trastorno caracterizado por proliferacion celular no deseada, por ejemplo, cancer o un trastorno precanceroso. La
seleccion puede basarse en la necesidad de reducir la neoactividad del hidroxilo alfa o la necesidad de mejora una
condicion asociada con o resultante de neoactividad del hidroxilo alfa. Por ejemplo, si se determina que el sujeto
tiene un trastorno relacionado con proliferacion celular, por ejemplo, cancer o un trastorno precanceroso
caracterizado por niveles no deseado, es decir, mayores de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, o por un IDH1 o IDH2 mutante, que tiene neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, neoactividad de 2HG, la seleccién del sujeto para el tratamiento con un agente terapéutico descrito en esta
memoria, por ejemplo, un inhibidor (por ejemplo, una molécula pequefia o un inhibidor con base en acido nucleico) o
la neoactividad de ese mutante (por ejemplo, conversion de cetoglutarato alfa en 2HG, por ejemplo, R-2HG);

la correlacion del analisis con un resultado o un prondstico;

proporcionar un valor para un analisis en el cual se basa la evaluacion, por ejemplo, el valor para un parametro
correlacionado con la presencia, distribucion, o nivel de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo,
2HG, por ejemplo, R-2HG;

proporcionar una recomendacion para el tratamiento del sujeto; o

memorizar un resultado del método, por ejemplo, una medicidon hecha en el trascurso de la realizacion del método, y
opcionalmente transmitir la memorizacién a un tercero, por ejemplo, el sujeto, un proveedor de salud, o una entidad
que paga para el tratamiento del sujeto, por ejemplo, un gobierno, una compafia de seguros, u otra tercera parte
pagadora.

Como se describe en esta memoria, la evaluacidon puede proporcionar informaciéon sobre la cual se basan una
cantidad de decisiones o tratamientos.

Por lo tanto, en una realizacion, el resultado de la evaluacion, por ejemplo, un nivel no deseado, es decir, aumentado
de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, la presencia de una
neoactividad de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, por ejemplo, neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo,
neoactividad de 2HG, la presencia de una proteina mutante de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, (o el ARN
correspondiente) que tiene neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, la presencia de un
alelo mutante de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, que tiene neoactividad del hidroxilo alfa, neoactividad de 2HG, por
ejemplo, un alelo divulgado en la presente memoria, es indicativa de:

un trastorno relacionado con proliferacion celular, por ejemplo, cancer, por ejemplo, es indicativo de una lesion
primaria o metastasica;

la etapa de un trastorno relacionado con proliferacion celular;

un prondstico o resultado de un trastorno relacionado con proliferacién celular, por ejemplo, es indicativo de una
forma menos agresiva del trastorno, por ejemplo, cancer. Por ejemplo, en el caso de glioma, la presencia de un
producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, puede indicar una forma menos
agresiva del cancer;

la eficacia de un tratamiento, por ejemplo, la eficacia de un agente quimioterapéutico, irradiacién o cirugia;

la necesidad de una terapia descrita en esta memoria, por ejemplo, inhibicién de la neoactividad de un mutante

neoactivo de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, descrito en esta memoria. En una realizacién, los niveles relativamente
altos (o la presencia del mutante) se correlacionan con la necesidad de la inhibicion de una neoactividad de una IDH,
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por ejemplo, mutante IDH1 o IDH2, descrito en esta memoria; o

sensibilidad a un tratamiento. El resultado se puede utilizar como un biomarcador no invasivo para una respuesta
clinica. Por ejemplo, los niveles elevados pueden ser predictivos de un resultado mejor en pacientes con glioma (por
ejemplo, mayor expectativa de vida).

Como se describe aqui, la evaluacién puede proporcionar permitir la seleccién de un sujeto.

Por lo tanto, en una realizacion el método comprende, por ejemplo, la sensibilidad al analisis de uno o mas de a-d, la
seleccion de un sujeto, por ejemplo, para un tratamiento. El sujeto puede ser seleccionado con base en lo descrito
en esta memoria, por ejemplo, con base en:

estando dicho sujeto en riesgo de, o que tiene, niveles superiores a los normales, dijo es decir, mayores de un
producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2-hidroxiglutarato (por ejemplo, R-2HG) en una célula que
tiene un trastorno relacionado con proliferaciéon celular, por ejemplo, una leucemia, tal como AML o ALL, por
ejemplo, B-ALL o T-ALL, o una lesién tumoral, por ejemplo un glioma o un tumor de prostata;

teniendo dicho sujeto un trastorno relacionado con proliferacién caracterizado por un alelo IDH seleccionado, por
ejemplo, IDH1 o IDH2, por ejemplo, una mutaciéon IDH1 o IDH2, que tiene neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, neoactividad de 2HG;

teniendo dicho sujeto un alelo IDH seleccionado, por ejemplo, un alelo IDH1 o IDH2 seleccionado; que tiene
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG;

teniendo dicho sujeto un trastorno relacionado con proliferacion;

estando dicho sujeto con necesidad de, o siendo capaz de beneficiarse de, un agente terapéutico de un tipo descrito
en esta memoria, dijo;

estando dicho sujeto con necesidad de, o siendo capaz de beneficiarse de, un compuesto que inhibe la neoactividad
del hidroxilo alfa, por ejemplo, la neoactividad de 2HG;

estando dicho sujeto con necesidad de, o siendo capaz de beneficiarse de, un compuesto que disminuye el nivel de
un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG;

estando dicho sujeto con necesidad de, o siendo capaz de beneficiarse de, un agente antiglicolitico o un anti-
oxidante, por ejemplo, para mejorar los efectos de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa no deseado, es
decir, aumentado, por ejemplo, 2HG por ejemplo, R-2HG; o

estando dicho sujeto con necesidad de, o siendo capaz de beneficiarse de un tratamiento que mejora un efecto de la
competicién de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, con un
componente celular, por ejemplo, cetoglutarato alfa, por interaccion con un componente celular.

En una realizacion, la evaluacion comprende la selecciéon del sujeto, por ejemplo, por tratamiento con un agente
antineoplasico, en el establecimiento de, o la determinacion de que, el sujeto tiene un producto de neoactividad del
hidroxilo alfa, no deseado, es decir, aumentado, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, o neoactividad del hidroxilo
alfa no deseada, es decir, aumentada, por ejemplo, neoactividad de 2HG, o que el sujeto requiere la inhibicién de
una neoactividad de un mutante de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, descrito en esta memoria.

Como se describe en esta memoria, las evaluaciones proporcionadas por los métodos descritos aqui permiten la
seleccién de regimenes de tratamiento éptimos.

Por lo tanto, en una realizacion el método comprende, por ejemplo, la sensibilidad al andlisis de uno o mas de a-d, la
seleccidn de un tratamiento para el sujeto, por ejemplo, la selecciéon de un tratamiento con base en lo divulgado en
esta memoria. El tratamiento puede ser la administraciéon de un agente terapéutico divulgado en la presente
memoria. El tratamiento se puede seleccionar con base en que:

es util en el tratamiento de un trastorno caracterizada por uno o mas de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo,
neoactividad de 2HG, una proteina mutante IDH1 o IDH2, que tiene neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo,
neoactividad de 2HG (o un ARN correspondiente);

es util en el tratamiento de un trastorno caracterizado por un alelo o mutaciéon somatica seleccionada de un IDH, por
ejemplo, IDH1 o IDH2, que codifica una proteina con neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de
2HG, por ejemplo, un alelo divulgado en la presente memoria, en células caracterizadas por un trastorno relacionado
con proliferacién celular de un sujeto;
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reduce el nivel de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG;
reduce el nivel de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG;

es util en el tratamiento de un cancer que tiene dafio mitocondrial asociado con mayores niveles de un producto de
neoactividad del hidroxilo alfa no deseado, es decir, aumentado, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, y es por
ejemplo, un agente antiglicolitico o un antioxidante; o

es util en el tratamiento de un cancer que tiene niveles de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, que compiten con un componente celular, por ejemplo, cetoglutarato alfa, por
interaccion con un componente celular.

En una realizacion, la evaluacion comprende la seleccion del sujeto, por ejemplo, para el tratamiento.
En las realizaciones, el tratamiento es la administracion de un agente terapéutico descrito en esta memoria.

Los métodos también pueden incluir el tratamiento de un sujeto, por ejemplo, con un tratamiento seleccionado en
respuesta a, o con base en una evaluaciéon hecha en el método.

Por lo tanto, en una realizacion, el método comprende, por ejemplo, la sensibilidad al andlisis de uno o mas a-d, la
administracion de un tratamiento al sujeto, por ejemplo, la administracién de un agente terapéutico de un tipo
descrito en la presente memoria.

En una realizacion, el agente terapéutico comprende un compuesto de la Tabla 24a o de la Tabla 24b o un
compuesto que tiene la estructura de la Formula (X) o (XI) descrita mas adelante, o un compuesto como se describe
en la solicitud provisional de los Estados Unidos No. 61/365.072.

En una realizacion, el agente terapéutico comprende un acido nucleico, por ejemplo, ARNbc, por ejemplo, un ARNbc
descrito en esta memoria.

En una realizacién, el agente terapéutico es un analogo estructural celular de un producto de neoactividad del
hidroxilo alfa, de un profarmaco del mismo, por ejemplo, como se describe en la seccién titulada "Analogos
estructurales celulares de productos de neoactividad, y profarmacos de los mismos" en otra parte en la presente
memoria.

En una realizacion, el agente terapéutico es un agente antiglicolitico, por ejemplo, un agente anti-glicolitico descrito
en la seccion titulada "compuestos antiglicoliticos" en esta memoria.

En una realizacion, el agente terapéutico es un antioxidante, por ejemplo, un agente antioxidante descrito en la
seccion titulada "Antioxidantes" en la presente memoria.

En una realizacion, el agente terapéutico es un agente hipometilante, por ejemplo, un agente de hipometilacion
descrito en la seccién titulada "Agentes de hipometilaciéon" en la presente memoria.

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor, por ejemplo, un polipéptido, péptido o una molécula
pequefa (por ejemplo, una molécula de menos de 1.000 daltons), o un aptamero, que se enlaza con un mutante
IDH1 o IDH2 o una subunidad de tipo silvestre e inhibe la neoactividad, por ejemplo, mediante la inhibicion de la
formacion de un dimero, por ejemplo, un homodimero de las subunidades IDH1 o IDH2 mutantes o un heterodimero
de una subunidad mutante y una de tipo silvestre. En una realizacion, el inhibidor es un polipéptido. En una
realizacién, el polipéptido actia como un dominante negativo con respecto a la neoactividad de la enzima mutante
IDH. El polipéptido puede corresponder con IDH1 o IDH2 de longitud completa o un fragmento de los mismo. El
polipéptido no necesita ser idéntico a los residuos correspondientes de IDH1 o IDH2 de tipo silvestre, pero en ciertas
realizaciones tiene al menos 60, 70, 80, 90 0 95% de homologia con los IDH1 o IDH2 de tipo silvestre.

En una realizacién, el agente terapéutico disminuye la afinidad de una proteina mutante neoactiva de IDH, por
ejemplo, IDH1 o IDH2 por NADH, NADPH o un i6n metdlico divalente, por ejemplo, Mg2+ o Mn* o disminuye los
niveles o disponibilidad de NADH, NADPH o de un i6n metalico divalente, por ejemplo, Mg2+ o) Mn2+, por ejemplo,
mediante la competicién por el enlazamiento con la enzima mutante. En una realizacion, la enzima es inhibida
reemplazando Mg?* o Mn?* con Ca*".

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor que reduce el nivel de una neoactividad de una IDH, por
ejemplo, IDH1 o IDH2, por ejemplo, neoactividad de 2HG.

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor que reduce el nivel del producto de un mutante que tiene

una neoactividad de un mutante de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, por ejemplo, reduce el nivel de 2HG, por
ejemplo, R-2HG.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2594402 T3

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor que:

inhibe, por ejemplo, especificamente, una neoactividad de un IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, por ejemplo, una
neoactividad descrita en esta memoria, por ejemplo, neoactividad de 2HG; o

inhibe tanto la actividad de tipo silvestre como la neoactividad de un IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, por ejemplo,
una neoactividad descrita en esta memoria, por ejemplo, neoactividad de 2HG.

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor que se selecciona con base en que:

inhibe, por ejemplo, especificamente, una neoactividad de un IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, por ejemplo, una
neoactividad descrita en la presente memoria, por ejemplo, neoactividad de 2HG; o

inhibe tanto la actividad de tipo silvestre y como la neoactividad de un IDH1, por ejemplo, IDH1 o IDH2, por ejemplo,
una neoactividad descrita en esta memoria, por ejemplo, neoactividad de 2HG.

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor que reduce la cantidad de una proteina o un ARNm de IDH
mutante, por ejemplo, IDH1 o IDH2.

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor que interactua directamente con, por ejemplo, se enlaza
con, el ARNm de IDH mutante, por ejemplo, IDH1 o IDH2.

En una realizacién, el agente terapéutico es un inhibidor que interactua directamente con, por ejemplo, se enlaza
con, la proteina IDH mutante, por ejemplo, IDH1 o IDH2.

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor que reduce la cantidad de actividad de la enzima IDH
neoactiva, por ejemplo, mediante interaccion con, por ejemplo, enlazamiento con, proteina IDH mutante, por
ejemplo, IDH1 o IDH2. En una realizacion, el inhibidor es diferente a un anticuerpo.

En una realizacion, el inhibidor se enlaza con IDH1 mutante y reduce la interaccién entre el residuo N96 o S94 con
cetoglutarato alfa.

En una realizacion, el inhibidor se enlaza con IDH1 y provoca una alteraciéon en las posiciones de N96 o S94 del
IDH1 mutante.

En una realizacion, el inhibidor se enlaza con IDH1 y provoca una alteracion en la posicion del residuo Y139.

En una realizacion, el agente terapéutico es un inhibidor que es una molécula pequefa e interactua con, por
ejemplo, se enlaza con el ARN mutante, por ejemplo, ARNm IDH1 o IDH2 mutante.

En una realizacién, el agente terapéutico es un inhibidor que interactua directamente con, por ejemplo, se enlaza, ya
sea con la proteina IDH mutante, por ejemplo, IDH1 o IDH2, o interactiua directamente con, por ejemplo, se enlaza
con el ARNm de IDH mutante, por ejemplo, ARNm de IDH1 o IDH2.

En una realizacion se administra el agente terapéutico.

En una realizacion, el tratamiento: inhibe, por ejemplo, especificamente, un neoactividad de IDH1 o IDH2; o inhibe
tanto la actividad de tipo silvestre como una neoactividad de IDH1 o IDH2. En una realizacién, el sujeto es evaluado
o controlado posteriormente por un método descrito en la presente memoria, por ejemplo, el analisis de la presencia,
distribucion, o el nivel de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, por
ejemplo, para evaluar la respuesta al tratamiento o el avance de la enfermedad.

En una realizacion, el tratamiento se selecciona con base en que: inhibe, por ejemplo, especificamente, una
neoactividad de IDH1 o IDH2, por ejemplo, neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG; o
inhibe tanto la actividad de tipo silvestre como la neoactividad de IDH1 o IDH2, por ejemplo, una neoactividad
descrita en esta memoria.

En una realizacién, el método comprende la determinacion de la posibilidad de una mutacién diferente de una
mutacion en IDH1 o en IDH2. En formas de realizacion, un nivel relativamente alto de 2HG, por ejemplo, R-2HG es
indicativo de otra mutacion.

En una realizacion, en donde la realizacién incluye la seleccion o administracion de un tratamiento para el sujeto, el
sujeto:

no ha sido aun tratado el sujeto para el trastorno relacionado con proliferacion celular y el tratamiento seleccionado o
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administrado es el tratamiento inicial o de primera linea;

ya ha sido tratado para el trastorno relacionado con proliferacion celular relacionada y el tratamiento seleccionados o
administrados resulta en una alteracién del tratamiento existente;

ya ha sido tratado para el trastorno relacionado con proliferacion celular, y el tratamiento seleccionados resulta en
una continuacion del tratamiento existente; o

ya ha sido tratado por el trastorno relacionado con proliferacion celular y el tratamiento seleccionado o administrado
es diferente, por ejemplo, en comparacion con aquel que se administré antes de la evaluacién o que seria
administrado en ausencia de niveles elevados de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG,
por ejemplo, R-2HG.

En una realizacién, cuya realizacion incluye la seleccion o administracion de un tratamiento para el sujeto, el
tratamiento seleccionado o administrado puede comprender:

un tratamiento que incluye la administracion de un agente terapéutico en diferente, por ejemplo, en diferentes dosis,
por ejemplo, una dosis mayor (o menor) (por ejemplo, diferente en comparaciéon con aquella administrada antes de
la evaluacion o con aquella que seria administrada en ausencia de niveles elevados de un producto de neoactividad
del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG);

un tratamiento que incluye la administracion de un agente terapéutico con diferente frecuencia, por ejemplo, mas o
menos frecuentemente, o para nada (por ejemplo, diferente en comparacion con aquella que fue administrada antes
de la evaluacién o que seria administrada en ausencia de niveles elevados de un producto de neoactividad del
hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG); o

un tratamiento que incluye la administracion de un agente terapéutico en un entorno terapéutico diferente (por
ejemplo, adicion o supresion de un segundo tratamiento el régimen de tratamiento) (por ejemplo, diferente en
comparacion con aquel que fue administrado antes de la evaluacién o que seria administrado en la ausencia de
niveles elevados de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG).

Los métodos de evaluacién de un sujeto descritos en esta memoria pueden comprender la evaluacion de un
genotipo o fenotipo de neoactividad. Los métodos ara obtener y analizar muestras, y el andlisis in vivo en sujetos,
descrito en otra parte en esta memoria, por ejemplo, en la seccion titulada "Métodos de evaluacién de muestras y / o
sujetos", pueden combinarse con este método.

En una realizacion el método comprende:

someter al sujeto (por ejemplo, un sujeto que no tiene aciduria 2-hidroxiglutarica) a un analisis con formacion de
imagenes y / o espectroscépico, por ejemplo, | analisis basado en resonancia magnética, por ejemplo, MRl y / o
MRS por ejemplo, andlisis de imagenes, para proporcionar una determinacién de la presencia, distribucion, o el nivel
de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, por ejemplo, como el
asociado con un tumor, por ejemplo, un glioma, en el sujeto;

almacenar opcionalmente un parametro relacionado con la determinacion, por ejemplo, la imagen o un valor
relacionado con la imagen del analisis de imagenes, en un medio tangible; y

sensible a la determinacion, realizando uno o mas de: correlacionar la determinacién con un resultado o con un
pronéstico; proporcionar una indicacion del resultado o prondstico; proporcionar un valor para un analisis en el cual
se basa la evaluacién, por ejemplo, la presencia, distribucién, o el nivel de un producto de neoactividad del hidroxilo
alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG;

proporcionar una recomendacion para el tratamiento del sujeto; seleccionar el curso de tratamiento para el sujeto,
por ejemplo, un curso de tratamiento descrito en la presente memoria, por ejemplo, seleccionar el curso del
tratamiento que incluye la inhibicion de una neoactividad de un alelo IDH mutante, por ejemplo, IDH1 o IDH2, por
ejemplo, una neoactividad descrito en esta memoria; administrar un curso de tratamiento al sujeto, por ejemplo, un
curso de tratamiento descrito en esta memoria, por ejemplo, un curso de tratamiento que incluye la inhibicién de una
neoactividad de un alelo IDH mutante, por ejemplo, IDH1 o IDH2, por ejemplo, una neoactividad descrita en esta
memoria; y memorizar un resultado del método o una medicion hecha en el curso del método, por ejemplo, una o
mas de las memorias anteriores y / o de transmisién de uno o mas de los anteriores a un tercero, por ejemplo, el
sujeto, un proveedor de salud o una entidad que paga por el tratamiento del sujeto, por ejemplo, un gobierno, una
compainiia de seguros, o un tercer pagador.

En una realizacién el método comprende la confirmacion o determinacién, por ejemplo, mediante examen o

evaluacion directa del sujeto, o una muestra, por ejemplo, tejido, producto (por ejemplo, heces, sudor, semen,
exhalacion, cabello o ufas), o fluido corporal (por ejemplo, sangre (por ejemplo, plasma sanguineo), orina, linfa, o
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fluido cefalorraquideo u otra muestra de otro origen descrito en esta memoria) del mismo, (por ejemplo, mediante
secuenciacion de ADN o andlisis inmunolégico o evaluacion de la presencia, distribucién o el nivel de un producto de
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG), o recibir tal informacion el sujeto, que el
sujeto tiene un cancer caracterizado por un alelo de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, descrito en esta memoria, por
ejemplo, un alelo IDH1 que tiene His o Cys en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8) o un alelo IDH2 que tiene una
mutacion en el residuo 172 o 140 tal como una mutacién descrita en esta memoria.

En una realizacion, antes o después del tratamiento, el método incluye la evaluacién del crecimiento, tamafio, peso,
invasividad, etapa u otro fenotipo del trastorno relacionado con proliferacién celular.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular es un tumor del SNC, por ejemplo, un glioma,
una leucemia, por ejemplo, AML o ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, cancer de prostata, o mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico, cancer de tiroides, tal como cancer folicular de tiroides, fibrosarcoma, paraganglioma, mieloma,
melanoma, neoplasias mieloproliferativas tales como CML y la evaluacion es a o b. En una realizacion, el método
comprende la evaluacién de una muestra, por ejemplo, una muestra descrita en esta memoria, por ejemplo, un
tejido, por ejemplo, una muestra de cancer, o un fluido corporal, por ejemplo, suero o sangre, para un mayor
producto de neoactividad alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el tumor es diferente de un tumor del SNC, por ejemplo, diferente de un glioma, y el analisis
incluye la determinacion de la secuencia de una mutacion en la posicion 132 de IDH1, o una mutacién en la posicion
172 de IDH2. Por ejemplo, se puede determinar la secuencia de IDH1 en cualquiera de las posicion 70, 71, 100,
109, 130, 132, 133, 134, 0 178, por ejemplo, para detectar la presencia de una mutaciéon que tiene neoactividad de
2HG. En una realizacion, el tumor es un glioma y se determina la presencia de una mutacion neoactiva de 2HG de
IDH1 diferente de una mutacién en 132 de IDH1. En una realizacién, el tumor es un glioma y se determina la
presencia de una mutacion neoactiva de 2HG de IDH1 diferente de una mutacién en 172 en IDH2, por ejemplo, una
mutacion ya sea en 140 o en 294.

En una realizaciéon, se somete un sujeto a MRS vy la evaluacion comprende la evaluacion de la presencia o la
cantidad elevada de un pico correlacionado con o correspondientes a 2HG, por ejemplo, R-2HG, como el
determinado por resonancia magnética. Por ejemplo, se puede analizar un sujeto por la presencia y / o la fuerza de
una sefal aproximadamente en 2,5 ppm para determinar la presencia y / o la cantidad de 2HG, por ejemplo, R-2HG
en el sujeto.

En una realizacion, el método comprende obtener de una muestra del sujeto y analizar la muestra, o analizar al
sujeto, por ejemplo, mediante la obtenciéon de imagenes del sujeto y opcionalmente, formar una representacion de la
imagen en un ordenador.

En una realizacion, los resultados del analisis se comparan con una referencia.

En una realizacion se determina un valor de un parametro correlacionado con la presencia, distribucion, o nivel, por
ejemplo, de 2HG, por ejemplo, R-2HG. Se puede comparar con un valor de referencia, por ejemplo, el valor de un
sujeto de referencia que no tiene presencia, nivel o distribucion anormal, por ejemplo, una célula de un sujeto de
referencia que no tiene una mutacién en IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, que tiene una neoactividad descrita en la
presente memoria.

En una realizacion el método comprende determinar si esta presente un alelo mutante de IDH, por ejemplo, IDH1 o
IDH2, que estd asociado con neoactividad de 2HG. Por ejemplo, en el caso de IDH1, se puede determinar la
presencia de una mutacion en el residuo 132 asociado con neoactividad de 2HG.

En una realizacion, se puede determinar la presencia de una mutacién en el residuo 71 que tiene neoactividad del
hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, una mutaciéon que tiene un aminoéacido diferente de
Val en el residuo 71, por ejemplo, V71I.

En una realizacion, se puede determinar la presencia de una mutacion en el residuo 100 o 109 que tiene
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, una mutacién que tiene un
aminoacido diferente de Arg en el residuo 100 o 109.

En una realizacién, se puede determinar la presencia de una mutacién IDH1 en el residuo 70 (por ejemplo, una
mutacion que tiene un aminoacido diferente de Gly en el residuo 70, (por ejemplo, G70D)), 99 (por ejemplo, una
mutacion que tiene un aminoacido diferente de lle en el residuo 99 (por ejemplo, 199M)), 130 (por ejemplo, una
mutacion que tiene un aminoacido diferente de lle en el residuo 130 (por ejemplo, 1130M)), 133 (por ejemplo, una
mutacion que tiene un aminoacido diferente de His en el residuo 133 (por ejemplo, H133Q)), 134 (por ejemplo, una
mutacion que tiene un aminoacido diferente de Ala en el residuo 134 (por ejemplo, A134D)) o 178 (por ejemplo, una
mutacion que tiene un residuo que no sea una Val en el residuo 178 (por ejemplo, V178I)) asociado con
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG. En el caso de IDH2, se puede determinar la
presencia de un mutacion en el residuo 140, 172, o 294 (por ejemplo, 172) asociada con neoactividad de 2HG. La
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determinacion puede comprender la secuenciacién de un acido nucleico, por ejemplo, ADN o ADNc gendmico, de
una célula afectada, que codifica el(los) aminoacido(s) relevante(s). La mutacion puede ser una supresion, insercion,
reordenamiento, o sustitucién. La mutacion puede involucrar un solo nucledtido, por ejemplo, una sola sustitucion, o
mas de un nucledtido, por ejemplo, una supresion de mas de un nucleétido.

En una realizacion, el método comprende la determinaciéon de la secuencia en la posicion 394 o 395 del gen de
IDH1, o la determinacién de la identidad del residuo aminoacido 132 (SEQ ID NO: 8) en el gen de IDH1 y en una
célula caracterizada por el trastorno relacionado con proliferacién celular.

En una realizacion, el método comprende, por ejemplo, la etapa d que comprende, la determinacién del genotipo de
una mutacién de IDH asociada con neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, diferente de
una mutacion en el residuo 132 de IDH1 o diferente de una mutacion en el residuo 172 de IDH2.

En una realizacion, se determina la presencia de una mutaciéon IDH1 en el residuo 100 o 109 de IDH1 asociado con
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, una mutacion diferente de un Arg en
el residuo 100 o 109, por ejemplo, mediante la secuenciacion del ADN o ADNc genémico, de una célula afectada.

En una realizacién, se determina la presencia de una mutacioén IDH1 en el residuo 70 (por ejemplo, una mutacion
que tiene un aminoacido diferente de Gly en el residuo 70, (por ejemplo, G70D)), 99 (por ejemplo, una mutacién que
tiene un aminoacido diferente de lle en el residuo 99 (por ejemplo, 199M)), 130 (por ejemplo, una mutacion que tiene
un aminoacido diferente de lle en el residuo 130 (por ejemplo, 1130M)), 133 (por ejemplo, una mutacion que tiene un
aminoacido diferente de His en el residuo 133 (por ejemplo, H133Q)), 134 (por ejemplo, una mutacién que tiene un
aminoacido diferente de Ala en el residuo 134 (por ejemplo, A134D)), o 178 (por ejemplo, una mutacion que tiene un
residuo diferente de Val en el residuo 178 (por ejemplo, V178l)) asociado con neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, mediante secuenciacion de ADN o ADNc gendmico, de una célula
afectada.

En una realizacion, el método comprende la determinacion de la secuencia de aminoacidos, por ejemplo, mediante
secuenciacion de ADN, en la posicion 140, 172, o 294 (por ejemplo, 140 o 172) del gen de IDH2 en una célula
caracterizada por la proliferacion celular relacionada con el trastorno.

En una realizacion, un producto de la neoactividad es 2-HG, por ejemplo, R-2HG, que actiia como un metabolito. En
otra realizaciéon, un producto de la neoactividad es 2HG, por ejemplo, R-2HG, que actia como una toxina, por
ejemplo, un carcinégeno.

En una realizacion, el trastorno es diferente de un tumor sélido. En una realizacion el trastorno es un tumor que, en
el momento del diagndstico o el tratamiento, no tiene una porcién necrética. En una realizacion el trastorno es un
tumor en el cual al menos 30, 40, 50, 60, 70, 80 o 90% de las células del tumor portan una mutacién del IDH, por
ejemplo, IDH1 o IDH2, que tiene neoactividad de 2HG, al momento del diagndstico o el tratamiento.

En una realizacion, el trastorno relacionado con la proliferacion celular es un cancer, por ejemplo, un cancer descrito
en esta memoria, caracterizado por una mutacion somatica IDH1 que tiene neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, un mutante descrito en esta memoria. En una realizacién, el tumor se
caracteriza por mayores niveles de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, 2HG, por ejemplo, R-2HG,
comparado con células no enfermas del mismo tipo.

En una realizacion, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene un glioma, con base en el cancer que
se caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno relacionado con la proliferaciéon celular es un tumor del SNC, por ejemplo, un glioma,
por ejemplo, en donde el tumor se caracteriza por un mutante somatico IDH1 que tiene neoactividad del hidroxilo
alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, un mutante descrito en esta memoria. Los gliomas incluyen
tumores astrociticos, tumores oligodendrogliales, tumores oligoastrociticos, astrocitomas anaplasicos y
glioblastomas. En una realizacion, el tumor se caracteriza por mayores niveles de un producto de neoactividad del
hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, comparado con células no enfermas del mismo tipo. Por
ejemplo, en una realizacién, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoécido diferente de Arg en el residuo
132. Por ejemplo, el alelo codifica His, Ser, Cys, Gly, Val, Pro o Leu, o cualquier residuo describe en Yan y
colaboradores, en el residuo 132, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 8 (véase también la Fig. 21). En
una realizacion, el alelo codifica una IDH1 que tiene His en el residuo 132. En una realizacion, el alelo codifica una
IDH1 que tiene Ser en el residuo 132.

En una realizacion, el alelo IDH1 tiene una A (o cualquier otro nucleétido diferente de C) en la posicién del nucleétido
394, o un A (o cualquier otro nucleétido diferente de G) en la posicion del nucleétido 395. En una realizacion, el alelo
es una mutacién C394A, C394G, C394T, G395C, G395T o G395A, especificamente una mutacion C394A o G395A
de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 5.
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En una realizacion, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene un glioma, en donde el cancer se
caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene His, Ser, Cys,
Gly, Val, Pro, o Leu en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8) (por ejemplo, His, Ser, Cys, Gly, Val, o Leu; o His o Cys).

En una realizacion, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene un glioma, con base en el cancer que
se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene His, Ser, Cys, Gly,
Val, Pro o Leu en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8) (por ejemplo, His, Ser, Cys, Gly, Val, o Leu; o His o Cys).

En una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por
ejemplo, V71L.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene un glioma, en donde el cancer se
caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene lle en el residuo
71 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene un glioma, con base en el cancer que
se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene lle en el residuo 71
(SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100 o
diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene un glioma, en donde el cancer se
caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 diferente de Arg en el
residuo 100 o diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene un glioma, con base en el cancer que
se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene un aminoacido
diferente de Arg en el residuo 100 o diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene un glioma, con base en el cancer que
se caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno de proliferacion celular es fibrosarcoma en donde el cancer se caracteriza por tener
un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene Cys en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el trastorno de proliferacion celular es fibrosarcoma en donde el cancer se caracteriza por un
alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene Cys en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el trastorno de proliferacion celular es fibrosarcoma en donde el cancer se caracteriza por
mayores niveles de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno de proliferacion celular es paraganglioma en donde el cancer se caracteriza por tener
un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene Cys o His en el residuo 132 (SEQ ID
NO: 8).

En una realizacion, el trastorno de proliferacion celular es paraganglioma en donde el cancer se caracteriza por un
alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene Cys o His en el residuo 132 (SEQ ID NO:
8).

En una realizacion, el trastorno de proliferacion celular es paraganglioma en donde el cancer se caracteriza por
mayores niveles de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular es cancer de préstata localizado o metastasico,
por ejemplo, adenocarcinoma de préstata, por ejemplo, en donde el cancer se caracteriza por un mutante soméatico
IDH1 que tiene neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, un mutante descrito
en esta memoria. En una realizacion, el cancer se caracteriza por mayores niveles de un producto de neoactividad
del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, comparado con células no enfermas del mismo tipo.

Por ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el
residuo 132. Por ejemplo, el alelo codifica His, Ser, Cys, Gly, Val, Leu o Pro, o cualquier residuo descrito en Kang y
colaboradores, 2009, Int. J. Cancer, 125: 353-355 en el residuo 132, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO:
8 (véase también la Fig. 21). (Por ejemplo, His, Ser, Cys, Gly, Val o Leu). En una realizacion, el alelo codifica una
IDH1 que tiene His o Cys en el residuo 132.
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En una realizacion, el alelo IDH1 tiene una T (o cualquier otro nucledtido diferente de C) en la posicion del nucleétido
394, o una A (o cualquier otro nucledtido diferente de G) en la posiciéon del nucledtido 395. En una realizacion, el
alelo es una mutacién C394T o G395A de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 5.

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene cancer de préstata, por ejemplo,
adenocarcinoma de préstata, en donde el cancer se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por
ejemplo, un alelo IDH1 que tiene His o Cys en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene cancer de prostata, por ejemplo,
adenocarcinoma de prdstata, con base en el cancer que se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria,
por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene His o Cys en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por
ejemplo, V71L.

En una realizacién, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene cancer de préstata, en donde el cancer
se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene lle en el
residuo 71 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el método comprende la selecciéon de un sujeto que tiene cancer de préstata, con base en el
cancer que se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene lle en el
residuo 71 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100 o
diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene cancer de prostata, en donde el cancer
se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 diferente de Arg en el
residuo 100 o diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacién, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene cancer de prostata, con base en el
cancer que se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene un
aminoacido diferente de Arg en el residuo 100 o diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene cancer de préstata, con base en el
cancer que se caracteriza por niveles no deseado, es decir, aumentados de un producto de neoactividad del
hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular es un cancer hematolégico, por ejemplo, una
leucemia, por ejemplo, AML, o ALL, en donde el cancer hematoldgico se caracteriza por un mutante somatico IDH1
que tiene neoactividad el hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, una mutante descrito en esta
memoria. En una realizacion, el cancer se caracteriza por mayores niveles de un producto de neoactividad del
hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, comparado con células no enfermas del mismo tipo. En una
realizacion, el método comprende la evaluacién de una muestra de suero o de sangre por un producto aumentado
neoactividad alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno relacionado con la proliferacion celular es leucemia linfoblastica aguda (por ejemplo,
una forma pediatrica o adulta), por ejemplo, en donde la leucemia linfoblastica aguda (algunas veces denominada
aqui como ALL) se caracteriza por una mutacion somatica IDH1 que tiene neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, un mutante descrito en esta memoria. La ALL puede ser, por ejemplo,
B-ALL o T-ALL. En una realizacion, el cancer se caracteriza por mayores niveles de un producto de neoactividad del
hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, comparado con células no enfermas del mismo tipo. Por
ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH1 es un IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 132
(SEQ ID NO: 8). Por ejemplo, el alelo codifica His, Ser, Cys, Gly, Val, Pro o Leu, o cualquier residuo descrito en
Kang y colaboradores, en el residuo 132, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 8 (véase también la Fig.
21) (por ejemplo, His, Ser, Cys, Gly, Val, o Leu). En una realizacion, el alelo codifica una IDH1 que tiene Cys en el
residuo 132.

En una realizacion, el alelo IDH1 tiene una T (o cualquier otro nucledétido diferente de C) en la posicién del nucleétido
394. En una realizacion, el alelo es una mutacion C394T de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 5.

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL,

caracterizado por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene Cys en el residuo
132 de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 8.
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En una realizacion, el método comprende la seleccién de un sujeto con ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, con base
en el cancer que se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que
tiene Cys en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por
ejemplo, V71L.

En una realizacién, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, en
donde el cancer se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que
tiene lle en el residuo 71 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, con
base en el cancer que se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que
tiene lle en el residuo 71 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100 o
diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacién, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, en
donde el cancer se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1
diferente de Arg en el residuo 100 o diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, con
base en el cancer que se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que
tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100 o diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, con
base en el cancer que se caracteriza por niveles no deseado, es decir, aumentados de un producto de neoactividad
del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG. En una realizacion, el método comprende la evaluacion de
una muestra, por ejemplo, una muestra de suero o de sangre, para un producto de neoactividad alfa aumentada, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular es leucemia mielégena aguda (por ejemplo, una
forma adulta o pediatrica), por ejemplo, en donde la leucemia mielégena aguda (algunas veces denominada aqui
como AML) se caracteriza por un mutante somatico IDH1 que tiene neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo,
neoactividad de 2HG, por ejemplo, un mutante descrito en esta memoria. En una realizacion, el cancer se
caracteriza por mayores niveles de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-
2HG, comparado con células no enfermas del mismo tipo. Por ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH1 es un IDH1
que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8). Por ejemplo, el alelo codifica His, Ser,
Cys, Gly, Val, Pro o Leu, o cualquier residuo descrito en Kang y colaboradores, en el residuo 132, de acuerdo con la
secuencia de la SEQ ID NO: 8 (véase también la Fig. 21) (por ejemplo, His, Ser, Cys, Gly, Val o Leu). En una
realizacion, el alelo codifica una IDH1 que tiene Ser, Cys, Leu, o His en el residuo 132. Por ejemplo, en una
realizacién, el alelo IDH1 es un IDH1 que tiene un aminoacido diferente de lle en el residuo 99 (SEQ ID NO: 8) (por
ejemplo, 199M). En una realizacion, el alelo IDH1 tiene una T (o cualquier otro nucledtido diferente de C) en la
posicion del nucleétido 394. En una realizacion, el alelo es una mutacién C394T de acuerdo con la secuencia de la
SEQ ID NO: 5.

En una realizacioén, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene leucemia linfoblastica mielégena aguda
(AML), caracterizada por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene Cys, His o
Gly en el residuo 132 de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 8, por ejemplo, Cys.

En una realizacién, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene leucemia linfoblastica mielégena aguda
(AML) con base en un cancer que se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un
alelo IDH1 que tiene Cys, His o Gly en el residuo 132 de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 8,
especificamente, Cys.

En una realizacién, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene leucemia linfoblastica mielégena aguda
(AML), con base en el cancer que se caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados de un producto de
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG. En una realizacién, el método comprende la
evaluacion de una muestra, por ejemplo, una muestra de suero o de sangre, para un producto de neoactividad alfa
aumentado, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por
ejemplo, V71L.

En una realizacién, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene AML en donde el cancer se caracteriza
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por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene lle en el residuo 71 (SEQ ID
NO: 8).

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene AML, con base en el cancer que se
caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene lle en el residuo 71
(SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100 o
diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene AML, en donde el cancer se
caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 diferente de Arg en el
residuo 100 o diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene AML, con base en el cancer que se
caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene un aminoacido
diferente de Arg en el residuo 100 o diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion el método comprende ademas la evaluacién del sujeto por la presencia de una mutacién en el
gen NRAS o NPMc.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular es mielodisplasia o sindrome mielodisplasico,
por ejemplo, en donde la mielodisplasia o el sindrome mielodisplasico se caracteriza por tener un mutante somatica
IDH1 que tiene neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, un mutante descrito
en esta memoria. En una realizacion, el trastorno se caracteriza por mayores niveles de un producto de neoactividad
del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, comparado con las células no enfermas del mismo tipo.
Por ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH1 es un IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo
132 (SEQ ID NO: 8). Por ejemplo, el alelo codifica His, Ser, Cys, Gly, Val, Pro o Leu, o cualquier residuo descrito en
Kang y colaboradores, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 8 (véase también la Fig. 21), por ejemplo,
Ser, Cys, Gly, o Leu. En una realizacion, el alelo codifica una IDH1 que tiene Cys en el residuo 132.

En una realizacion, el alelo IDH1 tiene una T (o cualquier otro nucledtido diferente de C) en la posicion del nucleétido
394. En una realizacion, el alelo es una mutacién C394T de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 5.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico caracterizado por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene Cys
en el residuo 132 de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 8.

En una realizacién, el método comprende la selecciéon de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico con base en un cancer que se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por
ejemplo, un alelo IDH1 que tiene Cys en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por
ejemplo, V71L.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico en donde el trastorno se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo,
un alelo IDH1 que tiene lle en el residuo 71 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico, con base en el trastorno que se caracterizan por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por
ejemplo, un alelo IDH1 que tiene lle en el residuo 71 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100 o
diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico en donde el trastorno se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo,
un IDH1 alelo diferente de Arg en el residuo 100 o diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico con base en que el trastorno se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo,
un alelo IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100 o diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico, con base en el cancer que se caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados de un
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producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno es cancer de tiroides. En una realizacién, el método comprende la seleccion de un
sujeto que tiene cancer de tiroides en donde el cancer de tiroides se caracteriza por tener un alelo IDH1 descrito en
esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que tiene una mutacién en el residuo 70, 130, 133, 134, 0 178 (SEQ ID
NO: 8) (por ejemplo, G70D, 1130M, H133Q, A134D o V178I).

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene cancer de tiroides, con base en el
cancer de tiroides que se caracteriza por un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1 que
tiene una mutacién en el residuo 70, 130, 133, 134, o 178 (SEQ ID NO: 8) (por ejemplo, G70D, 1130M, H133Q,
A134D o V178l).

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene cancer de tiroides, con base en el
cancer que se caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados del producto de neoactividad del hidroxilo
alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular es un glioma, caracterizado por una mutacion o
alelo preseleccionado, de IDH2 asociado con una neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG.
Por ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el
residuo 172 u otro diferente de Arg en el residuo 140. Por ejemplo, el alelo codifica Lys, Gly, Met, Trp, Thr, Ser, o
cualquier residuo descrito en Yan y colaboradores, en el residuo 172, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO:
10 (véase también la figura 22). por ejemplo, Lys, Gly, Met, Trp o Ser. En una realizacion, el alelo codifica una IDH2
que tiene Lys en el residuo 172. En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Met en el residuo 172. En
una realizacion, el alelo codifica un IDH2 que GIn (Q) o Trp (W) en el residuo 140.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene un glioma, en donde el cancer se
caracteriza por tener un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Lys o Met en el
residuo 172 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacion, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene un glioma, con base en el cancer que
se caracteriza por un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Lys o Met en el
residuo 172 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene un glioma, con base en el cancer que
se caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular es un cancer de prostata, por ejemplo,
adenocarcinoma de proéstata, caracterizado por una mutacion o alelo preseleccionado, de IDH2 asociado con una
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG. Por ejemplo, en una realizacién, el alelo IDH2
codifica una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 172. Por ejemplo, el alelo codifica Lys, Gly,
Met, Trp, Thr, Ser, o cualquier residuo descrito en Yan y colaboradores, en el residuo 172, de acuerdo con la
secuencia de la SEQ ID NO: 10 (véase también la figura 22). En una realizacién, el alelo codifica una IDH2 que tiene
Lys en el residuo 172. En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Met en el residuo 172.

En una realizacién, el método comprende la seleccidén de un sujeto que tiene un cancer de prostata, por ejemplo,
adenocarcinoma de prostata, en donde el cancer se caracteriza por tener un alelo IDH2 descrito en esta memoria,
por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Lys o Met en el residuo 172 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacién, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene un cancer de prostata, por ejemplo,
adenocarcinoma de prostata, con base en el cancer que se caracteriza por un alelo IDH2 descrito en esta memoria,
por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Lys o Met en el residuo 172 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene un cancer de préstata, por ejemplo,
adenocarcinoma de prostata, con base en el cancer que se caracteriza por niveles no deseados, es decir,
aumentados de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacién, el trastorno relacionado con proliferacion celular es ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL,
caracterizado por una mutacion o alelo preseleccionado, de IDH2 asociado con una neoactividad del hidroxilo alfa,
por ejemplo, neoactividad de 2HG. Por ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un
aminoacido diferente de Arg en el residuo 172. Por ejemplo, el alelo codifica Lys, Gly, Met, Trp, Thr, Ser, o cualquier
residuo descrito en describe en Yan y colaboradores, en el residuo 172, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID
NO: 10 (véase también la figura 22). En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Lys en el residuo 172.
En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Met en el residuo 172.

En una realizacién, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, en
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donde el cancer se caracteriza por tener un alelo IDH2 descrito en la presente memoria, por ejemplo, un alelo IDH2
tener Lys o Met en el residuo 172 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacion, el procedimiento comprende la seleccién de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-
ALL, con base en el cancer que se caracteriza por un alelo IDH2 descrito en la presente memoria, por ejemplo, un
alelo IDH2 tener Lys o Met en el residuo 172 ( SEQ ID NO: 10).

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL, con
base en el cancer que se caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados de un producto de neoactividad
del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG. En una realizacion, el método comprende la evaluacion de
una muestra, por ejemplo, una muestra de suero o de sangre, para un producto de neoactividad alfa aumentada, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferaciéon celular es AML, caracterizado por una mutaciéon o un
alelo preseleccionado, de IDH2 asociado con una neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG.
Por ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el
residuo 172 o diferente de Arg en el residuo 140. Por ejemplo, el alelo codifica Lys, Gly, Met, Trp, Thr, Ser, o
cualquier residuo descrito en Yan y colaboradores, en el residuo 172, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO:
10 (véase también la figura 22). En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Lys en el residuo 172. En
una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Met en el residuo 172. En una realizacion, el alelo codifica un
IDH2 tener GIn (Q) o Leu (L) en el residuo 140.

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene AML, en donde el cancer se
caracteriza por tener un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Lys o Met en el
residuo 172 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacion, el método comprende la seleccién de un sujeto que tiene AML, con base en el cancer que se
caracteriza por un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Lys o Met en el residuo
172 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacion, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene AML, con base en el cancer que se
caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados del producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG. En una realizacion, el método comprende la evaluacién de una muestra, por
ejemplo, una muestra de suero o de sangre, para el producto de la neoactividad alfa aumentada, por ejemplo, 2HG,
por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno relacionado con proliferacion celular es mielodisplasia o sindrome mielodisplasico,
caracterizado por una mutacion o un alelo preseleccionado, de IDH2. Por ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH2
codifica una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 172 o diferente de Arg en el residuo 140.
Por ejemplo, el alelo codifica Lys, Gly, Met, Trp, Thr, Ser, o cualquier residuo descrito en Yan y colaboradores, en el
residuo 172, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 10 (véase también la figura 22). En una realizacion, el
alelo codifica una IDH2 que tiene Lys en el residuo 172. En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Met
en el residuo 172. En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene GIn (Q) o Leu (L) en el residuo 140.

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico, en donde el cancer se caracteriza por tener un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo, un
alelo IDH2 que tiene Lys o Met en el residuo 172 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico, sobre la base del ser cdncer caracterizado por un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo,
un alelo IDH2 que tiene Lys o Met en el residuo 172 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto que tiene mielodisplasia o sindrome
mielodisplasico, con base en el cancer que se caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados de un
producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En una realizacion, el trastorno es melanoma. En una realizacién, el método comprende la seleccion de un sujeto
que tiene melanoma, caracterizado por una mutacion, o alelo preseleccionado, de IDH2. Por ejemplo, en una
realizacion, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Val en el residuo 294. Por ejemplo,
el alelo codifica Met en el residuo 294 de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 10 (véase también la figura
22).

En una realizacion, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene el melanoma, en donde el cancer se
caracteriza por tener un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Met en el residuo
294 (SEQ ID NO: 10).
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En una realizacion, el método comprende la seleccion de un melanoma sujeto que tiene, con base en el cancer que
se caracteriza por un alelo IDH2 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene Met en el residuo
294 (SEQ ID NO: 10).

En una realizacion, el método comprende la seleccidon de un sujeto que tiene melanoma, con base en el cancer que
se caracteriza por niveles no deseados, es decir, aumentados de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG.

En otro aspecto, la invencidon se caracteriza por una composicion farmacéutica de un inhibidor (por ejemplo, una
molécula pequefia o un inhibidor con base en acido nucleico) descrita en esta memoria.

En un aspecto, el método incluye un método de tratamiento de un sujeto con aciduria (por ejemplo, un sujeto con
aciduria 2-hidroxiglutarica) que comprende:

determinar si el sujeto tiene una mutacion de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, por ejemplo, una mutacién de linea
germinal, que tiene neoactividad de 2HG, o el establecimiento de la ausencia de una mutacion de 2HG
deshidrogenasa junto con niveles elevados de 2HG; y

en respuesta a dicha determinacion, por ejemplo, en respuesta a la presencia de dicha mutacién, la administracion
de uno o mas de: un inhibidor de neoactividad de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2; un tratamiento que disminuye la
competencia entre 2HG y un analogo estructural celular de 2HG; un agente antiglicolitico; un antioxidante; o un
agente de hipometilacion, para tratar asi a dicho sujeto.

En algunas realizaciones preferidas, el método incluye la determinacion de si el sujeto tiene una mutacion de IDH,
por ejemplo, IDH1 o IDH2, por ejemplo, una mutacion de linea germinal, que tiene neoactividad de 2HG.

Se puede determinar si un sujeto con aciduria tienen una mutacién de IDH (por ejemplo, una mutacién IDH2) usando
métodos descritos en esta memoria. En una realizacion preferida, la mutacién de IDH es IDH2R140Q.

En una realizacion, un reactivo especifico de la proteina mutante, por ejemplo, un anticuerpo que se enlaza
especificamente con una proteina mutante IDH, por ejemplo, un anticuerpo que se enlaza especificamente a una
proteina mutante IDH1-R132H, se puede utilizar para detectar una enzima mutante neoactiva, véase, por ejemplo, lo
descrito por Y. Kato y colaboradores, "A monoclonal antibody IMab-1 especifically recognizes IDH1R132H, the most
common glioma-derived mutation" (Kato, Biochem. Biophys. Res. Commun. (2009)).

En otro aspecto, se describe un método de evaluacion de un sujeto con aciduria (por ejemplo, un sujeto con aciduria
2-hidroxiglutarica), comprendiendo el método, la determinacion de si el sujeto tiene una mutacion de IDH, por
ejemplo, IDH1 o IDH2, (por ejemplo, una mutaciéon de linea germinal tal como una mutacién descrita en esta
memoria), que tiene neoactividad de 2HG, o el establecimiento de la ausencia de una mutacion de 2HG
deshidrogenasa junto con niveles elevados de 2HG. En algunas realizaciones, el método comprende la
determinacion de si el sujeto tiene una mutacion IDH2 tal como una mutacion IDH2 descrita en esta memoria (por
ejemplo, IDH2R140Q). La determinacion se puede hacer usando métodos descritos en la presente memoria.

En algunas realizaciones, el sujeto no tiene o no ha sido diagnosticado con cancer, por ejemplo, un cancer del SNC.

En algunas realizaciones, la respuesta a dicha determinacion, por ejemplo, en respuesta a la presencia de dicha
mutacion, el método comprende administrar uno o mas de: un inhibidor de la neoactividad de IDH, por ejemplo, IDH1
0 IDHZ2; un tratamiento que disminuye la competicion entre 2HG y un andlogo estructural celular de 2HG; un agente
antiglicolitico; un antioxidante; o un agente de hipometilacion, tratando asi a dicho sujeto.

En otro aspecto, se describe un método para evaluar un compuesto candidato, por ejemplo, por la capacidad para
inhibir una neoactividad de una enzima IDH mutante, por ejemplo, para uso como un agente antiproliferativo o un
agente anticanceroso. En una realizacion, la neoactividad es la neoactividad de 2HG. El método comprende:
suministrar opcionalmente el compuesto candidato;

poner en contacto el compuesto candidato con una enzima IDH mutante que tiene una neoactividad, o con otra

enzima, denominada aqui como una enzima proxy, que tiene una actividad, denominada en esta memoria como una
actividad proxy, que es la misma que la neoactividad (o con una célula o lisado celular que comprende las mismas);

y

la evaluacion de la capacidad del compuesto candidato para modular, por ejemplo, inhibir o promover, la
neoactividad o la actividad proxy,

evaluando asi al compuesto candidato.
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Loe ejemplos de mutaciones asociadas con neoactividad de 2HG en IDH1 incluyen mutaciones en el residuo 132,
por ejemplo, R132H o R132C.

Otras mutaciones IDH1 asociadas con neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, incluyen
mutaciones en el residuo 71, por ejemplo, una mutacion que tiene un aminoacido diferente de Val en el residuo 71,
por ejemplo, V71I.

Otras mutaciones IDH1 asociados con neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, incluyen
mutaciones en el residuo 100, por ejemplo, una mutacién que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo
100, y mutaciones en el residuo 109, por ejemplo, una mutacidon que tiene un aminoacido diferente de Arg en el
residuo 109.

Aun otras mutaciones asociadas con neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG incluyen
mutaciones en el residuo 70, por ejemplo, una mutacién que tiene un aminoacido diferente de Gly en el residuo 70,
(por ejemplo, G70D), mutaciones en el residuo 99, por ejemplo, una mutacion que tiene un residuo diferente de lle
en el residuo 99 (por ejemplo, 199M); una mutaciéon que tiene un aminoacido diferente de lle en el residuo 130 (por
ejemplo, 1130M); una mutaciéon que tiene un aminoacido diferente de His en el residuo 133 (por ejemplo, H133Q);
una mutacién que tiene un aminoacido diferente de Ala en el residuo 134 (por ejemplo, A134D); o una mutacion que
tiene un residuo diferente de Val en el residuo 178 (por ejemplo, V178lI).

En una realizacion, la enzima mutante es una IDH2 mutante, por ejemplo, un mutante IDH2 descrito en esta
memoria, y la neoactividad es neoactividad de 2HG. Las mutaciones asociadas con neoactividad de 2HG en IDH2
incluyen mutaciones en el residuo 172, por ejemplo, R132H o R132C. Otros ejemplos de mutaciones IDH2 incluyen
aquellas en el residuo 140 (por ejemplo, R140Q, R140L, o R140W) y en el residuo 294 (por ejemplo, V294M).

En una realizacion, el método incluye la evaluacién de la capacidad del compuesto candidato para inhibir la
neoactividad o actividad proxy.

En una realizacion, el método comprende ademas la evaluacion de la capacidad del compuesto candidato para
inhibir la reaccioén directa de la actividad de la enzima no mutante o de tipo silvestre, por ejemplo, IDH1 o IDH2, la
conversion de isocitrato en a-cetoglutarato (0 un compuesto intermedio del mismo, incluyendo el compuesto
intermedio hidroxilo reducido).

En una realizacion, la etapa de contacto comprende poner en contacto el compuesto candidato con una célula o un
lisado celular del mismo, en donde la célula comprende una enzima mutante que tiene la neoactividad o una enzima
que tiene la actividad.

En una realizacion, la célula comprende una mutacién o alelo preseleccionado, de un gen mutante IDH1. Por
ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo
132. Por ejemplo, el alelo puede codificar His, Ser, Cys, Gly, Val, Pro o Leu, o cualquier otro residuo descrito en Yan
y colaboradores, en el residuo 132, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO:. 8 (véase también la Fig. 21),
especificamente Lys, Gly, Met, Trp, o Ser.

En una realizacion, el alelo codifica una IDH1 que tiene His en el residuo 132.
En una realizacion, el alelo codifica una IDH1 que tiene Ser en el residuo 132.

En una realizacion, el alelo es una mutaciéon Arg132His, o una mutacion Arg132Ser, de acuerdo con la secuencia de
la SEQ ID NO: 8 (véase las figuras 2 y 21).

En una realizacion, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 71, por ejemplo, una mutacion que tiene un
aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por ejemplo, V71I.

En una realizacion, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 100, por ejemplo, una mutacién que tiene
un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100, o una mutacién en el residuo 109, por ejemplo, una mutacién que
tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 70, por ejemplo, una mutacion que tiene un
aminoacido diferente de Gly en el residuo 70, (por ejemplo, G70D), 99, por ejemplo, una mutacion que tiene un
residuo diferente de lle en el residuo 99 (por ejemplo, 199M); 130, una mutaciéon que tiene un aminoacido diferente
de lle en el residuo 130 (por ejemplo, 1130M); 133, una mutacién que tiene un aminodcido diferente de His en el
residuo 133 (por ejemplo, H133Q); 134, una mutacion que tiene un aminoacido diferente de Ala en el residuo 134
(por ejemplo, A134D); o 178, una mutacién que tiene un residuo diferente Val en el residuo 178 (por ejemplo, V178lI).

En una realizacion, la célula comprende una mutacion, o un alelo preseleccionado, de un gen mutante IDH2. Por
ejemplo, en una realizacién, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un aminoéacido diferente de Arg en el residuo

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2594402 T3

172. Por ejemplo, el alelo codifica Lys, Gly, Met, Trp, Thr, Ser, o cualquier residuo descrito en Yan y colaboradores,
en el residuo 172, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 10 (véase también la figura 22), especificamente,
Lys, Gly, Met, Trp, o Ser. En una realizacién, el alelo codifica una IDH2 que tiene Lys en el residuo 172. En una
realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Met en el residuo 172. En una realizacion, el alelo IDH2 codifica una
IDH2 que tiene un aminoécido diferente de Arg en el residuo 140 (por ejemplo, R140Q, R140W o R140L) o un
residuo diferente de Val en el residuo 294 (por ejemplo, V294M).

En una realizacion, la célula incluye una copia heter6loga de un gen mutante IDH, por ejemplo, un gen mutante IDH1
o IDH2. (Una copia heteréloga se refiere a una copia introducida o formada por una manipulacién por ingenieria
genética).

En una realizacion, la célula se transfecta (por ejemplo, se transfecta en forma transitoria o estable) o transduce (por
ejemplo, o se transduce en una forma transitoria o estable) con una secuencia de acido nucleico que codifica un
IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, descrito en la presente memoria, por ejemplo, un IDH1 que tiene un aminoacido
diferente de Arg en el residuo 132. En una realizacion, el IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, esta etiquetado con un
epitopo, por ejemplo, etiquetado con myc.

En una realizacién, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 71, por ejemplo, una mutacién que tiene un
aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por ejemplo, V71I.

En una realizacion, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 100, por ejemplo, una mutacion que tiene
un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100, o una mutacién en el residuo 109, por ejemplo, una mutacion que
tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacién, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 70, por ejemplo, una mutacion que tiene un
aminoacido diferente de Gly en el residuo 70, (por ejemplo, G70D), 99, por ejemplo, una mutacién que tiene un
residuo diferente de lle en el residuo 99 (por ejemplo, 199M); 130, una mutacién que tiene un aminoacido diferente
de lle en el residuo 130 (por ejemplo, 1130M); 133, una mutacién que tiene un aminoacido diferente de His en el
residuo 133 (por ejemplo, H133Q); 134, una mutacién que tiene un aminoacido diferente de Ala en el residuo 134
(por ejemplo, A134D); o 178, una mutacién que tiene un residuo diferente de Val en el residuo 178 (por ejemplo,
V178I).

En una realizacion, el alelo comprende un gen mutante IDH2. Por ejemplo, en una realizacién, el alelo IDH2 codifica
una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 172. Por ejemplo, el alelo codifica Lys, Gly, Met,
Trp, Thr, Ser, o cualquier residuo descrito en Yan y colaboradores, en el residuo 172, de acuerdo con la secuencia
de la SEQ ID NO: 10 (véase también la figura 22), especificamente, Lys, Gly, Met, Trp, o Ser. En una realizacion, el
alelo codifica una IDH2 que tiene Lys en el residuo 172. En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Met
en el residuo 172. En una realizacion, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el
residuo 140 (por ejemplo, R140Q, R140L, o R140W) o un residuo diferente de Val en el residuo 294 (por ejemplo,
V294M).

En una realizacion, la célula, por ejemplo, una célula cancerosa, es no mutante o de tipo silvestre para el IDH, por
ejemplo, el alelo IDH1 o IDH2. La célula puede incluir un mutante IDH1 o IDH2 heterélogo.

En una realizacion, la célula es una célula cultivada, por ejemplo, una célula primaria, una célula secundaria, o una
linea celular. En una realizacion, la célula es una célula cancerosa, por ejemplo, una célula de glioma (por ejemplo,
una célula de glioblastoma), una célula cancerosa de prostata, una célula de leucemia (por ejemplo, una célula de
ALL, por ejemplo, una célula de B-ALL o de T-ALL, o una célula de AML), una célula caracterizada por
mielodisplasia o sindrome mielodisplasico, una célula de fibrosarcoma o paraganglioma, una célula cancerosa de
tiroides, una célula de melanoma, o una célula caracterizada por neoplasias mieloproliferativas (por ejemplo, CML).
En una realizacién, la célula es una célula 293T, una célula U87MG, o una célula LN-18 (por ejemplo, ATCC HTB-14
o CRL-2610).

En una realizacion, la célula es de un sujeto, por ejemplo, un sujeto que tiene cancer, por ejemplo, un cancer
caracterizado por un IDH, por ejemplo, un alelo IDH1 o IDH2, descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1
que tiene His o Cys en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 71, por ejemplo, una mutacion que tiene un
aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por ejemplo, V71I.

En una realizacion, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 100, por ejemplo, una mutacién que tiene
un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100, o una mutacién en el residuo 109, por ejemplo, una mutacién que
tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 70, por ejemplo, una mutacién que tiene un
aminoacido diferente de Gly en el residuo 70, (por ejemplo, G70D), 99, por ejemplo, una mutaciéon que tiene un
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residuo diferente de lle en el residuo 99 (por ejemplo, 199M); 130, una mutacion que tiene un aminoacido diferente
de lle en el residuo 130 (por ejemplo, 1130M); 133, una mutacién que tiene un aminoacido diferente de His en el
residuo 133 (por ejemplo, H133Q); 134, una mutacién que tiene un aminoacido diferente de Ala en el residuo 134
(por ejemplo, A134D); o 178, una mutacién que tiene un residuo diferente de Val en el residuo 178 (por ejemplo,
V178I).

En una realizacion, el alelo comprende un gen mutante IDH2. Por ejemplo, en una realizacién, el alelo IDH2 codifica
una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 172. Por ejemplo, el alelo codifica Lys, Gly, Met,
Trp, Thr, Ser, o cualquier residuo descrito en Yan y colaboradores, en el residuo 172, de acuerdo con la secuencia
de la SEQ ID NO:. 10 (véase también la figura 22), especificamente, Lys, Gly, Met, Trp, o Ser. En una realizacion, el
alelo codifica una IDH2 que tiene Lys en el residuo 172. En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Met
en el residuo 172. En una realizacion, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el
residuo 140 (por ejemplo, R140Q, R140W R140L o) o un residuo diferente de Val en el residuo 294 (por ejemplo,
V294M).

En una realizacion, la etapa de evaluacion comprende la evaluacién de la presencia y / o la cantidad de un producto
de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, por ejemplo, en un lisado celular o medio
de cultivo, por ejemplo, mediante LC-MS.

En una realizacion, la etapa de evaluacion comprende la evaluacién de la presencia y / o la cantidad de una
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, en un lisado celular o medio de cultivo.

En una realizacién, el método comprende ademas la evaluacién de la presencia / cantidad de un o mas del(de los)
metabolito(s) TCA, por ejemplo, citrato, a-KG, succinato, fumarato, y / o malato, por ejemplo, mediante LC-MS, por
ejemplo, como control.

En una realizacion, el método comprende ademas la evaluacion del estado de oxidacion de NADPH, por ejemplo, la
absorbancia a 340 nm, por ejemplo, mediante un espectrofotémetro.

En una realizacion, el método comprende ademas la evaluacion de la capacidad del compuesto candidato para
inhibir una segunda actividad enzimatica, por ejemplo, la reaccion directa de la actividad de la enzima no mutante o
de tipo silvestre, por ejemplo, en el caso de IDH1, la conversién de isocitrato en a-cetoglutarato (o un compuesto
intermedio del mismo, incluyendo el compuesto intermedio hidroxilo reducido).

En una realizacion, el compuesto candidato es una molécula pequefia, un polipéptido, un péptido, una molécula con
base en un carbohidrato, o un aptamero (por ejemplo, un aptamero de acido nucleico, o un aptamero de péptido). El
método se puede usar ampliamente y, por ejemplo, e puede usar como uno o mas de un cribado primario, para
confirmar los candidatos producidos por este u otros métodos o cribados, o en general para guiar el descubrimiento
de farmacos o la optimizacion de candidatos a farmacos.

En una realizacion, el método comprende la evaluacion, por ejemplo, la confirmacion, la capacidad de un compuesto
candidato (por ejemplo, un compuesto candidato que retine un nivel predeterminado de inhibicién en la etapa de
evaluacion) para inhibir la neoactividad no la actividad proxy en un segundo ensayo.

En una realizacion, el segundo ensayo comprende la repeticion de una o mas de las etapas de poner en contacto y /
o la evaluacién del método basico.

En otra realizacion, el segundo ensayo es diferente del primero. Por ejemplo, cuando el primer ensayo puede utilizar
una célula o lisado celular u otro modelo animal no completo, el segundo ensayo puede utilizar un modelo animal,
por ejemplo, un modelo de trasplante de tumor, por ejemplo, un ratéon que tiene un mutante de IDH, por ejemplo,
IDH1 o IDH2, una célula o tumor trasplantado en él. Por ejemplo, una célula U87, o una célula de glioma, por
ejemplo, de glioblastoma, que alberga un mutante neoactivo transfectado de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, como
un xenoinjerto y se utiliza en un ensayo. Células de glioma humano primario o de tumor de AML pueden ser
injertadas en ratones para permitir la propagacién del tumor y el uso en un ensayo. También se puede utilizar en un
ensayo un modelo de ratdon modificado genéticamente (GEMM) que alberga una mutaciéon IDH1 o IDH2 y / o otra
mutacion, por ejemplo, una mutacién nula p53.

En una realizacion el método comprende:

suministrar opcionalmente el compuesto candidato;

poner en contacto el compuesto candidato con una célula que comprende una secuencia de acido nucleico, por
ejemplo, una secuencia heteréloga, que codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo

132 (por ejemplo, IDH1R132H); y

evaluar la presencia y / o la cantidad de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por
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ejemplo, R-2HG, en el lisado celular o el medio de cultivo, mediante LC-MS,
evaluando de este modo el compuesto.

En una realizacion, el alelo IDH1 comprende una mutacion en el residuo 71, por ejemplo, una mutacion que tiene un
aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por ejemplo, V71I.

En una realizacién, el alelo IDH1 comprende una mutacion en el residuo 100, por ejemplo, una mutacion que tiene
un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100, o una mutacion en el residuo 109, por ejemplo, una mutacién que
tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 70, por ejemplo, una mutacion que tiene un
aminoacido diferente de Gly en el residuo 70, (por ejemplo, G70D), 99, por ejemplo, una mutacion que tiene un
residuo diferente de lle en el residuo 99 (por ejemplo, 199M); 130, una mutacion que tiene un aminoacido diferente
de lle en el residuo 130 (por ejemplo, 1130M); 133, una mutacion que tiene un aminoacido diferente de His en el
residuo 133 (por ejemplo, H133Q); 134, una mutacion que tiene un aminoacido diferente de Ala en el residuo 134
(por ejemplo, A134D); o 178, una mutacion que tiene un residuo diferente de Val en el residuo 178 (por ejemplo,
V178I).

En una realizacion, el alelo comprende un gen mutante IDH2. Por ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH2 codifica
una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 172. Por ejemplo, el alelo codifica Lys, Gly, Met,
Trp, Thr, Ser, o cualquier residuo descrito en Yan y colaboradores, en el residuo 172, de acuerdo con la secuencia
de la SEQ ID NO: 10 (véase también la figura 22), especificamente, Lys, Gly, Met, Trp, o Ser. En una realizacion, el
alelo codifica una IDH2 que tiene Lys en el residuo 172. En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Met
en el residuo 172. En una realizacién, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el
residuo 140 (por ejemplo, R140Q, R140L, o R140W) o un residuo diferente de Val en el residuo 294 (por ejemplo,
V294M).

En una realizacion, el resultado de la evaluacion se compara con una referencia, por ejemplo, el nivel de un producto
de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG por ejemplo, R-2HG, en una célula de control, por ejemplo, una
célula que tiene insertada en ella una copia de tipo silvestre 0 no mutante de IDH1.

En otro aspecto, se describe un método de evaluacién de un compuesto candidato, por ejemplo, por la capacidad
para inhibir un ARN que codifica una enzima mutante que tiene una neoactividad, por ejemplo, para uso como un
agente antiproliferativo o anticanceroso. En una realizacion, la enzima mutante es una IDH, por ejemplo, un mutante
IDH1 o IDH2, por ejemplo, un mutante descrito en esta memoria. En una realizacion, la neoactividad es una
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG. El método comprende:

suministrar opcionalmente el compuesto candidato, por ejemplo, un inhibidor con base en acido nucleico (por
ejemplo, un ARNbc (por ejemplo, ARNp de pequefio de interferencia o ARN de una sola hélice), un ARN antisentido,
o un microARN);

poner en contacto el compuesto candidato con un ARN, por ejemplo, un ARNm, que codifica IDH, por ejemplo, un
IDH1 o IDH2, por ejemplo, un ARN que codifica una enzima mutante que tiene una neoactividad (o con una célula o
lisado celular que comprende al mismo); y

evaluar la capacidad del compuesto candidato para inhibir el ARN,

evaluando de este modo al compuesto candidato. Mediante la inhibicion del ARN significa, por ejemplo, escindir o
bien inactivar el ARN.

En una realizacion, el ARN codifica una fusién de todo o parte de la proteina IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, de tipo
silvestre 0 mutante con una segunda proteina, por ejemplo, una proteina reportera, por ejemplo, una proteina
fluorescente, por ejemplo, una proteina fluorescente verde o roja.

En una realizacién, la enzima mutante es una IDH1 mutante, por ejemplo, un mutante IDH1 descrito en esta
memoria, y la neoactividad es neoactividad de 2HG.

En una realizacion, la enzima mutante es una IDH2 mutante, por ejemplo, un mutante IDH2 descrito en esta
memoria, y la neoactividad es neoactividad de 2HG.

En una realizacion, la etapa de poner en contacto comprende poner en contacto al compuesto candidato con una
célula o un lisado celular del mismo, en donde la célula comprende ARN que codifica una enzima IDH, por ejemplo,
IDH1 o IDHZ2, por ejemplo, una enzima IDH mutante, por ejemplo, IDH1 o IDH2, que tiene la neoactividad.

En una realizacion, la célula comprende una mutacion o alelo preseleccionado, de un gen mutante IDH1. Por
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ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH1 codifica una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo
132. Por ejemplo, el alelo puede codificar His, Ser, Cys, Gly, Val, Pro o Leu, o cualquier otro residuo descrito en Yan
y colaboradores, en el residuo 132, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 8 (véase también la Fig. 21),
especificamente His, Ser, Cys, Gly, Val, o Leu.

En una realizacion, el alelo codifica una IDH1 que tiene His en el residuo 132.
En una realizacion, el alelo codifica una IDH1 que tiene Ser en el residuo 132.

En una realizacion, el alelo es una mutacion Arg132His, o una mutacién Arg132Ser, de acuerdo con la secuencia de
la SEQ ID NO: 8 (véanse las figuras 2 y 21).

En una realizacion, el alelo IDH1 comprende una mutacion en el residuo 71, por ejemplo, una mutacion que tiene un
aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por ejemplo, V71I.

En una realizacion, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 100, por ejemplo, una mutacién que tiene
un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100, o una mutacion en el residuo 109, por ejemplo, una mutacién que
tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 70, por ejemplo, una mutacion que tiene un
aminoacido diferente de Gly en el residuo 70, (por ejemplo, G70D), 99, por ejemplo, una mutacion que tiene un
residuo diferente de Gly en el residuo 99 (por ejemplo, 199M); 130, una mutaciéon que tiene un aminoacido diferente
de lle en el residuo 130 (por ejemplo, 1130M); 133, una mutacion que tiene un aminoacido diferente de His en el
residuo 133 (por ejemplo, H133Q); 134, una mutacion que tiene un aminoacido diferente de Ala en el residuo 134
(por ejemplo, A134D); o 178, una mutaciéon que tiene un residuo diferente de Val en el residuo 178 (por ejemplo,
V178I).

En una realizacion, la célula comprende una mutacién o alelo preseleccionado, de un gen mutante IDH2. Por
ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo
172. Por ejemplo, el alelo codifica Lys, Gly, Met, Trp, Thr, Ser, o cualquier residuo descrito en Yan y colaboradores,
en el residuo 172, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 10 (véase también la figura 22), especificamente,
Lys, Gly, Met, Trp, o Ser. En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Lys en el residuo 172. En una
realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Met en el residuo 172. En una realizacion, el alelo IDH2 codifica una
IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 140 (por ejemplo, R140Q, R140L o R140W) o un
residuo diferente de Val en el residuo 294 (por ejemplo, V294M).

En una realizacion, la célula incluye una copia heteréloga de un gen de tipo silvestre o mutante IDH, por ejemplo, un
gen de tipo silvestre o mutante IDH1 IDH2. (Copia heterdloga se refiere a una copia introducida o formada por una
manipulacion por ingenieria genética). En una realizacion, el gen heterdlogo comprende una fusion con una proteina
reportera, por ejemplo, una proteina fluorescente, por ejemplo, una proteina fluorescente verde o roja.

En una realizacion, la célula se transfecta (por ejemplo, se transfecta en forma transitoria o estable) o se transduce
(por ejemplo, se transduce de forma transitoria o estable) con una secuencia de acido nucleico que codifica un IDH,
por ejemplo, IDH1 o IDH2, descrito en la presente memoria, por ejemplo, un IDH1 que tiene un aminoacido diferente
de Arg en el residuo 132. En una realizacion, el IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, esta etiquetado con un epitopo, por
ejemplo, etiquetado con myc.

En una realizacion, la célula se transfecta con un alelo IDH1 que comprende una mutacién en el residuo 71, por
ejemplo, una mutacion que tiene un aminoécido diferente de Val en el residuo 71, por ejemplo, V71I.

En una realizacion, la célula se transfecta con un alelo IDH1 que comprende una mutacién en el residuo 100, por
ejemplo, una mutaciéon que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100, o una mutacién en el residuo
109, por ejemplo, una mutacién que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 70, por ejemplo, una mutacion que tiene un
aminoacido diferente de Gly en el residuo 70, (por ejemplo, G70D), 99, por ejemplo, una mutaciéon que tiene un
residuo diferente de lle en el residuo 99 (por ejemplo, 199M); 130, una mutaciéon que tiene un aminoéacido diferente
de lle en el residuo 130 (por ejemplo, 1130M); 133, una mutacién que tiene un aminoacido diferente de His en el
residuo 133 (por ejemplo, H133Q); 134, una mutacion que tiene un aminoéacido diferente de Ala en el residuo 134
(por ejemplo, A134D); o 178, una mutaciéon que tiene un residuo diferente de Val en el residuo 178 (por ejemplo,
V178l).

En una realizacion, el alelo comprende una mutacion de un gen mutante IDH2. Por ejemplo, en una realizacion, el
alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 172. Por ejemplo, el alelo
codifica Lys, Gly, Met, Trp, Thr, Ser, o cualquier residuo descrito en Yan y colaboradores, en el residuo 172, de
acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 10 (véase también la figura 22), especificamente, Lys, Gly, Met, Trp, o
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Ser. En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Lys en el residuo 172. En una realizacién, el alelo
codifica una IDH2 que tiene Met en el residuo 172. En una realizacion, el alelo IDH2 codifica un IDH2 tener un
aminoacido diferente de Arg en el residuo 140 (por ejemplo, R140Q, R140L, o R140K) o un resto diferente de Val en
el residuo 294 (por ejemplo, V294M).

En una realizacion, la célula, por ejemplo, una célula cancerosa, es no mutante o de tipo silvestre para el alelo de
IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2. La célula puede incluir un mutante IDH1 o IDH2 heterdlogo.

En una realizacion, la célula es una célula cultivada, por ejemplo, una célula primaria, una célula secundaria, o una
linea celular. En una realizacion, la célula es una célula cancerosa, por ejemplo, una célula de glioma (por ejemplo,
una célula de glioblastoma), una célula de cancer de prostata, una célula de leucemia (por ejemplo, una célula de
ALL, por ejemplo, una célula de B-ALL o T-ALL o una célula de AML) una célula caracterizada por mielodisplasia o
sindrome mielodisplasico, una célula de fibrosarcoma o una célula de paraganglioma, una célula de cancer de
tiroides, una célula de melanoma o una célula caracterizada por neoplasias mieloproliferativas (por ejemplo, CML).
En una realizacion, la célula es una célula 293T, una célula U87MG, o una célula LN-18 (por ejemplo, ATCC HTB-14
o CRL-2610).

En una realizacion, la célula es de un sujeto, por ejemplo, un sujeto que tiene céncer, por ejemplo, un cancer
caracterizado por un alelo de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1
que tiene His o Cys en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 71, por ejemplo, una mutacion que tiene un
aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por ejemplo, V71I.

En una realizacién, el alelo de IDH comprende una mutacién en el residuo 100, por ejemplo, una mutacién que tiene
un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100, o una mutacion en el residuo 109, por ejemplo, una mutacién que
tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacion, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 70, por ejemplo, una mutacion que tiene un
aminoacido diferente de Gly en el residuo 70, (por ejemplo, G70D), 99, por ejemplo, una mutaciéon que tiene un
residuo diferente de lle en el residuo 99 (por ejemplo, 199M); 130, que tiene una mutacién un aminoacido diferente
de lle en el residuo 130 (por ejemplo, 1130M); 133, una mutacién que tiene un aminoacido diferente de His en el
residuo 133 (por ejemplo, H133Q); 134, una mutacion que tiene un aminoacido diferente de Ala en el residuo 134
(por ejemplo, A134D); o 178, una mutacion que tiene un residuo diferente de Val en el residuo 178 (por ejemplo,
V178I).

En una realizacion, el alelo comprende una mutacion de un gen IDH2. Por ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH2
codifica una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 172. Por ejemplo, el alelo codifica Lys, Gly,
Met, Trp, Thr, Ser, o cualquier residuo descrito en Yan y colaboradores, en el residuo 172, de acuerdo con la
secuencia de la SEQ ID NO: 10 (véase también la figura 22), especificamente, Lys, Gly, Met, Trp, o Ser. En una
realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Lys en el residuo 172. En una realizacién, el alelo codifica una IDH2
que tiene Met en el residuo 172. En una realizacién, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un aminoacido
diferente de Arg en el residuo 140 (por ejemplo, R140Q, R140L, o R140W) o un residuo diferente de Val en el
residuo 294 (por ejemplo, V294M). En una realizacion, el método comprende un segundo ensayo y el segundo
ensayo comprende la repeticion de una o mas de las etapas de el contacto y / o evaluaciéon del método basico.

En ofra realizacion, el segundo ensayo es diferente del primero. Por ejemplo, cuando el primero ensayo puede usar
un lisado celular o una célula u otro modelo animal no entero el segundo ensayo puede usar un modelo animal.

En una realizacion, la eficacia del candidato se evalla por su efecto sobre la actividad de la proteina reportera.

En otro aspecto, se describe un método de evaluacién de un compuesto candidato, por ejemplo, por la capacidad
para inhibir la transcripcion de un ARN que codifica una enzima mutante que tiene una neoactividad, por ejemplo,
para uso como un agente antiproliferativo o anticanceroso. En una realizacién, la enzima mutante es un mutante
IDH1 o IDH2. El método comprende:

suministrar opcionalmente el compuesto candidato, por ejemplo, una molécula pequefa, polipéptido, péptido,
aptamero, una molécula basada en un carbohidrato, o molécula a basada en acido nucleico;

poner en contacto el compuesto candidato con un sistema que comprende un lisado celular o una célula; y

evaluar la capacidad del compuesto candidato para inhibir la traduccién del ARN de IDH, por ejemplo, de IDH1 o
IDH2, por ejemplo, evaluando asi al compuesto candidato.

En una realizacion, el sistema comprende un gen de fusién que codifica todo o parte de la proteina tipo silvestre o
mutante de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, con una segunda proteina, por ejemplo, una proteina reportera, por
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ejemplo, una proteina fluorescente, por ejemplo, una proteina fluorescente verde o roja.

En una realizacién, la enzima mutante es una IDH1 mutante, por ejemplo, una IDH1 mutante descrita en esta
memoria, y la neoactividad es neoactividad de 2HG.

En una realizacién, la enzima mutante es una IDH2 mutante, por ejemplo, una IDH2 mutante descrita en esta
memoria, y la neoactividad es neoactividad de 2HG.

En una realizacion, el sistema incluye una copia heteréloga de un gen de tipo silvestre o mutante IDH, por ejemplo,
un gen de tipo silvestre o mutante IDH1 o IDH2. (Copia heterdloga se refiere a una copia introducida o formada por
una manipulacion por ingenieria genética). En una realizacién, el gen heterélogo comprende una proteina de fusion
0 una reportera, por ejemplo, una proteina fluorescente, por ejemplo, una proteina fluorescente verde o roja.

En una realizacion, la célula, por ejemplo, una célula cancerosa, es no mutante o de tipo silvestre para el alelo de
IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2. La célula puede incluir un mutante IDH1 o IDH2 heterdlogo.

En una realizacion, la célula es una célula cultivada, por ejemplo, una célula primaria, una célula secundaria, o una
linea celular. En una realizacion, la célula es una célula cancerosa, por ejemplo, una célula de glioma (por ejemplo,
una célula de glioblastoma), una célula de cancer de prostata, una célula de leucemia (por ejemplo, una célula de
ALL, por ejemplo, una célula de B-ALL o T-ALL, o una célula de AML) o una célula caracterizada por mielodisplasia
o sindrome mielodisplasico. En una realizacion, la célula es una célula 293T, una célula U87MG, o una célula LN-18
(por ejemplo, ATCC HTB-14 o CRL-2610).

En una realizacion, la célula es de un sujeto, por ejemplo, un sujeto que tiene cancer, por ejemplo, un cancer
caracterizado por un alelo de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo IDH1
que tiene His o Cys en el residuo 132 (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 71, por ejemplo, una mutacion que tiene un
aminoacido diferente de Val en el residuo 71, por ejemplo, V71I.

En una realizacion, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 100, por ejemplo, una mutacion que tiene
un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100, o una mutacioén en el residuo 109, por ejemplo, una mutacién que
tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 109.

En una realizacién, el alelo IDH1 comprende una mutacién en el residuo 70, por ejemplo, una mutacion que tiene un
aminoacido diferente de Gly en el residuo 70, (por ejemplo, G70D), 99, por ejemplo, una mutacion que tiene un
residuo diferente de lle en el residuo 99 (por ejemplo, 199M); 130, una mutaciéon que tiene un aminoacido diferente
de lle en el residuo 130 (por ejemplo, 1130M); 133, una mutacién que tiene un aminoacido diferente de His en el
residuo 133 (por ejemplo, H133Q); 134, una mutacién que tiene un aminoacido diferente de Ala en el residuo 134
(por ejemplo, A134D); o 178, una mutacion que tiene un residuo diferente de Val en el residuo 178 (por ejemplo,
V178I).

En una realizacién, el alelo comprende una mutacion de un gen IDH2. Por ejemplo, en una realizacion, el alelo IDH2
codifica una IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 172. Por ejemplo, el alelo codifica Lys, Gly,
Met, Trp, Thr, Ser, o cualquier residuo descrito en Yan y colaboradores, en el residuo 172, de acuerdo con la
secuencia de la SEQ ID NO: 10 (véase también la figura 22), especificamente, Lys, Gly, Met, Trp, o Ser. En una
realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Lys en el residuo 172. En una realizacion, el alelo codifica una IDH2
que tiene Met en el residuo 172. En una realizacion, el alelo IDH2 codifica una IDH2 que tiene un aminoacido
diferente de Arg en el residuo 140 (por ejemplo, R140Q, R140L, o R140W) o un residuo diferente de Val en el
residuo 294 (por ejemplo, V294M). En una realizacion, el procedimiento comprende un segundo ensayo y el
segundo ensayo comprende la repeticion del método.

En otra realizacion, el segundo ensayo es diferente del primero. Por ejemplo, cuando el primero ensayo se puede
usar un lisado celular o una célula u otro modelo animal no completo, el segundo ensayo se puede utilizar un modelo
animal.

En una realizacion, la eficiencia del candidato se evalua por su efecto sobre la actividad de la proteina reportera.

En otro aspecto, se describe un método de evaluacion de un compuesto candidato, por ejemplo, se describe en esta
memoria un agente terapéutico, o inhibidor, en un modelo animal. El compuesto candidato puede ser, por ejemplo,
una molécula pequenia, polipéptido, péptido, aptamero, una molécula basada en un carbohidrato o una molécula
basada en acido nucleico. El método comprende, poner en contacto al candidato con el modelo animal y evaluar el
modelo animal.

En una realizacion, la evaluacion comprende:
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la determinacion de un efecto del compuesto sobre la salud general del animal;

la determinacion de un efecto del compuesto en el peso del animal;

la determinacion de un efecto del compuesto sobre la funcién hepatica, por ejemplo, en una enzima del higado;
la determinacion de un efecto del compuesto sobre el sistema cardiovascular del animal;

la determinacion de un efecto del compuesto sobre la funcién neuronal, por ejemplo, sobre el control o la respuesta
neuromuscular;

la determinacion de un efecto del compuesto sobre el consumo de alimentos o liquidos;
la determinacion de la distribucion del compuesto en el animal;

la determinacion de la persistencia del compuesto en el animal o en un tejido u 6érgano del animal, por ejemplo, la
determinacion de la vida media en el plasma; o

la determinacion de un efecto del compuesto sobre una célula seleccionada en el animal;

la determinacion de un efecto del compuesto sobre el crecimiento, el tamafio, el peso, la invasividad u otro fenotipo
de un tumor, por ejemplo, un tumor endégeno o un tumor que surge de la introduccién células de la misma especie o
de una especie diferente.

En una realizacion, el animal es un primate no humano, por ejemplo, un mono cynomolgus o chimpancé.

En una realizacion, el animal es un roedor, por ejemplo, una rata o ratén.

En una realizacion, el animal es un animal grande, por ejemplo, un perro o un cerdo, diferente de un primate no
humano.

En una realizacion de la evaluacion se guarda en una memoria y opcionalmente se transmite a un tercero.

En un aspecto, se describe un método de evaluacion o procesamiento de un agente terapéutico, por ejemplo, un
agente terapéutico mencionado en la presente memoria, por ejemplo, un agente terapéutico que resulta en una
disminucion del nivel de un producto de un mutante de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, que tiene una neoactividad.
En una realizacién, se disminuye el nivel de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por
ejemplo, R-2HG.

El método incluye:

proporcionar, por ejemplo, mediante el analisis de una muestra, un valor (por ejemplo, un valor de prueba) para un
parametro relacionado con una propiedad del agente terapéutico, por ejemplo, la capacidad para inhibir la
conversion de cetoglutarato alfa en 2 hidroxiglutarato (es decir, 2HG), por ejemplo, R-2-hidroxiglutarato (es decir, R-
2HG), y,

opcionalmente, proporcionar una determinaciéon de si el valor determinado para el parametro reline un criterio
preseleccionado, por ejemplo, esta presente, o esta presente dentro de un intervalo preseleccionado,

evaluando o de procesando asi al agente terapéutico.

En una realizacion, el agente terapéutico estd aprobado para uso en humanos por una agencia del gobierno, por
ejemplo, la FDA.

En una realizacioén, el parametro esta correlacionado con la capacidad para inhibir la neoactividad de 2HG, y, por
ejemplo, el agente terapéutico es un inhibidor que se enlaza con la proteina IDH1 o IDH2 y reduce un neoactividad
del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG.

En una realizacion, el parametro se correlaciona con el nivel de proteina mutante IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, y
por ejemplo, el agente terapéutico es un inhibidor que reduce el nivel de proteina mutante IDH1 o IDH2.

En una realizacion, el parametro se correlaciona con el nivel de un ARN que codifica una proteina IDH mutante, por
ejemplo, IDH1 o IDH2, y por ejemplo, el agente terapéutico reduce el nivel de ARN, por ejemplo, ARNm, que codifica
a la proteina mutante IDH1 o IDH2.

En una realizacién, el método incluye poner en contacto el agente terapéutico con una proteina IDH mutante, por
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ejemplo, IDH1 o IDH2 (o un ARN correspondiente).

En una realizacion, el método incluye proporcionar una comparacion del valor determinado por un parametro con un
valor o valores de referencia, para evaluar as6 al agente terapéutico. En una realizacion, la comparacion incluye la
determinacién de si un valor de prueba determinado para el agente terapéutico tiene una relacidon preseleccionada
con el valor de referencia, por ejemplo, determinando si cumple con el valor de referencia. El valor no necesita ser
un valor numérico, sino que simplemente puede ser, por ejemplo, una indicacion de si esta presente una actividad.

En una realizacion, el método incluye la determinacion de si un valor de prueba es igual o mayor que un valor de
referencia, es menor que o igual a un valor de referencia, o cae dentro de un intervalo (ya sea inclusivo o exclusivo
de uno o ambos puntos finales). En una realizacion, el valor de prueba, o una indicacién de si se cumple el criterio
preseleccionado, puede ser registrado en una memoria, por ejemplo, en un registro legible por un ordenador.

En una realizacion, se toma una decisién o medida, por ejemplo, una muestra que contiene el agente terapéutico, o
un lote del agente terapéutico, se clasifica, se selecciona, se acepta o se descarta, se libera o se retiene, se procesa
en un producto farmacéutico, se embarca, se mueve a un lugar diferente, se formula, se etiqueta, se empaca, en
pone en contacto con, o se coloca en un contenedor, por ejemplo, un contenedor hermético a gases o liquidos, se
comercializa, o se vende o se ofrece para la venta, o se hace un registro o se altera para reflejar la determinacion,
dependiendo de si se cumple con el criterio preseleccionado. Por ejemplo, con base en el resultado de la
determinacién o de si esta presente una actividad, o tras la comparacién con un estandar de referencia, se puede
procesar el lote del cual se toma la muestra, por ejemplo, como se acaba de describir.

La evaluacion de la presencia o nivel de actividad puede mostrar si el agente terapéutico satisface un estandar de
referencia.

En una realizacién, los métodos y composiciones divulgados aqui son utiles desde el punto de vista del proceso, por
ejemplo, para controlar o garantizar la consistencia o calidad de un lote a otro, o para evaluar una muestra con
relacion a una referencia, por ejemplo, un valor preseleccionado.

En una realizacién, se puede utilizar el método para determinar si se puede esperar que un lote de prueba de un
agente terapéutico tenga una o mas de las propiedades. Tales propiedades pueden incluir una propiedad enlistada
en el inserto del producto de un agente terapéutico, una propiedad que aparece en un compendio, por ejemplo, la
Farmacopea de los Estados Unidos, o una propiedad requerida por una agencia reguladora, por ejemplo, la FDA,
para uso comercial.

En una realizacion, el método incluye probar el efecto del agente terapéutico sobre la actividad de tipo silvestre de
una proteina IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, y proporcionar una determinacion de si el valor determinado cumple
con un criterio preseleccionado, por ejemplo, esta presente, o esta presentar dentro de un intervalo preseleccionado.

En una realizacion, el método incluye:

poner en contacto un agente terapéutico que es un inhibidor de IDH1 o IDH2 (por ejemplo, IDH1), neoactividad del
hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, con un mutante IDH1 o IDH2 (por ejemplo, IDH1) que tiene
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG,

determinar un valor relacionado con la inhibicién de una neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de
2HG,y

comparar el valor determinado con un valor de referencia, por ejemplo, un intervalo de valores, para la inhibicion de
una neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG. En una realizacion el valor de referencia es un
valor requerido por la FDA, por ejemplo, un criterio de liberacion.

En una realizacion, el método incluye:

poner en contacto un agente terapéutico que es un inhibidor de ARNm que codifica una IDH1 mutante que tiene una
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, con un ARNm que codifica un mutante IDH1 que
tiene una neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG,

determinar un valor relacionado con la inhibicion del ARNm, vy,

comparar el valor determinado con un valor de referencia, por ejemplo, un intervalo de valores para la inhibicion del
ARNm. En una realizacion el valor de referencia es un valor requerido por la FDA, por ejemplo, un criterio de
liberacion.

En un aspecto, se describe un método para evaluar una muestra de un agente terapéutico, por ejemplo, un agente

terapéutico mencionado aqui, que incluye el recibo de datos con relacion a una actividad del agente terapéutico;
proporcionar un registro que incluye dichos datos y que incluye opcionalmente un identificador para un lote o agente
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terapéutico; enviar dicho registro a una entidad con capacidad de decision, por ejemplo, una agencia del gobierno,
por ejemplo, la FDA; opcionalmente, recibir una comunicaciéon de dicha entidad con capacidad de decision;
opcionalmente, decidir si liberar al mercado el lote del agente terapéutico con base en la comunicacion enviada por
la entidad con capacidad de decisién. En una realizacion, el método incluye ademas libera, o bien procesar la
muestra, por ejemplo, como describe en esta memoria.

En otro aspecto, se describe un método de seleccion de una clase de pago para el tratamiento con un agente
terapéutico descrito en esta memoria, por ejemplo, un inhibidor de neoactividad de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2,
para un sujeto que tiene un trastorno relacionado con proliferacion celular. EI método incluye:

proporcionar (por ejemplo, recibir) una evaluacién de si el sujeto es positivo para niveles no deseado, es decir,
aumentados de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, o
neoactividad, por ejemplo, una neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, un IDH1 o IDH2
mutante que tiene neoactividad, por ejemplo, una neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG,
(0 un ARN correspondiente), o un IDH mutante, por ejemplo, IDH1 o IDH2, un gen somatico, por ejemplo, un
mutante descrito en la presente memoria, y realizar al menos uno de (1) si el sujeto es positivo, seleccionar una
primera clase de pago, y (2) si el sujeto no es positivo seleccionar una segunda clase de pago.

En una realizacion, la seleccién se registra en una memoria, por ejemplo, en un sistema de registros médicos.

En una realizacion, el método incluye la evaluacién de si el sujeto es positivo para niveles no deseado, es decir,
aumentados de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, o
neoactividad, por ejemplo, neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG.

En una realizacion, el método incluye solicitar la evaluacion.
En una realizacion, la evaluacion se realiza en el sujeto por medio de un método descrito en esta memoria.

En una realizacién, el método comprende comunicar la seleccion a un tercero, por ejemplo, un ordenador, un disco
compacto, un teléfono, un facsimil, correo electrénico o carta.

En una realizacion, el método comprende la elaboracion o autorizacion del pago para dicho tratamiento.

En una realizacion, el pago es por un primer interesado a un segundo interesado. En algunas realizaciones, el
primer interesado es diferente del sujeto. En algunas realizaciones, el primer interesado se selecciona de un tercero
pagador, una compafiia de seguros, un empleador, plan de salud patrocinado por el empleador, HMO, o una entidad
del gobierno. En algunas realizaciones, el segundo interesado se selecciona entre el sujeto, un proveedor de salud,
un médico tratante, un HMO, un hospital, una entidad del gobierno, o una entidad que vende o suministra el
farmaco. En algunas realizaciones, el primer interesado es una compania de seguros y el segundo interesado se
selecciona entre el sujeto, un proveedor de salud, un médico tratante, un HMO, un hospital, una entidad del
gobierno, o una entidad que vende o suministra el farmaco. En algunas realizaciones, el primer interesado es una
entidad del gobierno y el segundo interesado se selecciona entre el sujeto, un proveedor de salud, un médico
tratante, un HMO, un hospital, una compania de seguros, o una entidad que vende o suministra el farmaco.

Como se utiliza en esta memoria, un trastorno relacionado con proliferacion celular es un trastorno caracterizado por
proliferacién celular no deseada o por una predisposicién que conduce a proliferacion celular no deseada (algunas
veces denominada como trastorno precanceroso). Los ejemplos de trastornos caracterizados por proliferacion
celular no deseada incluyen canceres, por ejemplo, tumores del SNC, por ejemplo, un glioma. Los gliomas incluyen
tumores astrociticos, tumores oligodendrogliales, tumores oligoastrociticos, astrocitomas anaplasicos, glioblastomas
y neoplasias mieloproliferativas. Otros ejemplos incluyen canceres hematolégicos, por ejemplo, una leucemia, por
ejemplo, AML (por ejemplo, una forma adulta o pediatrica) o ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL (por ejemplo, una
forma adulta o pediatrica), un cancer de prdstata localizado o metastasico, por ejemplo, adenocarcinoma de
prostata, fibrosarcoma, y paraganglioma; especificamente una leucemia, por ejemplo, AML (por ejemplo, una forma
adulta o pediatrica) o ALL, por ejemplo, B-ALL o T-ALL (por ejemplo, una forma adulta o pediatrica) cancer de
prostata localizado o metastasico, por ejemplo, adenocarcinoma de prostata, cancer de tiroides, cancer de colon y
melanoma. Ejemplos de trastornos caracterizados por una predisposicion que conduce a una proliferacion no
deseada de células incluyen mielodisplasia o sindrome mielodisplasico, que son una coleccion diversa de
condiciones hematoldgicas marcados por una produccion ineficaz (o displasia) de células sanguineas mieloides y el
riesgo de transformacion en AML.

Como se utiliza en esta memoria, un mayor nivel de un producto de una neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo,
2HG, por ejemplo, R-2HG, o un término similar, por ejemplo, un mayor nivel de producto neoactivo o de producto de
neoactividad, significa un aumento comparado con un nivel de referencia que es caracteristico de una fuente que
carece de una mutacién IDH neoactiva, por ejemplo, IDH1 o IDH2. Por ejemplo, si se evalua el nivel del producto de
neoactividad en las células, un aumento significa un aumentaron en comparacién con las células que son similares
excepto que no portan la mutaciéon de IDH neoactiva, por ejemplo, IDH1 o IDH2. A modo de ejemplo adicional, si se
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evalua el nivel del producto de neoactividad en una muestra, por ejemplo, suero, un aumento significa un aumenté
en comparacién con una muestra que es o bien similar, pero de una fuente o de un sujeto que no tiene la mutacion
de IDH neoactiva, por ejemplo, Idh1 o IDH2, o que no tiene un trastorno caracterizado por una mutacion de IDH
neoactiva, por ejemplo, IDH1 o IDH2. A modo de ejemplo adicional, si se evalia el nivel del producto de
neoactividad en una muestra de tumor, por ejemplo, una muestra de tumor sélido o una muestra de células
hematopoyéticas, un aumento significa un aumento en comparacion con una muestra de tumor que es o bien similar,
pero de una fuente o un sujeto que no tiene la mutacion de IDH neoactiva, por ejemplo, IDH1 o IDH2, o no tiene un
trastorno caracterizado por una mutacion de IDH neoactiva, por ejemplo, IDH1 o IDH2.

Como se utiliza aqui, inhibe especificamente una neoactividad (y términos similares), significa que la neoactividad de
la enzima mutante es inhibida hasta un grado significativamente mayor que la actividad de la enzima de tipo
silvestre. A modo de ejemplo, "inhibe especificamente la neoactividad de 2HG de IDH1 mutante (o IDH2)" significa
que se inhibe la neoactividad de 2HG hasta un grado significativamente mayor que la reaccion directa (la conversion
de isocitrato en cetoglutarato alfa) de la actividad de IDH1 de tipo silvestre (o IDH2). En formas de realizacion se
inhibe la neoactividad al menos 2, 5, 10, o 100 veces mas que la actividad de tipo silvestre. En formas de
realizacién, un inhibidor que es especifico para la neoactividad de 2HG de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, también
inhibira otra deshidrogenasa, por ejemplo, malato deshidrogenasa. En otras realizaciones, el inhibidor especifico no
inhiben otras deshidrogenasas, por ejemplo, malato deshidrogenasa.

En la presente memoria, un trastorno relacionado con proliferacion celular, por ejemplo, un cancer, caracterizado por
una mutacion o un alelo, significa un trastorno relacionado con proliferacion celular que tiene un numero sustancial
de células que portan esa mutacion o alelo. En una realizacion, al menos 10, 25, 50, 75, 90, 95 o0 99% de las células
del trastorno relacionadas con la proliferacion celular, por ejemplo, las células de un cancer, o una muestra
representante, promedio o tipica células cancerosas, por ejemplo, de un tumor o de células sanguineos afectadas,
porta al menos una copia de la mutaciéon o alelo. Un ejemplo de trastorno relacionado con proliferacion celular,
caracterizado por una IDH mutante, por ejemplo, una IDH1 o IDH2 mutante, que tiene la neoactividad de 2HG. En
una realizacioén, la mutacion o el alelo esta presente como un heterocigoto a las frecuencias indicadas.

Como se utiliza en esta memoria, una "SNP" es una variaciéon de la secuencia de ADN que se presenta cuando un
nucleotido sencillo (A, T, C, o G) en el genoma (u otra secuencia compartida) difiere entre los miembros de una
especie (0 entre cromosomas pareados en un individuo).

En la presente memoria, un sujeto, puede ser un sujeto humano o no humano. Los sujetos no humanos incluyen
primates no humanos, roedores, por ejemplo, ratones o ratas, u otros animales no humanos.

Los detalles de una o mas realizaciones se exponen en la descripcion mas adelante. Otras caracteristicas, objetivos
y ventajas seran evidentes a partir de la descripcion y los dibujos, y de las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa la verificacion de la secuencia de ADN de pET41a-IDH1 y la alineacion contra la CDS
publicada de IDH1. La secuencia de IDH1 (CDS) corresponde a la SEQ ID NO: 5. La secuencia de pET41a-IDH1
corresponde a la SEQ ID NO: 6, y la secuencia de "consenso" corresponde a la SEQ ID NO: 7.

La figura 2 representa la verificacion de la secuencia de ADN de los mutantes R132S y R132H de acuerdo con la
SEQ ID NO: 8. La secuencia de aminoacidos de IDH1 (SEQ ID NO: 8) es proporcionada en la figura 21.

La figura 3 representa la separacion de la proteina IDH1 de tipo silvestre sobre una columna de Ni-Sefarosa.

La figura 4 representa el andlisis de proteinas de IDH1 de tipo silvestre sobre el gel de SDS antes y después del
fraccionamiento en la columna de Ni. T: proteina total; I: fracciones insolubles; S: fraccién soluble; L: muestra para
carga una columna de Ni. Los numeros en la figura indica los numeros de fracciones. Las fracciones # 17 ~ # 27
fueron recolectadas para purificacion adicional.

La figura 5A representa la separacion de proteina IDH1 de tipo silvestre través de una columna SEC, S-200.

La figura 5B representa un analisis de proteina de IDH1 de tipo silvestre en gel de SDS antes y después del
fraccionamiento en la columna S-200. M: marcador de peso molecular; Ni: fraccién de la columna de niquel antes de
S- 200; S200: fraccion de la columna SEC.

La figura 6 representa la separacion de la proteina R132S mutante sobre una columna Ni-Sefarosa.

La figura 7 representa un analisis de proteinas de R132S mutante sobre gel SDS antes y después del
fraccionamiento en una columna de Ni. M: marcador de proteina (kDa): 116, 66,2, 45, 35, 25, 18,4, 14,4; T: proteina

celular total; So: fraccion soluble; In: fraccién insoluble; Ft: flujo a través de. # 3 - # 7 indica los correspondientes
numeros de la fraccion eluida.
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La figura 8A representa la separacion de proteina R132S mutante a través de una columna SEC S-200.

La figura 8B representa analisis de proteina de R132S mutante sobre gel SDS después de fraccionamiento en
columna S-200. M: marcador de peso molecular; R132S: fraccion de la columna SEC.

La figura 9 representa la separacién de proteina R132H mutante sobre una columna de Ni-Sefarosa.

La figura 10 representa analisis de proteinas de R132H mutante sobre gel SDS antes y después del fraccionamiento
en una columna de Ni. M: marcador de proteinas (kDa): 116, 66,2, 45, 35, 25, 18,4, 14,4; T: proteina celular total;
So: fraccion soluble; In: fraccion insoluble; Ft: flujo a través de; # 5 - # 10 indica los nimeros correspondientes de la
fraccion eluida; Ni: muestra de la columna de Ni-Sefarosa, combinacion de # 5 - # 10 juntos.

La figura 11A representa la separacion de proteina R132H mutante a través de la columna SEC S-200.

La figura 11B representa el analisis de proteina de R132H mutante sobre gel SDS después del fraccionamiento
sobre una columna S-200. M: marcador de peso molecular; R132H: fraccién de la columna SEC.

La figura 12A representa la grafica de Michaelis-Menten de IDH1 de tipo silvestre en la descarboxilacion oxidativa de
isocitrato hasta a-cetoglutarato.

La figura 12B representa la grafica de Michaelis-Menten de la enzima mutante R132H en la descarboxilacion
oxidativa del isocitrato hasta a-cetoglutarato.

La figura 12C representa la grafica de Michaelis-Menten de la enzima mutante R132S en la descarboxilacion
oxidativa de isocitrato hasta a-cetoglutarato.

La figura 13A representa la inhibicién de a-KG de IDH1 de tipo silvestre.
La figura 13B representa la inhibicidon de a-KG de la enzima mutante R132H.
La figura 13C representa la inhibicion de a-KG de la enzima mutante R132S.

La figura 14 representa IDH1 e tipo silvestre, R132H, y R132S en la conversion a-cetoglutarato hasta 2-
hidroxiglutarato.

La figura 15A representa la grafica de sustrato-velocidad de concentracion para la enzima mutante R132H.
La figura 15B representa la grafica de sustrato-velocidad de concentracion para la enzima mutante R132S.

La figura 16 representa IDH1 de tipo silvestre, R132H, y R132S en la conversiéon a-cetoglutarato en 2-
hidroxiglutarato con NADH.

La figura 17A representa la inhibicién de oxalomalato con IDH1 de tipo silvestre.
La figura 17B representa la inhibicién de oxalomalato con R132H.
La figura 17C representa la inhibicion de oxalomalato con R132S.

La figura 18A representa un analisis por LC-MS / MS de la reaccion de control.
La figura 18B representa un analisis por LC-MS / MS de la reaccion que contiene la enzima.

La figura 18C representa un analisis por LC-MS / MS de la reaccion con el elemento de control.

La figura 19 representa el analisis por LC-MS / MS de alfa-hidroxiglutarato.

La figura 20 representa el andlisis por LC-MS / MS que muestra que R132H consume a-KG para producir acido 2-
hidroxiglutarico.

La figura 21 representa la secuencia de aminoacidos de IDH1 (SEQ ID NO: 8) como se describe en el GenBank con

acceso No. NP_005887.2 (Gl No. 28178825) (fecha de registro 10 de mayo de 2009).

La figura 21A es la secuencia de ADNc de IDH1 tal como la representa en GenBank con acceso No. NM_005896.2
(fecha de registro 10 de mayo de 2009; Gl 28178824) (SEQ ID NO: 13).

La figura 21B representa la secuencia de ARNm de IDH1 como se describe en GenBank con acceso No.
NM_005896.2 (fecha de registro 10 de mayo de 2009; GI 28178824) (SEQ ID NO: 9).
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La figura 22 es la secuencia de aminoacidos de IDH2 como se presenté en GenBank con acceso No. NM_002168.2
(fecha de registro 16 de agosto del 2009; Gl 28178831) (SEQ ID NO: 10).

La figura 22A es la secuencia de ADNc de IDH2 como se presentd en GenBank con acceso No. NM_002168.2
(fecha de registro 16 de agosto de 2009; Gl 28178831) (SEQ ID NO: 11).

La figura 22B es la secuencia de ARNm de IDH2 como se presenté en GenBank con acceso No. NM_002168.2
(fecha de registro 16 de agosto de 2009; Gl 28178831) (SEQ ID NO: 12).

La figura 23 representa el progreso de reacciones directas (isocitrato hasta a-KG) para la enzima mutante R132H y
R132S.

La figura 24A representa el analisis por LC-MS / MS de la mezcla racémica 2-HG con formacion de derivados.
La figura 24B representa el analisis por LC-MS / MS del estandar de R-2HG con formacion de derivados.

La figura 24C representa el analisis por LC-MS / MS de una inyeccién conjunta del racemato 2-HG y con formacion
de derivados y del estandar deR-2HG.

La figura 24D representa el andlisis por LC-MS / MS del producto de reaccion de neoactividad con formacion de
derivados.

La figura 24E representa el andlisis por LC-MS / MS de una inyeccion conjunta del producto de reaccion de la
enzima de neoactividad y el estandar de R-2-HG.

La figura 24F representa el analisis por LC-MS / MS de una inyeccion conjunta del producto de reaccion de la
enzima de neoactividad y la mezcla racémica de 2-HG.

La figura 25 representa el efecto inhibidor de 2-HG derivado de la reduccion de a-KG por R132H de ICDH1 sobre la
descarboxilacion oxidativa catalitica de ICDH1 de tipo silvestre del isocitrato hasta a-KG.

La figura 26A representa los niveles de 2-HG en lineas celulares CRL-2610 que expresan la proteina mutante
R132H de tipo silvestre o IDH-1.

La figura 26B representa el los niveles de 2-HG en lineas celulares HTB-14 que expresan la proteina mutante
R132H de tipo silvestre o de IDH-1.

La figura 27 representa ADN gendmico de IDH1 humano: secuencia de intrén / 2 exén.

La figura 28 representa las concentraciones de 2HG en gliomas malignos humanos que contienen mutaciones de
R132 en IDH1. Las muestras de glioma humano obtenidas por reseccion quirdrgica se congelaron rapidamente, se
tomo el genotipo para estratificar como de tipo silvestre (TS) (N = 10) o que porta un alelo mutante R132 (Mutante)
(n = 12) y metabolitos extraidos para el analisis por LC-MS. Entre los 12 tumores mutantes, 10 portaban una
mutacion R132H, uno una mutaciéon R132S, y uno una mutacion R132G. Cada simbolo representa la cantidad del
metabolito enumerado encontrado en cada muestra de tumor. Las lineas rojas indican la media de la muestra del
grupo. La diferencia en 2HG observada entre tumores con IDH1 mutante, R132 mutante y TS fue estadisticamente
significativa mediante la prueba t de Student (p <0,0001). No hubo diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de a-KG, malato, fumarato, succinato, isocitrato entre los tumores con IDH1 mutante, R132 mutante y TS.

La figura 29A representa el analisis estructural de IDH1 mutante R132H. A la izquierda se muestra una estructura de
revestimiento de IDH1 mutante R132H y de IDH1 TS en la conformacién "cerrada". A la derecha se muestra una
estructura de revestimiento de IDH1 TS en la conformacion "abierta" con IDH1 mutante para comparacion.

La figura 29B representa una comparacion estructural en primer plano del sitio activo de IDH1 R132H (izquierda) e
IDH1 de tipo silvestre (TS) (derecha) que contiene tanto a-KG como NADPH. Ademas de los cambios en el residuo
132, la posicion de los residuos cataliticos Tyr 139 y Lys 212 son diferentes y a-KG se orienta de forma diferente con
relacién a NADPH para la transferencia del hidruro catalitico en las enzimas TS versus R132H mutante.

La figura 30A representa las propiedades enzimaticas de los mutantes R132H de IDH1 cuando se evaluaron las
enzimas IDH1 R132H mutante (R132H) y de tipo silvestre (TS) humanas recombinantes para descarboxilacion
oxidativa del isocitrato hasta a-KG con NADP* como cofactor. Se usaron diferentes concentraciones de enzima para
generar las curvas.

La figura 30B representa las propiedades enziméticas de los mutantes de R132 de IDH cuando se evaluaron las
enzimas IDH1 mutantes R132H y TS por la reduccion de a-KG con NADPH como cofactor. Se utilizaron diferentes
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concentraciones de enzima para generar las curvas.

La figura 30C representa los parametros cinéticos de reacciones oxidativas y reductoras, como se midié para las
enzimas IDH1 R132H y de TS como se muestra. Los valores de Kn y keat para la actividad reductora de la enzima de
TS no pudieron ser determinados ya que no se pudo detectar actividad medible de la enzima con ninguna
concentracion de sustrato.

La figura 31A representa el analisis por LC-MS / MS que identifica 2HG como el producto de reaccion reductor de
IDH1 mutante R132H humana recombinante.

La figura 31B representa la formacion de derivados del anhidrido diacetil-L-tartarico y el andlisis por LC-MS / MS de
la quiralidad de 2HG producido por IDH1 mutante R132H. La sefial normalizada de LC-MS / MS para el producto de
la reaccion reductora (rxn) solo, un estandar de R(-) - 2HG solamente, y los dos juntos (Rxn + R(-) - 2HG) se
muestran como es la sefal para la mezcla racémica de las formas R(-) y S(+) (racemato de 2HG), unicamente o con
los productos de reaccion (Rxn + racemato).

La figura 32A representa analisis SDS-PAGE y de transferencias tipo Western de la proteina R132S IDH1 etiquetada
y purificacion por afinidad del terminal C usada para cristalizacion.

La figura 32B representa el cromatograma del analisis por FPLC de la muestra de proteina R132S IDH1.

La figura 33 representa los cristales obtenidos a partir de una solucion de proteina que contenia NADP 5 mM,
isocitrato 5 mM, Ca®* 10 mM. El precipitante contenia MES 100 mM (pH 6,0) y 20% de PEG 6000 usando un método
de gota suspendida de cristalizacion.

La figura 34 representa un cristal obtenido a partir de una soluciéon de proteina que contenia NADP 5 mM, a-
cetoglutarato 5 mM, Ca** 10 mM. El precipitante contenia MES 100 mM (pH 6,5) y 12% de PEG 20000.

La figura 35 es una grafica de barras que representa la actividad elevada de catalisis reductiva de NADPH en la
enzima IDH2-R172K comparado con IDH2 de tipo silvestre.

Las figuras 36A-C son graficas que representan lo siguiente: (A) extractos de células de leucemia de un paciente
con IDH1 /2 (n = 10), e IDH1 / 2 mutante (n = 16) obtenidos en la presentacién y la recaida, y células de leucemia
con IDH1 R132 mutante que se desarrollaron en cultivo durante 14 dias (n = 14) analizadas por LC-MS para medir
los niveles de 2-HG; y (B) 2-HG medido en suero de pacientes con leucemia con IDH1 de tipo silvestre o IDH1 R132
mutante. En (A) y (B), cada punto representa una muestra de un paciente individual. Los diamantes representan el
tipo silvestre, los circulos representan mutantes IDH1, y los triangulos representan mutantes IDH2. Las barras
horizontales indican la media. (*) indica la diferencia estadisticamente significativa con relacion a las células de tipo
silvestre del pacientes (p <0,05). (C) representa las curvas de crecimiento in vitro de células de AML con IDH1 R132
mutante y IDH1 de tipo silvestre.

La figura 37 es una grafica que representa los resultados de los extractos de células de leucemia de pacientes con
AML que portan un alelo mutante IDH1 / 2 (n = 16) o de tipo silvestre (n = 10) obtenido en la presentacién y recaida
inicial evaluada por LC-MS para los niveles de a-KG, succinato, malato, y fumarato. Cada punto representa una
muestra de un paciente individual. Los circulos abiertos representan tipo silvestre, los circulos cerrados representan
mutantes IDH1, y los triangulos representan mutantes IDH2. Las barras horizontales representan la media. No hubo
diferencias estadisticamente significativas entre las muestras de AML de tipo silvestre y con IDH1 / 2 mutante.

La figura 38 muestra representaciones graficas del analisis por LC-MS de reacciones in vitro usando IDH1 R132C e
IDH2 R172K recombinantes lo que confirman que 2-HG y no isocitrato es el producto final de las reacciones de la
enzima mutante.

Las Figuras 39A y B representan (A) la catalisis de la enzima IDH1 de tipo silvestre de la descarboxilacion oxidativa
del isocitrato hasta alfa-cetoglutarato con la reduccion concomitante de NADP hasta NADPH; y (B) la reduccion de
IDH1 R132C mutante de alfa-cetoglutarato hasta 2-hidroxiglutarato mientras NADPH se oxida hasta NADP. Estas se
denominan como las reacciones "directa" y "parcialmente inversa", respectivamente.

Descripcion detallada

Los inventores han descubierto que ciertas formas mutadas de una enzima IDH (por ejemplo, IDH1 o IDH2) tienen
una ganancia de funcion, denominada aqui como un neoactividad, que puede ser utilizada en el tratamiento de un
trastorno relacionado con proliferacion celular, por ejemplo, una trastorno proliferativo tal como cancer. Se describen
aqui métodos y composiciones para el tratamiento de un trastorno relacionado con proliferacion celular, por ejemplo,
un trastorno proliferativo tal como cancer. Los métodos incluyen, por ejemplo, el tratamiento de un sujeto que tiene
un glioma o tumor cerebral caracterizado por un alelo IDH1 preseleccionado, por ejemplo, un alelo que tiene A en la
posicion 394 (por ejemplo, un mutante C394A) o una A en la posicion 395 (por ejemplo, un mutante G395A) de
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acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 5, que codifica una IDH1 que tiene His en la posicion 132 (por ejemplo,
una mutacion Arg132His) o una Ser en la posicion 132 (por ejemplo, un mutante Arg132Ser) y que tiene una
neoactividad divulgada en la presente memoria, mediante la administracion al sujeto de una cantidad
terapéuticamente efectiva de un inhibidor de IDH1, por ejemplo, una molécula pequefia o acido nucleico. El inhibidor
con base en acido nucleico es, por ejemplo, un ARNbc, por ejemplo, un ARNbc que comprende las secuencias
primarias de la cadena sentido y de las cadenas antisentido de las Tablas 7-14. EI ARNbc se compone de dos
cadenas separadas, o una cadena sola plegada para formar una estructura de horquilla (por ejemplo, un ARN de
horquilla corta (ARNhc)). En algunas realizaciones, el inhibidor con base en acido nucleico es un acido nucleico
antisentido, tal como un acido nucleico antisentido que tiene una secuencia que se superpone, o incluye, una
secuencia antisentido proporcionada en las Tablas 7-14.

La presente invencion esta dirigida a un método in vitro de evaluacion de un sujeto con aciduria 2-hidroxiglutérica,
comprendiendo el método la determinacion de si el sujeto tiene una mutaciéon de isocitrato deshidrogenasa (IDH)
que tiene la capacidad de convertir a-cetoglutarato en 2-hidroxiglutarato (2HG).

Neoactividad de una enzima

Como se utiliza en la presente memoria, neoactividad se refiere a neoactividad del hidroxilo alfa. La neoactividad y
neoactividad del hidroxilo alfa se utilizan aqui en forma intercambiable. La neoactividad del hidroxilo alfa es la
capacidad para convertir una cetona alfa en un hidroxilo alfa. La neoactividad puede surgir como resultado de una
mutacion, por ejemplo, una mutacién puntual, por ejemplo, una sustitucién, por ejemplo, en el sitio activo de una
enzima. En una realizacion, el neoactividad esta sustancialmente ausente de la enzima no mutante o de tipo
silvestre. Algunas veces se la denomina aqui como neoactividad de primer grado. Un ejemplo de una neoactividad
de primer grado es una "ganancia de funcion" en donde la enzima mutante gana una nueva actividad catalitica. En
una realizacioén, la neoactividad esta presente en una enzima de tipo silvestre o no mutante, pero en un nivel que es
inferior a 10, 5, 1, 0.1, 0.01 0 0.001% de la observada en la enzima mutante. Esto se denomina aqui algunas veces
como una neoactividad de segundo grado. Un ejemplo de una neoactividad de segundo grado es una "ganancia de
funcion" en donde la enzima mutante tiene un aumento, por ejemplo, un aumento de 5 veces en la velocidad de la
actividad catalitica poseida por la enzima cuando carece de la mutacion.

En algunas realizaciones, una forma no mutante de la enzima, por ejemplo, una forma de tipo silvestre, convierte la
sustancia A (por ejemplo, isocitrato) en la sustancia B (por ejemplo, a-cetoglutarato), y el neoactividad convierte
sustancia B (por ejemplo, a-cetoglutarato ) en la sustancia C, algunas veces denominada como el producto de la
neoactividad (por ejemplo, 2-hidroxiglutarato, por ejemplo, R-2-hidroxiglutarato).

Isocitrato deshidrogenasas

Las isocitrato deshidrogenasas (IDH) catalizan la descarboxilacion oxidativa del isocitrato en 2-oxoglutarato (es
decir, a-cetoglutarato). Estas enzimas pertenecen a dos subclases distintas, una de las cuales utiliza NAD(+) como
el aceptor de electrones y la otra NADP(+). Se han reportado cinco isocitrato deshidrogenasas: tres isocitrato
deshidrogenasas dependen de NAD(+), que se localiza en la matriz mitocondrial, y dos isocitrato deshidrogenasas
que dependen de NADP(+), una de las cuales es mitocondrial y la otra predominantemente citosdlica. Cada isozima
que depende de NADP(+)es un homodimero.

IDH1 (isocitrato deshidrogenasa 1 (NADP+), citosolica) también se conoce como IDH; IDP; IDCD; IDPC o PICD. La
proteina codificada por este gen es la isocitrato deshidrogenasa que depende de NADP(+) encontrada en el
citoplasma y los peroxisomas. Contiene la secuencia de sefializaciéon de direccionamiento peroxisomas PTS-1. La
presencia de esta enzima en peroxisomas sugiere su intervencion en la regeneracion de NADPH para reducciones
intraperoxisomales, tal como la conversion de 2,4-diencil-CoA en 3-enoil-CoA, asi como en reacciones
peroxisomales que consumen 2-oxoglutarato, a saber, la alfa-hidroxilacion del &cido fitanico. La enzima
citoplasmatica cumple un papel significativo en la produccién de NADPH citoplasmatico.

El gen IDH1 humano codifica una proteina de 414 aminoacidos. Las secuencias de nucleotidos y de aminoacidos
para IDH1 humana puede encontrarse en el GenBank con las entradas NM_005896.2 y NP_005887.2,
respectivamente. Las secuencias de nucleédtidos y de aminoacidos para IDH1 se describen también en, por ejemplo,
Nekrutenko y colaboradores, Mol. Biol. Evol. 15: 1674-1684 (1998); Geisbrecht y colaboradores, J. Biol. Chem. 274:
30527 a 30533 (1999); Wiemann y colaboradores, Genome Res. 11: 422-435 (2001); El Equipo del Proyecto MGC,
Genome Res. 14: 2121-2127 (2004); Lubec y colaboradores, enviado a UniProtKB (diciembre de 2008); KuUmann y
colaboradores, enviado a las bases de datos EMBL / GenBank / DDBJ (junio de 1996); y Sjoeblom y colaboradores,
Science 314: 268-274 (2006).

La IDH2 (isocitrato deshidrogenasa 2 (NADP+), mitocondrial) es también conocida como IDH; IDP; IDHM; IDPM;
ICD-M; o mNADP-IDH. La proteina codificada por este gen es la isocitrato deshidrogenasa que depende de
NADP(+) encontrada en las mitocondrias. Juega un papel en el metabolismo intermediario y la produccién de
energia. Esta proteina puede asociarse o interactuar estrechamente con el complejo piruvato deshidrogenasa. El
gen IDH2 humano codifica una proteina de 452 aminoacidos. Las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos para
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IDH2 pueden encontrarse en el GenBank con las entradas NM_002168.2 y NP_002159.2, respectivamente. La
secuencia de nucleétidos y de aminoacidos para IDH2 humana también se describen, por ejemplo, en Huh y
colaboradores, enviado a las bases de datos EMBL / GenBank / DDBJ (noviembre de 1992); y The MGC Proyect
Team, Genome Res. 14: 2121-2127 (2004).

La IDH1 no mutante, por ejemplo, de tipo silvestre, cataliza la descarboxilacion oxidativa del isocitrato en a-
cetoglutarato educiendo asi NAD+ (NADP+) en NADP (NADPH), por ejemplo, en la reaccion directa:

Isocitrato + NAD* (NADP") a-KG + CO_ + NADH (NADPH) + H*

En algunas realizaciones, la neoactividad de una IDH1 mutante puede tener la capacidad de convertir a-
cetoglutarato en 2-hidroxiglutarato, por ejemplo, R-2-hidroxiglutarato:

a-KG + NADH (NADPH) + H" — 2-hidroxiglutarato, por ejemplo, R-2-hidroxiglutarato + NAD" (NADP")

En algunas realizaciones, la neoactividad puede ser la reduccién de piruvato o malato en los correspondientes
compuestos a-hidroxilo.

En algunas realizaciones, la neoactividad de una IDH1 mutante puede surgir de una IDH1 mutante que tiene una
His, Ser, Cys o Lys, o cualquier otras mutaciones descritas en Yan y colaboradores, en el residuo 132. En algunas
realizaciones, la neoactividad de una IDH2 mutante puede surgir de una IDH2 mutante que tiene una Gly, Met o Lys,
o cualquier otra mutaciones descritas en Yan H y colaboradores, en el residuo 172. Los ejemplos de mutaciones
incluyen los siguientes: R132H, R132C, R132S, R132G, R132L, y R132V.

En algunas realizaciones, la IDH1 y/o IDH2 mutante (por ejemplo, una IDH1 y / o IDH2 mutante que tiene una
neoactividad descrita en esta memoria) podria conducir a un mayor nivel de acido 2-hidroxiglutarato, por ejemplo, R-
2-hidroxiglutarato en un sujeto. La acumulacion de 2-hidroxiglutarato, por ejemplo, R-2-hidroxiglutarato en un sujeto,
por ejemplo, en el cerebro de un sujeto, puede ser nociva. Por ejemplo, en algunas realizaciones, niveles elevados
de 2-hidroxiglutarato, por ejemplo, R-2-hidroxiglutarato pueden conducir a y / o ser predictivos de cancer en un
sujeto tal como un cancer del sistema nervioso central, por ejemplo, tumor cerebral, por ejemplo, glioma, por
ejemplo, glioblastoma multiforme (GBM). Por lo tanto, en algunas realizaciones, un método descrito en la presente
memoria incluye la administracion a un sujeto de un inhibidor de la neoactividad.

Deteccion de 2-hidroxiglutarato

El 2-hidroxiglutarato puede ser detectado, por ejemplo, mediante LC / MS. Para detectar el 2-hidroxiglutarato
secretado en medios de cultivo, se pueden recolectar 500 pL de alicuotas de medios acondicionados, mezcladas
80:20 con metanol, y centrifugadas a 3000 rpm durante 20 minutos a 4 grados Celsius. El sobrenadante resultante
puede ser recolectado y almacenado a -80 grados Celsius antes de LC-MS / MS para evaluar los niveles de 2-
hidroxiglutarato. Para medir los metabolitos asociados con células enteras, se puede aspirar el medio y se pueden
recolectar las células, por ejemplo, a una densidad no confluente. Se pueden utilizar una variedad de diferentes
métodos de separacion de cromatografia liquida (LC). Cada método se puede acoplar mediante ionizacién por
electroaspersion negativa (ESI, -3,0 kV) con un espectrometro de masas de triple cuadrupolo que opera en modo
multiple de seguimiento de la reacciéon (MRM), con parametros optimizados de MS en soluciones estandar
preparadas de metabolitos. Los metabolitos se pueden separar mediante cromatografia en fase inversa utilizando
tributilamina 10 mM como agente de apareamiento de iones en la fase movil acuosa, de acuerdo con una variante
del método reportado anteriormente (Luo y colaboradores. J Chromatogr A 1147, 153-64, 2007). Un método permite
la resolucion de metabolitos TCA: t =0, 50% de B;t=5,95% de B; t =7, 95% de B; t = 8, 0% de B, en donde B se
refiere a una fase movil organica de 100% de metanol. Otro método es especifico para 2-hidroxiglutarato, que corre
en un gradiente lineal rapido de 50% - 95% de B (reguladores como se defini6é anteriormente) durante 5 minutos. Se
puede utilizar como columna una Synergi Hydro-RP, 100 mm x 2 mm, tamafo de particula 2,1 ym (Phenomonex),
como la columna, como se describié anteriormente. Los metabolitos se pueden cuantificar por comparacion de las
areas de los picos con estandares de metabolitos puros de una concentracién conocida. Los estudios de flujo de
metabolitos de 13C-glutamina se pueden realizar como se describe, por ejemplo, en Munger y colaboradores. Nat
Biotechnol 26, 1179-86, 2008.

En una realizacién, se evalua 2HG, por ejemplo, R-2HG, y el analito en el cual se basa la determinacién es 2HG, por
ejemplo, R-2HG. En una realizacion, el analito en el cual se basa la determinacién es un derivado de 2HG, por
ejemplo, R-2HG, formado en el proceso de realizacion del método analitico. A manera de ejemplo, tal derivado
puede ser un derivado formado en el analisis por MS. Los derivados pueden incluir un aducto salino, por ejemplo, un
aducto de Na, una variante de hidrataciéon, o una variante de hidratacion que también es un aducto salino, por
ejemplo, un aducto de Na, por ejemplo, como se forma en el andlisis por MS. En una realizacion, un producto de
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, se puede ensayar indirectamente. En un
ensayo indirecto el analito es un derivado metabdlico de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo,
2HG, por ejemplo, R-2HG, u otro(s) compuesto(s), por ejemplo, un compuesto celular, que esté correlacionado con
el nivel del producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG. Los ejemplos incluyen
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especies que se acumulan o se elevan, o se reducirse, como resultado de la presencia de 2HG, por ejemplo, R-2HG.
Por ejemplo, en formas de realizacion, las células cancerosas con el mutante neoactivo tienen niveles elevados de
glutarato o glutamato que se correlacionan con 2HG, por ejemplo, R-2HG.

Los ejemplos de derivados de 2HG incluyen derivados deshidratados tales como los compuestos proporcionados
mas adelante o un aducto salino de los mismos:

O O 4
O O HO O HO WO

@] @]
HOJ\/\)'LOH ,

’ * y

Métodos de evaluacion de las muestras y/o de los sujetos
Esta seccion proporciona métodos para la obtencion y analisis de muestras y el analisis de los sujetos.

Las realizaciones del método comprenden la evaluacion de uno o mas parametros relacionados con IDH, por
ejemplo, IDH1 o IDH2, una neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, por ejemplo, para
evaluar el genotipo o fenotipo de la neoactividad de 2HG, IDH1 o IDH2. La evaluacion se puede realizar, por
ejemplo, para seleccionar, diagnosticar o pronosticar al sujeto, para seleccionar un agente terapéutico, por ejemplo,
un inhibidor, o para evaluar la respuesta al tratamiento o el avance de la enfermedad. En una realizacion, la
evaluacion, que se puede realizar antes y / o después de haber iniciado el tratamiento, se basa, al menos, en parte,
en el analisis de una muestra de tumor, muestra de una células cancerosa, o muestra de una células precancerosas,
por ejemplo, del sujeto. Por ejemplo, se puede analizar una muestra del paciente por la presencia o el nivel de un
producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, mediante la evaluaciéon de un
parametro correlacionado con la presencia o el nivel de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo,
2HG, por ejemplo, R-2HG. Se puede determinar un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG,
por ejemplo, R-2HG, en la muestra mediante un método cromatografico, por ejemplo, mediante analisis por LC-MS.
También se puede determinar por contacto con un agente de enlazamiento especifico, por ejemplo, un anticuerpo,
que se enlaza con el producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, y permite la
deteccion. En una realizacion, se analiza la muestra por el nivel de neoactividad, por ejemplo, una neoactividad del
hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG. En una realizacion, se analiza la muestra por la presencia de una
proteina IDH mutante, por ejemplo, IDH1 o IDH2, que tiene neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad
de 2HG (o un ARN correspondiente). Por ejemplo, se puede utilizar un reactivo especifico de una proteina mutante,
por ejemplo, un anticuerpo que se enlaza especificamente con una proteina mutante IDH, por ejemplo, un
anticuerpo que se enlaza especificamente con una proteina mutante IDH1-R132H o una proteina mutante IDH2,
para detectar una enzima mutante neoactiva en una realizacion se secuencia un acido nucleico de la muestra para
determinar si esta presente un alelo seleccionado o mutacién de IDH1 o IDH2 descrito en esta memoria. En una
realizacion, el analisis es diferente de la determinacién directamente de la presencia de una proteina IDH mutante,
por ejemplo, IDH1 o IDH2, (o el ARN correspondiente) o la secuenciacion de un gen IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2.
En una realizacion, el analisis es diferente de la determinacién directa, por ejemplo, es diferente de la secuenciacion
del ADN o ADNc gendmico, la presencia de una mutacion en el residuo 132 de IDH1 y/o una mutacion en el residuo
172 de IDH2. En una realizacion, el tumor es diferente de un tumor del SNC, por ejemplo, diferente de un glioma, y
el analisis incluye la determinacion de la secuencia de una mutacion en la posicién 132 de IDH1, o una mutacién en
la posicién 172 de IDH2. Por ejemplo, se puede determinar la secuencia de IDH1 en cualquier posicion descrita en
esta memoria (por ejemplo, de la posicién 71, o 100 o 109), por ejemplo, para detectar la presencia de una mutacion
que tiene neoactividad de 2HG. En una realizacion, el tumor es un glioma, y se determina la presencia de una
mutacion neoactiva 2HG de IDH1 diferente de una mutacion en 132 de IDH1. En una realizacion, el tumor es un
glioma y se determina la presencia de una mutacion neoactiva 2HG de IDH1 diferente de una mutacién en 172 en
IDH2. Por ejemplo, el analisis puede ser la deteccion de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo,
2HG, por ejemplo, R-2HG, o la medicién de la mutacidon de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad
de 2HG. En una realizacion, se remueve la muestra del paciente y se analiza. En una realizacion, la evaluacion
puede incluir una o0 mas entre la realizacién del analisis de la muestra, solicitando analisis de la muestra, solicitando
resultados del analisis de la muestra, o recibiendo los resultados del analisis de la muestra. (Generalmente en esta
memoria, la determinacion, el analisis o la evaluacion pueden incluir uno o ambos entre la realizacién del método
subyacente o el recibo de datos de otro que ha realizado el método subyacente).

En una realizacién, la evaluacion, que puede ser realizada antes y/o después de que el tratamiento ha comenzado,
se basa, al menos en parte, en el analisis de un tejido (por ejemplo, un tejido diferente de una muestra de tumor), o
fluido corporal, o producto corporal. Los ejemplos de tejidos incluyen ganglios linfaticos, piel, foliculos pilosos y ufias.
Los ejemplos de fluidos corporales incluyen sangre, suero, plasma, orina, linfa, lagrimas, sudor, saliva, semen y
fluido cerebroespinal. Los ejemplos de productos corporales incluyen aire exhalado. Por ejemplo, el tejido, fluido o
producto pueden ser analizados por la presencia o nivel de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por
ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, mediante evaluacion de un parametro correlacionado con la presencia o el nivel
de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG. Un producto de
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neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, en la muestra puede determinarse mediante
un método cromatografico, por ejemplo, mediante analisis LC-MS. También puede determinarse por contacto con un
agente de enlazamiento especifico, por ejemplo, un anticuerpo, que se enlaza al producto de neoactividad del
hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, y permite la deteccion. En realizaciones donde estan
presentes niveles suficientes, se pueden analizar el tejido, fluido o producto por el nivel de neoactividad, por ejemplo,
una neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, la neoactividad de 2HG. En una realizacion, se analiza la muestra
por la presencia de una proteina IDH mutante, por ejemplo, IDH1 o IDH2, que tiene una neoactividad del hidroxilo
alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG (o un ARN correspondiente). Por ejemplo, se puede utilizar un reactivo
especifico de la proteina mutante, por ejemplo, un anticuerpo que se enlaza especificamente con una proteina
mutante IDH, por ejemplo, un anticuerpo que se enlaza especificamente a una proteina mutante IDH1-R132H o una
proteina mutante IDH2 tal como la descrita en la presente memoria, para detectar enzima mutante neoactiva. En una
realizacién se secuencia un acido nucleico de la muestra para determinar si esta presente un alelo seleccionado o
mutacion de IDH1 o IDH2 divulgada en esta memoria. En una realizacion, el analisis es diferente a la determinacion
directamente la presencia de una proteina IDH mutante, por ejemplo, IDH1 o IDH2, (o el ARN correspondiente) o la
secuenciacion de un gen IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2. Por ejemplo, el analisis puede ser la deteccidon de un
producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, o la medicién de la neoactividad
de 2HG. En una realizacion, se remueve el tejido, fluido o producto del paciente y se analiza. En una realizacion, la
evaluacion puede incluir uno o mas de la realizacion del analisis del tejido, fluido o producto, solicitando el analisis
del tejido, fluido o producto, solicitando los resultados de los analisis del tejido, fluido o producto, o recibiendo los
resultados del analisis del tejido, fluido o producto.

En una realizacion, la evaluacion, que puede realizarse antes y/o después que el tratamiento ha comenzado, se
basa, al menos en parte, en el producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG,
obteniendo imagenes del sujeto. En ciertas realizaciones, se utilizan métodos de resonancia magnética para evaluar
la presencia, distribucion, o el nivel de un producto de neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo,
R-2HG, en el sujeto. En una realizacion, se somete al sujeto a la formacion de imagenes y/o anadlisis
espectroscépico, por ejemplo, analisis con base en resonancia magnético, por ejemplo, analisis de MRI y/o MRS, y
opcionalmente se forma una imagen correspondiente a la presencia, distribucion, o el nivel de un producto de
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, 2HG, por ejemplo, R-2HG, o del tumor. Opcionalmente, se almacena la
imagen o un valor relacionado con la imagen en un medio tangible y/o se la transmite a un segundo sitio. En una
realizacion, la evaluacion puede incluir uno o mas de la realizaciéon del analisis de imagenes, solicitando el analisis
de imagenes, solicitando los resultados de analisis de imagenes, o la recibiendo los resultados de analisis de
imagenes.

Métodos de tratamiento de un trastorno proliferativo

Se describen aqui métodos de tratamiento de un trastorno relacionado con proliferacién celular, por ejemplo, un
cancer, por ejemplo, un glioma, por ejemplo, mediante la inhibicién de una neoactividad de una enzima IDH mutante,
por ejemplo, IDH1 o IDH2. El cancer se puede caracterizar por la presencia de una neoactividad. En algunas
realizaciones, la ganancia de funcion es la conversion de un a-cetoglutarato en 2-hidroxiglutarato, por ejemplo, R-2-
hidroxiglutarato.

Compuestos para el tratamiento del cancer

Los compuestos divulgados aqui para el tratamiento de un trastorno relacionado con proliferacién celular, por
ejemplo, cancer, incluyen: moduladores, por ejemplo, inhibidores, de una enzima neoactiva; compuestos, o
profarmacos de los mismos, que son estructuralmente analogos de un producto de neoactividad; agentes
antiglicoliticos; antioxidantes; agentes de hipometilacién; y agentes terapéuticos con base en acido nucleico. Estos
compuestos pueden ser usados solos, o en combinacién con otro agente, tal como un compuesto descrito en esta
memoria.

Moduladores de una neoactividad

Un compuesto candidato puede ser evaluado por modulacion (por ejemplo, inhibicién) de neoactividad, por ejemplo,
usando un ensayo descrito en la presente memoria. Un compuesto candidato también puede ser evaluado por
modulacion (por ejemplo, inhibicién) de actividad de tipo silvestre o no mutante. Por ejemplo, se puede analizar la
formacion de un producto o subproducto de cualquier actividad (por ejemplo, actividad enzimatica), evaluando por lo
tanto un compuesto candidato. En algunas realizaciones, se puede evaluar la actividad (por ejemplo, de tipo silvestre
/ no mutante o neoactividad) mediante la mediciéon de una o mas lecturas de un ensayo enzimatico. Por ejemplo, se
puede medir el cambio en la naturaleza y / o cantidad del sustrato y / o producto, por ejemplo, usando métodos tales
como sustratos fluorescentes o marcados en forma radioactiva. Los ejemplos de sustratos y / o productos incluyen
a-cetoglutarato, CO,, NADP, NADPH, NAD, NADH, y 2-hidroxiglutarato, por ejemplo, R-2-hidroxiglutarato. En
algunas realizaciones, la velocidad de reaccién de la enzima también se puede evaluar asi como la naturalezay / o
cantidad de un producto de la reaccidén enzimatica. Ademas de las mediciones de las actividades enzimaticas
potenciales, se puede detectar la actividad (por ejemplo, de tipo silvestre / no mutante o neoactividad) por la
extincion de la fluorescencia de la proteina tras el enlazamiento de un sustrato potencial, cofactor, o modulador de la
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actividad enzimatica para la enzima.

En una realizacién, se puede hacer seguimiento del progreso del ensayo mediante los cambios en la DO340 o la
fluorescencia del cofactor NAD o NADP. En otra realizacion, el progreso de la reaccion se puede acoplar a un
sistema de ensayo enzimatico secundario en modo continuo o en modo de punto final para aumentar el intervalo
dinamico del ensayo. Por ejemplo, un ensayo de punto final se puede realizar mediante la adicion a la reacciéon de
un exceso de diaforasa y rezasarina. La diaforasa consume el resto de NADPH o NADH mientras que produce
resorufina de rezasarina. La resorufina es un producto altamente fluorescente que puede ser medido por
fluorescencia a una longitud de onda de excitacion de 544 nm y de emision de 590 nm. Esto no solamente termina la
reaccion, sino que también genera una sefial facilmente detectable con mayor rendimiento cuantico que la
fluorescencia del cofactor.

Se puede implementar un ensayo continuo a través del acoplamiento de un producto de la reaccion primaria con una
reaccion de la enzima secundaria que produce resultados detectables de mayor intervalo dinamico o modo de
deteccion mas conveniente. Por ejemplo, la inclusiéon en la mezcla de reaccion de aldehido deshidrogenasa (ALDH),
que es una enzima dependiente de NADP+, y 6-metoxi-2-naftaldehido, un sustrato cromogénico para ALDH,
resultara en la produccion del producto fluorescente 6-metoxi-2-naftoato (excitacion 310 emisién 360) a una
velocidad que depende de la produccion de NADP+ por isocitrato deshidrogenasa. La inclusién de una enzima de
acoplamiento tal como aldehido deshidrogenasa tiene el beneficio adicional de permitir la deteccién de neoactividad
independientemente de si se produce NADP+ o NAD+, ya que esta enzima es capaz de utilizarlos ambos.
Adicionalmente, ya que el cofactor NADPH o NADH requerido para el ensayo "inverso" se regenera, un sistema
enzimatico acoplado que retorna el cofactor a la enzima IDH tiene la ventaja adicional de permitir la realizacion de
ensayos continuos con concentraciones de cofactor muy por debajo de Km con el fin de mejorar la deteccion de
inhibidores competitivos del enlazamiento del cofactor.

En aun una tercera realizacion de una deteccion de actividad (por ejemplo, de tipo silvestre/no mutante o
neoactividad), uno o una cantidad de sustratos, cofactores, o productos de IDH pueden ser isotépicamente
marcados con elementos radioactivos o "pesados" con atomos definidos con el propdsito de seguir los sustratos
especificos o atomos de sustratos a través de la reaccion quimica. Por eJempIo el carbono alfa de a-KG, isocitrato, o
2-hidroxiglutarato, por ejemplo, R-2-hidroxiglutarato puede ser "C 0'C. La cantidad, velocidad, identidad y
estructura de los productos formados puede ser analizada por medios conocidos para aquellos expertos en la
técnica, por ejemplo espectroscopia de masas o HPLC radiométrica.

Los compuestos que inhiben una neoactividad, por ejemplo, una neoactividad descrita en esta memoria, pueden
incluir, por ejemplo, una molécula pequefa, acido nucleico, proteina y anticuerpo.

Los ejemplos de moléculas pequefas incluyen, por ejemplo, moléculas pequefas que se unen a las enzimas y
disminuyen su actividad, por ejemplo, un neoactividad descrita en esta memoria. El enlazamiento de un inhibidor
puede evitar que un sustrato entre al sitio activo de la enzima y / o impide que la enzima catalice su reaccion. El
enlazamiento del inhibidor es o bien reversible o irreversible. Los inhibidores irreversibles usualmente reaccionan
con la enzima y la cambian quimicamente. Estos inhibidores pueden modificar residuos de aminoacidos clave
necesarios para la actividad enzimatica. Por el contrario, los inhibidores reversibles se enlazan en forma no
covalente y se producen diferentes tipos de inhibicion dependiendo de si estos inhibidores se enlazan con la enzima,
el complejo enzima-sustrato, o ambos. En algunas realizaciones, la molécula pequefia es oxalomalato,
oxalofumarato, u oxalosuccinato. En algunas realizaciones, la molécula pequefia es un compuesto de Férmula (X) o
Férmula (XI), o un compuesto que se enumeran en la Tabla 24a o la Tabla 24b, o un compuesto como se describe
en la solicitud provisional de patente de los Estados Unidos No. 61/365,072.

A continuacién se proporciona el compuesto de formula (X):
Q C (RN

Formula (X)

en donde X es alquileno de 1 a 6 atomos de carbono (por ejemplo, metileno), C(O), o C(O)-alquileno de 1 a 6
atomos de carbono; en donde X esta opcionalmente sustituido;

R' es halégeno (por ejemplo, fltor), alquilo de 1 a 6 atomos de carbono, haloalquilo de 1 a 6 atomos de carbono,
hidroxilo, alcoxi de 1 a 6 atomos de carbono, ciano, nitro, amino, alquilamino, dialquilamino, amido, -C(O)OH, o
C(0O)0-aquilo de 1 a 6 atomos de carbono; y

mes0,1,2,03.
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En algunas realizaciones, el compuesto es un compuesto de férmula (XI) o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo o un compuesto enumerado en la Tabla 24b

B B’
X D.
&Nxﬁ Y g
T.N(\a) WY"
¢ (R¥ XD

en donde:
W, X, Y y Z se seleccionan cada uno independientemente de CH o N;

By B' se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo o cuando se toman junto con el carbono al cual
estan unidos forman un grupo carbonilo;

Qes C=0 0 SOy;

Dy D' se seleccionan independientemente de un enlace, oxigeno o NR;

A es arilo opcionalmente sustituido o heteroarilo opcionalmente sustituido;

R' se selecciona independientemente de alquilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo, heterociclilalquilo,
cicloalquilalquilo, aralquilo, y heteroaralquilo; cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido con 0-3
apariciones de RY

cada R se selecciona independientemente de halégeno, haloalquilo, alquilo y -OR?;

cada R? se selecciona independientemente de alquilo y haloalquilo;

cada R® es independientemente alquilo;

cada R° se selecciona independientemente de hidrogeno y alquilo;

cada R” se selecciona independientemente de halégeno, haloalquilo, alquilo, nitro, ciano, y -OR?, o dos R? tomados
junto con los atomos de carbono a los cuales estan unidos forman un heterociclilo opcionalmente sustituido;

nes0,1,02;
hes0,1,2;y
ges0,102.

Los ejemplos adicionales de inhibidores de moléculas pequefias de la neoactividad se describen en la solicitud de
patente de los Estados Unidos No. 61 / 365,072, presentada el 16 de julio de 2010.

En algunas realizaciones, la molécula pequefa es un inhibidor selectivo de la neoactividad (por ejemplo, con
relacion a la actividad de tipo silvestre).

Los acidos nucleicos se pueden utilizar para inhibir una neoactividad, por ejemplo, un neoactividad descrita en esta
memoria, por ejemplo, mediante la disminucion de la expresién de la enzima. Los ejemplos de acidos nucleicos
incluyen, por ejemplo, ARNpi, ARNhp, ARN antisentido, aptamero y ribozima. Se pueden utilizar métodos conocidos
en la técnica para seleccionar moléculas inhibidoras, por ejemplo, moléculas de ARNpi, para una secuencia génica
particular.

También se pueden utilizar proteinas para inhibir una neoactividad, por ejemplo, un neoactividad descrita en esta
memoria, mediante el enlazamiento directo o indirecto con la enzima y / o el sustrato, o el enlazamiento compitiendo
con la enzima y / o el sustrato. Los ejemplos de proteinas incluyen, por ejemplo, receptores solubles, péptidos y
anticuerpos. Los ejemplos de anticuerpos incluyen, por ejemplo, un anticuerpo completo o un fragmento del mismo
que retiene su capacidad para enlazarse a la enzima o sustrato.

Los ejemplos de compuestos candidatos, que pueden ser analizados por la inhibicién de una neoactividad descrita
en esta memoria (por ejemplo, una neoactividad asociada con IDH1 o IDH2 mutante), se describen en las siguientes
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referencias:

Bioorganic & Medicinal Chemistry (2008), 16 (7), 3580-3586; Free Radical Biology & Medicine (2007), 42 (1), 44-51;
KR 2005036293 A; Applied & Environmental Microbiology (2005), 71 (9), 5465-5475; KR 2002095553 A, la solicitud
de patente de los Estados Unidos No. 2004067234 A1; solicitud internacional PCT (2002), WO 2002033063 A1;
Journal of Organic Chemistry (1996), 61 (14), 4527 a 4531; Biochimica et Biophysica Acta, Enzymology (1976), 452
(2), 302-9; Journal of Biological Chemistry (1975), 250 (16), 6351-4; Bollettino - Societa lItaliana di Biologia
Sperimentale (1972), 48 (23), 1031-5; Journal of Biological Chemistry (1969), 244 (20), 5709-12.

Analogos estructurales celulares de productos de neoactividad, y profarmacos de los mismos

Un ejemplo de analogo estructural celular de un producto de neoactividad es alfa-cetoglutarato. Por lo tanto, se
describe un método de tratamiento de un sujeto, por ejemplo, un sujeto que tiene un trastorno caracterizado por
proliferacién celular no deseada, por ejemplo, cancer, mediante la administracion de una cantidad terapéuticamente
efectiva de a-cetoglutarato (por ejemplo, una cantidad suficiente para producir niveles altos en comparacién con la
cantidad presente bajo condiciones metabodlicas normales), un profarmaco de a-cetoglutarato, o un compuesto que
aumenta el nivel de a-cetoglutarato al sujeto. El cancer puede ser uno descrito en esta memoria.

Los ejemplos de analogos estructurales incluyen aquellos de la férmula presentada a continuacion:

En una realizacion, el analogo estructural celular de un producto neoactivo o profarmaco del mismo, es un
compuesto de la formula siguiente:

en donde
R y R? son como se describe a continuacion;
==== un enlace sencillo o doble; y

R* es O, cuando ==== es un enlace doble, o se selecciona de -OH, -O- (fraccién hidréfoba), -NH y -N- (fraccién
hidréfoba) cuando ==== es un enlace sencillo.

Una representacion estructural de alfa-cetoglutarato y un ejemplo de profarmacos relacionados de alfa-cetoglutarato
se proporciona en la férmula (1) mas adelante.

En algunas realizaciones, ciertos compuestos (denominados aqui como "compuestos a-cetoglutarato” o "a-
cetoglutarato” o "ésteres de a-cetoglutarato"), se pueden administrar a un sujeto para tratar un cancer descrito en
esta memoria. (Estos compuestos se pueden describir como a-cetoglutaratos que soportan (por ejemplo, conjugados
a, o acoplados a) una fraccion hidréfoba. Un ejemplo de compuestos se describen, por ejemplo, en el documento
W02006016143.

Por ejemplo, estos compuestos incluyen ésteres de a-cetoglutarato (es decir, ésteres de acido a-cetoglutarico) que
tienen una fraccién hidréfoba que es, o hace parte de, un grupo éster (es decir, -C(=0O)OR) formado a partir de un de
los grupos acidos del acido a-cetoglutarico.

Para referencia, se muestran a continuacion los compuestos originales relacionados, acido glutarico y acido a-
cetoglutarico.

. O O
D ] |
u\/"\/ﬂ\ HO s Ve - ~OH
7
HO™ OH
O.
] _a'cido gluta'ric_g. acido a-cetoglutarico
(acido pentanodidico) (&cido 2-oxo-pentanodidico)

Otros analogos estructurales de alfa-cetoglutarato también se pueden usar para el tratamiento de un trastorno
proliferativo descrito en esta memoria tal como cancer. Ejemplos adicionales de anéalogos estructurales y
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profarmacos de los mismos se proporcionan en los compuestos de las formulas (11), (1l), (IV) y (V) a continuacion.

Por lo tanto, en una realizacion, alfa-cetoglutarato, un analogo estructural, o un profarmaco del mismo es un
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compuesto de una de las siguiente formula (1), (1), (I11), (IV), o (V):

o O

[ O . P
¢)) (IT) (1)
3 3
o F>Nh oo
2 2
R \O)K)\”,ow R ‘o’u\/K[(O‘w
O 0 0
(IV) V)

en donde

cada R' y R? se selecciona independientemente de: (i) H; y (i) una fraccién hidréfoba; y

R® es H o una fraccion hidréfoba,

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En una realizacion, en donde los compuesto incluye cada uno R' R? y R®, al menos uno de R, R?, y R®no es H.
En una realizacion,
En una realizacion,

En una realizacion, ni R" ni R? son H;y R’ y R? son diferentes. En una realizacion, ni R' ni R? son H;y R’ y R? son

idénticos.

En una realizacion,

En una realizacion,

En una realizacion,

En una realizacion,

R’ y R? ninguno es H

ni R' ni R? son H (es decir, diésteres).

exactamente uno de R y R?esH (es decir, monoésteres).
el compuesto es un compuesto de férmula (1) y R'es H (y R?no es H):

Q 0

R2 4 2
o H;LOH

0

el compuesto es un compuesto de formula (1) y R?es H (y R'no es H):

el compuesto es un compuesto de formula (Il) y R'esH (y R?no es H):
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En una realizacion, el compuesto es un compuesto de formula (Il) y R* es H (y R' no es H):

0O O

2
R ‘O)UH(O‘R‘
o .

En una realizacion, el compuesto es un compuesto de formula (1) y R' es H (y R? no es H):

O 0O

R2, .R'
0 0

-NH

Y]
w

En una realizacién, el compuesto es un compuesto de formula (Ill) y R? es H (y R" no es H):

O 0]
R2. .R’
Ok/\])‘l\o

RaNH

En una realizacién, el compuesto es un compuesto de formula (IV) y R es H (y R? no es H):

R2. M(O\m
0 :

@]

Py
w

0o
2
R ‘OJ\)j(O‘W
O :

En una realizacion, el compuesto es un compuesto de formula (V) y R%es H (y R'no es H):

53



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2594402 T3

La fracciéon/fracciones hidréfobas

Como se utiliza aqui, el término "fraccion hidréfoba" incluye, pero no se limita a, fracciones quimicos con atomos o
grupos no polares que tienen una tendencia a interactuar entre si en lugar de con agua u otros atomos o grupos
polares. Las fracciones hidréfobas son sustancialmente insolubles o soélo pobremente solubles en agua.
Opcionalmente, la fraccion hidréfoba puede ser seleccionada de acuerdo con sus propiedades fusogénicas o sus
interacciones con componentes de membranas celulares, tales como lectinas y grupos de cabeza lipidica. Por
ejemplo, la fraccion hidréfoba puede comprender un polimero (por ejemplo, un polimero lineal o ramificado); un
grupo alquilo, alquenilo, y / o alquinilo, que puede ser, por ejemplo, lineal, ramificado o ciclico (por ejemplo, alquilo
de 1 a 30 atomos de carbono, alquenilo de 2 a 30 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 30 atomos de carbono,
cicloalquilo de 3 a 30 atomos de carbono, cicloalquenilo de 3 a 30 atomos de carbono, cicloalquinilo de 3 a 30
atomos de carbono); un grupo aromatico (por ejemplo, carboarilo de 6 a 20 atomos de carbono, heteroarilo de 5 a 20
atomos de carbono); o una combinacion de los mismos.

Opcionalmente, la fracciéon hidréfoba puede comprender uno o mas de: un heteroatomo, un grupo heterociclico, un
péptido, un peptoide, un producto natural, un compuesto sintético, un esteroide, y un derivado esteroide (por
ejemplo, fracciones hidrofobas que comprenden un nuicleo esteroideo, por ejemplo, un sistema de anillos de
colesterol).

Se pretende que la fraccion hidréfoba se seleccione para que el compuesto de a-cetoglutarato sea capaz de realizar
su funcién pretendida, por ejemplo, para a través las membranas lipidicas hasta el citosol/mitocondria.

Los ejemplos de fracciones hidréfobas incluyen, pero no se limitan a, aquellas derivadas de: lipidos, acidos grasos,
fosfolipidos, esfingolipidos, acilgliceroles, ceras, esteroles, esteroides (por ejemplo, colesterol), terpenos,
prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, isoprenoides, retenoids, biotina, y amino acidos hidrofobos (por
ejemplo, triptoéfano, fenilalanina, isoleucina, leucina, valina, metionina, alanina, prolina y tirosina).

En una realizacién, la fraccién hidréfoba, o cada fraccién hidréfoba, se selecciona independientemente de: alquilo de
1 a 30 atomos de carbono; alquenilo de 2 a 30 atomos de carbono; alquinilo de 2 a 30 atomos de carbono;
cicloalquilo de 3 a 30 atomos de carbono; cicloalquenilo de 3 a 30 atomos de carbono; cicloalquinilo de 3 a 30
atomos de carbono; carboarilo de 6 a 20 atomos de carbono; heteroarilo de 5 a 20 atomos de carbono; carboarilo de
6 a 20 atomos de carbono-alquilo de1 a 7 atomos de carbono; heteroarilo de 5 a 20 atomos de carbono-alquilo de 1
a 7 atomos de carbono; y esta sustituida o no sustituida. En una realizacion, la fraccion hidréfoba, o cada fraccion
hidréfoba, se selecciona independientemente de: alquilo de 1 a 30 atomos de carbono; alquenilo de 2 a 30 atomos
de carbono; alquinilo de 2 a 30 atomos de carbono; y esta sustituida o no sustituida.

En una realizacion, la parte baja del intervalo (para alquilo, alquenilo, alquinilo) es 4 atomos de carbono. En una
realizacién, la parte baja del intervalo es 6 atomos de carbono. En una realizacién, la parte baja del intervalo es 8
atomos de carbono. En una realizacién, la parte baja del intervalo es 10 atomos de carbono. En una realizacion, la
parte baja del intervalo es 12 atomos de carbono.

En una realizacion, la parte superior del intervalo (para alquilo, alquenilo, alquinilo) es 30 atomos de carbono. En una
realizacion, la parte superior del intervalo es 24 atomos de carbono. En una realizacién, la parte superior del
intervalo es 22 atomos de carbono. En una realizacion, la parte superior del intervalo es 20 atomos de carbono. En
una realizacion, la parte superior del intervalo es 18 atomos de carbono. En una realizacién, la parte superior del
intervalo es 16 atomos de carbono.

En una realizacion, el intervalo (para alquilo, alquenilo, alquinilo) es de 4 a 20 atomos de carbono. En una
realizacion, el intervalo es de 6 a 18 atomos de carbono. En una realizacion, el intervalo es de 8 a 16 atomos de
carbono. En una realizacion, el intervalo es de 10 a 24 atomos de carbono. En una realizacién, el intervalo es de 12
a 22 atomos de carbono. En una realizacion, el intervalo es de 14 a 20 atomos de carbono. En una realizacion, el
intervalo es de 16 a 18 atomos de carbono.

En una realizacion, la fraccién hidréfoba, o cada fraccién hidréfoba, es independientemente alquilo de 1 a 30 atomos
de carbono y esta sustituida o no sustituida.

En una realizacion, la parte baja del intervalo (para alquilo) es 4 atomos de carbono. En una realizacion, la parte baja
del intervalo es 6 atomos de carbono. En una realizacion, la parte baja del intervalo es 8 atomos de carbono. En una
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realizacion, la parte baja del intervalo es 10 atomos de carbono. En una realizacién, la parte baja del intervalo es 12
atomos de carbono.

En una realizacion, la parte superior del intervalo (por alquilo) es 30 atomos de carbono. En una realizacion, la parte
superior del intervalo es 24 atomos de carbono. En una realizacion, la parte superior del intervalo es 22 atomos de
carbono. En una realizacion, la parte superior del intervalo es 20 atomos de carbono. En una realizacion, la parte
superior del intervalo es 18 atomos de carbono. En una realizacion, la parte superior del intervalo es 16 atomos de
carbono.

En una realizacion, el intervalo (por alquilo) es de 4 a 20 atomos de carbono. En una realizacién, el intervalo es de 6
a 18 atomos de carbono. En una realizacion, el intervalo es de 8 a 16 atomos de carbono. En una realizacion, el
intervalo es de 10 a 24 atomos de carbono. En una realizacion, el intervalo es de 12 a 22 atomos de carbono. En
una realizacion, el intervalo es de 14 a 20 atomos de carbono. En una realizacion, el intervalo es de 16 a 18 atomos
de carbono.

En una realizacion, el grupo alquilo es un grupo alquilo lineal o ramificado y esta sustituido o no sustituido, por
ejemplo, en una realizacion, la fraccion hidréfoba es un alquilo de 1 a 30 atomos de carbono lineal o ramificado y
esta sustituida o no sustituida.

En una realizacion, la fraccion hidréfoba, o cada fraccion hidréfoba, es independientemente -(CH2)nCHs, en donde n
es independientemente un numero entero de 0 a 29.

En una realizacion, la parte baja del intervalo para n es 3. En una realizacion, la parte baja del intervalo para n es 5.
En una realizacion, la parte baja del intervalo para n es 7. En una realizacion, la parte baja del intervalo para n es 9.
En una realizacion, la parte baja del intervalo para n es 11.

En una realizacién, la parte superior del intervalo para n es 29. En una realizacién, la parte superior del intervalo
para n es 23. En una realizacion, la parte superior del intervalo para n es 21. En una realizacion, la parte superior del
intervalo para n es 19. En una realizacion, la parte superior del intervalo para n es 17. En una realizacion, la parte
superior del intervalo para n es 15. En una realizacién, n es independientemente un nimero entero de 3 a 19. En
una realizacion, n es independientemente un numero entero de 5 a 17. En una realizacion, n es independientemente
un numero entero de 7 a 15.

En una realizacion, la fraccion hidréfoba, o cada fraccion hidréfoba, se selecciona independientemente de: carboarilo
de 6 a 20 atomos de carbono; heteroarilo de 5 a 20 atomos de carbono; carboarilo de 6 a 20 atomos de carbono-
alquilo de 1 a 7 atomos de carbono; heteroarilo de 5 a 20 atomos de carbono-alquilo de 1 a 7 atomos de carbono; y
esta sustituida o no sustituida.

En una realizacién, la fraccion hidrofoba, o cada fraccion hidréfoba, se selecciona independientemente de: carboarilo
de 6 a 12 atomos de carbono; heteroarilo de 5 a 12 atomos de carbono; carboarilo de 6 a 12 atomos de carbono-
alquilo de 1 a 7 atomos de carbono; heteroarilo de 5 a 12 atomos de carbono-alquilo de 1 a 7 4tomos de carbono; y
esta sustituida o no sustituida.

En una realizacion, la fraccion hidréfoba, o cada fraccion hidréfoba, se selecciona independientemente de: carboarilo
de 6 a 10 atomos de carbono; heteroarilo 5 a 10 atomos de carbono; carboarilo de 6 a 10 atomos de carbono-alquilo
de 1 a 7 atomos de carbono; heteroarilo de 5 a 10 atomos de carbono-alquilo de 1 a 7 atomos de carbono; y esta
sustituida o no sustituida.

En una realizacion, la fraccion hidrofoba, o cada fraccion hidréfoba, se selecciona independientemente de: carboarilo
de 6 a 20 atomos de carbono; carboarilo de 6 a 20 atomos de carbono-alquilo de 1 a 7 atomos de carbono; y esta
sustituida o no sustituida.

En una realizacion, la fraccion hidroéfoba, o cada fraccion hidréfoba, se selecciona independientemente de: carboarilo
de 6 a 12 atomos de carbono; carboarilo de 6 a 12 atomos de carbono-alquilo de 1 a 7 atomos de carbono; y esta
sustituida o no sustituida

En relacion con la frase "sustituida o no sustituida", cualquiera de los sustituyentes, si esta presente, puede ser, en
una realizacion, como se define mas adelante para Rp.

Por ejemplo, en una realizacién, cada grupo carboarilo y heteroarilo, si esta presente, esta sustituido o no sustituido
con uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, etc.) sustituyentes independientemente seleccionados de: halégeno; ciano;
nitro; hidroxi; alquiloxi de 1 a 7 atomos de carbono; alquilo de 1 a 7 atomos de carbono; haloalquilo de 1 a 7 atomos
de carbono; y alquilo de 8 a 30 atomos de carbono.

En una realizacion, los grupos alquilo anteriores de 8 a 30 atomos de carbono son alquilo de 10 a 24 atomos de
carbono. En una realizacién, los grupos alquilo anteriores de 8 a 30 atomos de carbono son alquilo de 12 a 22
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atomos de carbono. En una realizacion, los grupos alquilo anteriores de 8 a 30 atomos de carbono son alquilo de 14
a 20 4tomos de carbono. En una realizacion, los grupos alquilo de 8 a 30 4tomos de carbono anteriores son alquilo
de 16 a 18 atomos de carbono.

En una realizacion, la fraccién hidréfoba, o cada fraccion hidréfoba, es independientemente un grupo fenilo
opcionalmente sustituido de formula:

RP

en donde m es independientemente 0, 1, 2, 3, 4, 0 5, y cada Rp, si esta presente, es independientemente un
sustituyente.

En una realizacion, la fraccion hidréfoba, o cada fraccion hidréfoba, es independientemente un grupo bencilo

opcionalmente sustituido de formula:
=]
r-’f’- R

en donde m es independientemente 0, 1, 2, 3, 4, 0 5, y cada Rp, si esta presente, es independientemente un
sustituyente. En una realizacion, mes 0, 1, 2, o 3. En una realizaciéon, m es 0, 1, o 2. En una realizacion, mes 0 o 1.

En una realizacion, los sustituyentes, Rp, se seleccionan independientemente entre los siguientes:

(1) acido carboxilico; (2) éster; (3) amido o tioamido; (4) acilo; (5) halégeno; (6) ciano; (7) nitro; (8) hidroxi; (9) éter;
(10) tiol; (11) tioéter; (12) aciloxi; (13) carbamato; (14) amino; (15) acilamino o tioacilamino; (16) aminoacilamino o
aminotioacilamino; (17) sulfonamino; (18) sulfonilo; (19) sulfonato; (20) sulfonamido; (21) aril de 5 a 20 atomos de
carbono-alquilo de 1 a 7 atomos de carbono; (22) arboarilo de 6 a 20 atomos de carbono y heteroarilo de 5 a 20
atomos de carbono; (23) heterociclilo de 3 a 20 atomos de carbono; (24) alquilo de 1 a 7 atomos de carbono; alquilo
de 8 a 30 atomos de carbono; alquenilo de 2 a 7 atomos de carbono; alquinilo de 2 a 7 atomos de carbono;
cicloalquilo de 3 a 7 atomos de carbono; cicloalquenilo de 3 a 7 atomos de carbono; cicloalquinilo de 3 a 7 atomos
de carbono.

En una realizacion, los sustituyentes, Rp, se seleccionan independientemente de los siguientes:

(1) -C(O)OH; (2) -C(=O)OR1, en donde R' es independientemente como se define en (21), (22), (23) o (24); (3) -
C(=O)NR®R3 0 -C(=S)NR’R?, en donde cada uno de R? y R® es independientemente -H; o como se define en (21),
(22), (23) 0 (24); o R? y R® tomados junto con el atomo de nitrégeno al cual estan unidos, forman un anillo que tiene
de 3 a 7 atomos en el anillo; (4) -C(=O)R4, en donde R* es independientemente -H, o como se define en (21), (22),
(23) o (24); (5) -F, -ClI, -Br, -I; (6) -CN; (7) -NOo; (83 -OH; (9) -OR®, en donde R’ es independientemente como se
define en (21), (22), (23) o (24); (710) -SH; (11) -SR”, en donde R® es independientemente como se define en (21),
(22), (23) o (242; Eg12) -OC(=0) R’, en donde R’ es independientemente como se define en (21), (22), (23) o (24);
(13) -OCSO)NR R®, en donde cada uno de R® y R? es independientemente -H; o como se define en (21), (22), (23) o
(24); 0 R y R? tomados conjuntamente con el atomo de nitrégeno al cual estan unidos, forman un anillo que tiene de
3 a 7 atomos en el anillo; (14) -NR1°R11, en donde cada uno de R y R'" es independientemente -H; o como se
define en (21), (22), (23) o0 (24); o R™ y R' tomados junto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos, forman un
anillo que tiene de 3 a 7 atomos en el anillo; (15) -NR'?C(=0)R"™ o -NR'’C(=S)R'™, en donde R' es
independientemente -H; o como se define en (21), (22), (23) o (246); y R"™ es independientemente -H, o como se
define en (21), (22), (23) o (24); (16) -NR™C(=0) NR™R™ o -NR™C(= 2NR15R16, en donde R™ es
independientemente -H; o como se define en (21), (22), (235) 0 (24); y cada uno de R’ y R" es independientemente -
H; o como se define en (21), (22), (23) o (24); o R' y R'® tomados en conjunto con el atomo de nitrégeno al cual
estan unidos, forman un anillo que tiene de 3 a 7 atomos en el anillo; (17) -NR'SO.R'®, en donde R' es
independientemente -H; o como se define en (21), (22), (23) o (24); y R' es independientemente -H, o como se
define en (21), (22), (23) o (24); (18) -SO;R", en donde R'® es independientemente como se define en (21), (22),
(23) 0 (24); (19) -0SO;R? y en donde R* es independientemente como se define en (21), (22), (23) o (24); (20) -
SO,NR*'R*, en donde cada uno de R*' y R* es independientemente -H; o como se define en (21), (22), (23) o (24);
o R y R?? tomados en conjunto con el atomo de nitrégeno al cual estan unidos, forman un anillo que tiene de 3 a7
atomos en el anillo; (21) arilo de 5 a 20 atomos de carbono-alquilo de 1 a 7 atomos de carbono, por ejemplo, en
donde rilo de 5 a 20 atomos de carbono es como se define en (22); sustituido o no sustituido, por ejemplo, con uno o
mas grupos como se define en (1) a (24); (22) carboarilo de 6 a 20 atomos de carbono; heteroarilo de 5 a 20 atomos
de carbono; sustituido o no sustituido, por ejemplo, con uno o mas grupos como se define en (1) a (24); (23)
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heterociclilo de 3 a 20 atomos de carbono; sustituido o no sustituido, por ejemplo, con uno 0 mas grupos como se
define en (1) a (24); (24) alquilo de 1 a 7 atomos de carbono; alquilo de 8 a 30 atomos de carbono; alquenilode 2 a 7
atomos de carbono; cicloalquilo e 3 a 7 atomos de carbono; cicloalquenilo de 3 a 7 atomos de carbono; cicloalquinilo
de 3 a 7 atomos de carbono; sustituido o no sustituido, por ejemplo, con uno o mas grupos como se define en (1) a
(23), por ejemplo, halégeno-alquilo de 1 a 7 atomos de carbono; por ejemplo, amino-alquilo de 1 a 7 4tomos de
carbono (por ejemplo, -(CHz2)w-amino, w es 1, 2, 3, o 4); por ejemplo, carboxi-alquilo de 1 a 7 atomos de carbono (por
ejemplo, -(CH2),~-COOH, w es 1, 2, 3, o 4); por ejemplo, acil-alquilo de 1 a 7 atomos de carbono (por ejemplo, -
(CH2)w-C (FO)R*, w es 1, 2, 3, 0 4); por ejemplo, hidroxi-alquilo de 1 a 7 atomos de carbono (por ejemplo, -(CHz)w-
OH, w es 1, 2, 3, o0 4); por ejemplo, alcoxi de 1 a 7 atomos de carbono-alquilo de 1 a 7 atomos de carbono (por
ejemplo, -(CH2)w-O-alquilo de 1 a 7 atomos de carbono, w es 1, 2, 3, 0 4).

En una realizacion, los sustituyentes, Rp, se seleccionan independientemente de los siguientes:

(1) -C(=0)OH; (2) -C(=0)OMe, -C(=0O)OEt, -C(=0)O(iPr), -C(=0)O(tBu); -C(=0)O(CPR); -C(=0O)OCH2CH20H, -
C(=0O)OCH2CH20Me, -C(=0)OCH,CH,OEt; -C(=0)OPh, -C(=0)OCHzPh; (3) -(C=0)NHz, -(C=0)NMe,, -(C=0O)NEty, -
(C=0O)N(DPI) 2, -(C=0)N(CH2CH20H); ; -(C=0) morfolino, -(C=0)NHPh, -(C=0)NHCHPh; (4) -C(=O)H, -(C=0O)Me, -
(C=0)Et, -(C=0)(tBu), -(C=0)-cHex, -(C=0)Ph; -(C=0)CH2Ph; (5) -F, -ClI, -Br, -I; (6) -CN; (7) -NOg; (8) -OH; (9) OMe,
-OEt, -O(DPI), -O(tBu), -OPh, -OCHzPh; -OCF3; -OCH,CF3; -OCH,CH,OH, -OCH,CH,OMe, -OCH.CH,OEt; -
OCH2CH2NH3, -OCH,CH2NMe», -OCH2CH2N(JPR),; -OPh-Me, -OPh-OH, OMe- -OPh, -OPh-F, -OPh-CI, -OPh-Br, -
OPh-l; (10) -SH; (11) -SMe, -Set, -SPh, -SCH2Ph; (12) -OC(=0)Me, -OC(=0O)Et, -OC(=O)(iPr), -OC(=0)(tBu); -
OC(=0)(cPr); -OC(O)CH2CH20H, -OC(=0)CH2CH,OMe, -OC(=0)CH,CH,0Et; -OC(=0)Ph, -OC(=0)CHzPh; (13) -
OC(=O)NHz, -OC(=O)NHMe, -OC(=O)NMez, -OC(=0O)NHEt, -OC(=0O)NEt,, -OC(=O)NHPhI -OC(=O)NCHzPh; (14) -
NHz, -NHMe, -NHEt, -NH(DPI), -NMey, -NEty, -N(JPr)2, -N(CH2CH20OH),; -NHPh, -NHCH2Ph; piperidino, piperazino,
morfolino; (15) -NH(C=0O)Me, -NH(C=0O)Et, -NH(C=0)nPr, -NH(C=0)Ph, -NHC(=O)CH2Ph; -NMe(C=0O)Me, -
NMe(C=0)Et, -NMe(C=0) Ph, -NMeC(=O)CH.Ph; (16) -NH(C=O)NH,, -NH(C=O)NHMe, -NH(C=O)NHEt, -
NH(C=0O)NPh, -NH(C=0O)NHCH; Ph; -NH(C=S)NH;, -NH(C=S)NHMe, -NH(C=S)NHEt, -NH(C=S)NPh, -NH(C=S)N
HCH2Ph; (17) -NHSO:Me, -NHSOzEt, -NHSO,Phl -NHSO,PhMe, -NHSO,CH;Ph; -NMeSO;Me, -NMeSOEtl -
NMeSO2Phl -NMeSO,PhMel -NMeSO,CHPh; (18) -SO2Mel -SO,CF3, -SO2Et, -SO2Ph, -SO,PhMel -SO,CH2Ph; (19)
-OSOzMel -OSO,CF3, -OSO2Et, -OSO-Ph, -OSO,PhMe, -OSO,CH2Ph; (20) -SO2NH2, -SO2NHMe, -SO,NHET! -
SO2NMey, -SO2NEt2, -SO,-morfolino, -SO2NHPh, -SO.NHCH2Ph; (21) -CH2Ph, -CH2Ph-Me, -CH2Ph-OH, -CH2Ph-F,
-CH,Ph-CI; (22) -Ph1-Ph-Me, Ph-OH, Ph-OMe, Ph-NH,, Ph-F, CI-Ph, Ph-Br, Ph-I; piridilo, pirazinilo, pirimidinilo,
piridazinilo; furanilo, tiofenilo, pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo, oxazolilo, tiazolilo, tiadiazolilo; (23) pirrolidinilo,
imidazolidinilo, pirazolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, azepinilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo, morfolinilo,
azetidinilo; (24) -Me, Et, -nPr, iPr, -nBu, -iBu, -sBu, -tBu, -nPe, -nHex; -(CH2);CHs, -(CH2)9CHs, -(CH2)11CHs, -
(CH2)13CH3, -(CH2)150H3, -(CH2)17CH3, -(CH2)1QCH3; -CPF, -CHEX; -CH = CH2, 'CHZ'CH = CHQ; -CF3, 'CHFQ, 'CHZF, -
CCD, -CBR3, -CH>CHF, -CH2CHF; y -CH,CF3; -CH,OH, -CH,OMe, -CH,OEt, -CH2NH,, -CH2NMey; -CH,CH,OH, -
CH>CH20OMe, -CH,CH>OELt, -CH,CH>CH2NH>, -CH2,CH2NMes.

En una realizacion, los sustituyentes, Rp, se seleccionan independientemente de: halégeno; ciano; nitro; hidroxi;
alquiloxi de 1 a 7 4tomos de carbono; alquilo de 1 a 7 atomos de carbono; haloalquilo de 1 a 7 atomos de carbono; y
alquilo de 8 a 30 atomos de carbono.

En una realizacion, los sustituyentes, Rp, se seleccionan independientemente de: halégeno; ciano; nitro; hidroxi;
alquiloxi de 1 a 4 atomos de carbono; alquilo de 1 a 4 atomos de carbono; haloalquilo de 1 a 4 atomos de carbono; y
alquilo de 12 a 22 atomos de carbono.

En una realizacion, los sustituyentes, Rp, se seleccionan independientemente de: halégeno; alquilo de 1 a 4 atomos
de carbono; y haloalquilo de 1 a 4 atomos de carbono.

En una realizacion, los sustituyentes, Rp, se seleccionan independientemente de: fluor; alquilo de 1 a 4 atomos de
carbono; y fluoroalquilo de 1 a 4 atomos de carbono.

En una realizacion, los sustituyentes, Rp, se seleccionan independientemente de: H, -CHjs, -CFs.
Como se utiliza aqui, el término "haldégeno" incluye fltor, cloro, bromo y yodo.

Como se utiliza aqui, el término "alquilo" se refiere a fracciones hidrocarbonadas monovalente, monodentado,
alifatico (lineal o ramificado) saturadas, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, etc.

Ejemplos de grupos alquilo (no sustituidos) incluyen metilo (un atomo de carbono), etilo (dos atomos de carbono),
propilo (tres atomos de carbono), butilo (cuatro atomos de carbono), pentilo (cinco atomos de carbono), hexilo (seis
atomos de carbono), heptilo (siete atomos de carbono), octilo (ocho atomos de carbono), nonilo (nueve atomos de
carbono), decilo (diez atomos de carbono), undecilo (once atomos de carbono), dodecilo (doce atomos de carbono),
tridecilo (trece atomos de carbono), tetradecilo (catorce atomos de carbono), pentadecilo (quince atomos de
carbono), y eicodecilo (veinte atomos de carbono). Ejemplos de grupos alquilo lineales (sin sustituir) incluyen metilo
(un atomo de carbono), etilo (dos atomos de carbono), n-propilo (tres &tomos de carbono), n-butilo (cuatro atomos de
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carbono), n-pentilo (amilo) (cinco atomos de carbono), n-hexilo (seis atomos de carbono), y n-heptilo (siete atomos
de carbono).

Ejemplos de grupos alquilo ramificados (no sustituidos) incluyen iso-propilo (tres atomos de carbono), iso-butilo
(cuatro atomos de carbono), sec-butilo (cuatro atomos de carbono), terc-butilo (cuatro atomos de carbono), iso-
pentilo (cinco atomos de carbono), y neo-pentilo (cinco atomos de carbono).

Tal como se utiliza aqui, el término "alquenilo" se refiere a fracciones hidrocarbonadas alifaticas (lineales,
ramificadas), monovalentes, monodentadas, que tienen al menos un doble enlace carbono-carbono.

Ejemplos de grupos alquenilo (no sustituidos) incluyen etenilo (vinilo, -CH=CH,), 1-propenilo (-CH=CH-CHj3), 2-
propenilo (alilo, -CH-CH=CHy), isopropenilo (1-metilvinilo, -C(CH3)=CH,), butenilo (cuatro atomos de carbono),
pentenilo (cinco atomos de carbono), y hexenilo (seis atomos de carbono).

Tal como se utiliza aqui, el término "alquinilo" se refiere a fracciones hidrocarbonadas alifaticas (lineales,
ramificadas), monovalentes, monodentadas, que tienen al menos un triple enlace carbono-carbono.

Ejemplos de grupos alquinilo (no sustituidos) incluyen etinilo (etinilo, -C=CH) y 2-propinilo (propargilo, -CH,-C=CH).

Tal como se utiliza aqui, el término "cicloalquilo" se refiere a fracciones hidrocarbonadas alifaticas (lineales,
ramificadas), monovalentes, monodentadas, que tienen al menos un anillo de atomos de carbono (que tiene
preferiblemente de 3 a 7 atomos de carbono en el anillo).

Ejemplos de grupos cicloalquilo incluyen aquellos derivados de compuestos hidrocarbonados monociclicos
saturados: ciclopropano (tres atomos de carbono), ciclobutano (cuatro atomos de carbono), ciclopentano (cinco
atomos de carbono), ciclohexano (seis atomos de carbono), cicloheptano (siete atomos de carbono),
metilciclopropano (cuatro atomos de carbono), dimetilciclopropano (cinco atomos de carbono), metilciclobutano
(cinco atomos de carbono), dimetilciclobutano (seis atomos de carbono), metilciclopentano (seis atomos de
carbono), dimetilciclopentano (siete atomos de carbono), metilciclohexano (siete atomos de carbono),
dimetilciclohexano (ocho atomos de carbono), mentano (diez atomos de carbono); y compuestos hidrocarbonados
policiclicos saturados: tujano (diez atomos de carbono), carano (diez atomos de carbono), pinano (diez atomos de
carbono), bornano (diez atomos de carbono), norcarano (siete atomos de carbono), norpinano (siete atomos de
carbono), norbornano (siete atomos de carbono), adamantano (diez atomos de carbono), decalina
(decahidronaftaleno) (diez atomos de carbono).

Tal como se utiliza aqui, el término "cicloalquenilo" se refiere a fracciones hidrocarbonadas no aromaticas
monovalentes, monodentadas, que tiene al menos un anillo de atomos de carbono (que tiene preferiblemente de 3 a
7 atomos de carbono en el anillo) y al menos un doble enlace carbono-carbono. Los ejemplos de grupos
cicloalquenilo incluyen aquellos derivados de compuestos hidrocarbonados monociclicos insaturados: ciclopropeno
(tres atomos de carbono), ciclobuteno (cuatro atomos de carbono), ciclopenteno (cinco atomos de carbono),
ciclohexeno (seis atomos de carbono), metilciclopropeno (cuatro atomos de carbono), dimetilciclopropeno (cinco
atomos de carbono), metilciclobuteno (cinco atomos de carbono), dimetilciclobuteno (seis atomos de carbono),
metilciclopenteno (seis atomos de carbono), dimetilciclopenteno (siete atomos de carbono), metilciclohexeno (siete
atomos de carbono), dimetilciclohexeno (ocho atomos de carbono); y compuestos hidrocarbonados policiclicos
insaturados: canfeno (diez atomos de carbono), limoneno (diez atomos de carbono), pineno.

Tal como se utiliza aqui, el término "cicloalquinilo" se refiere a fracciones hidrocarbonadas no aromaticas
monovalentes, monodentadas, que tiene al menos un anillo de atomos de carbono (que tiene preferiblemente de 3 a
7 atomos de carbono en el anillo) y al menos un enlace triple carbono-carbono.

Tal como se utiliza aqui, el término "arilo" se refiere a fracciones monovalentes, monodentadas, que tienen un anillo
aromatico y el cual tiene de 3 a 20 atomos en el anillo (a menos que se especifique otra cosa). Preferiblemente,
cada anillo tiene de 5 a 7 atomos en el anillo. Los atomos del anillo pueden ser todos atomos de carbono, como en
grupos "carboarilo" o los atomos del anillo pueden incluir uno o mas heteroatomos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, etc.) (por
ejemplo, seleccionados de N, O, y S), como en los grupos "heteroarilo”. En este contexto, los prefijos (por ejemplo,
de 5 a 20 atomos de carbono, de 5 a 12 atomos de carbono, de 5 a 10 atomos de carbono, etc.) denotan el nimero
de atomos en el anillo, o el intervalo del nimero de atomos en el anillo, ya sean atomos de carbono o heteroatomos.

Ejemplos de grupos carboarilo incluyen aquellos derivados de benceno (es decir, fenilo) (seis atomos de carbono),
naftaleno (diez atomos de carbono), azuleno (diez atomos de carbono), antraceno (catorce atomos de carbono),
fenantreno (catorce atomos de carbono), naftaceno (dieciocho atomos de carbono), y pireno (dieciséis atomos de
carbono).

Ejemplos de grupos carboarilo que comprenden anillos condensados, por lo menos uno de los cuales es un anillo

aromatico, incluyen grupos derivados de indano (por ejemplo, 2,3-dihidro-1-H-indeno) (nueve atomos de carbono),
indeno (nueve atomos de carbono), isoindeno (nueve atomos de carbono), tetralina (1,2,3,4-tetrahidronaftaleno (diez
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atomos de carbono), acenafteno (doce atomos de carbono), fluoreno (trece atomos de carbono), fenaleno (trece
atomos de carbono), acefenantreno (quince atomos de carbono), y aceantreno (dieciséis atomos de carbono).

Ejemplos adicionales de grupos carboarilo incluyen grupos derivados de: indeno (nueve atomos de carbono), indano
(por ejemplo, 2,3-dihidro-1-H-indeno) (nueve atomos de carbono), tetralina (1,2,3,4-tetrahidronaftaleno) (diez atomos
de carbono), acenafteno (doce atomos de carbono), fluoreno (trece atomos de carbono), fenaleno (trece atomos de
carbono), acefenantreno (quince atomos de carbono), aceantreno (dieciséis atomos de carbono), colantreno (veinte
atomos de carbono).

Ejemplos de grupos heteroarilo monociclicos incluyen aquellos derivados de: N1: pirrol (azol) (cinco atomos de
carbono), piridina (azina) (seis atomos de carbono); O1: furano (oxol) (cinco atomos de carbono); S1: tiofeno (tiol)
(cinco atomos de carbono); N101: oxazol (cinco atomos de carbono), isoxazol (cinco atomos de carbono), isoxazina
(seis atomos de carbono); N201: oxadiazol (furazano) (cinco atomos de carbono); N3O1: oxatriazol (cinco atomos
de carbono); N1S1: tiazol (cinco atomos de carbono), isotiazol (cinco atomos de carbono); N2: imidazol (1,3-diazol)
(cinco atomos de carbono), pirazol (1,2-diazol) (cinco atomos de carbono), piridazina (1,2-diazina) (seis atomos de
carbono), pirimidina (1,3-diazina) (seis atomos de carbono) (por ejemplo, citosina, timina, uracilo), pirazina (1,4-
diazina) (seis atomos de carbono); N3: triazol (cinco atomos de carbono), triazina (seis atomos de carbono); y, N4:
tetrazol (cinco atomos de carbono).

Los ejemplos de grupos heteroarilo policiclicos incluyen: grupos heterociclicos con g atomos de carbono (con 2
anillos fusionados) derivados de benzofurano (O1), isobenzofurano (O1), indol (N1), isoindol (N1), indolizina (N1),
indolina (N1), isoindolina (N1), purina (N4) (por ejemplo, adenina, guanina), bencimidazol (N2), indazol (N2),
benzoxazol (N101), bencisoxazol (N101), benzodioxol (0O2), benzofurazano (N201), benzotriazol (N3),
benzotiofurano (S1), benzotiazol (N1S1), benzotiadiazol (N2S); grupos doheterociclicos (con 2 anillos fusionados)
derivados de cromeno (O1), isocromeno (O1), cromano (O1), isocromano (O1), benzodioxano (O2), quinolina (N1),
isoquinolina (N1), quinolizina (N1), benzoxazina (N101), benzodiazina (N2), piridopiridina (N2), quinoxalina (N2),
quinazolina (N2), cinolina (N2), ftalazina (N2), naftiridina (N2), pteridina (N4); grupos heterociclicos con n atomos e
carbono (con 2 anillos fusionados) derivados de benzodiazepina (N2); grupos heterociclicos con trece atomos de
carbono (con 3 anillos fusionados) derivados de carbazol (N1), dibenzofuranos (O1), dibenzotiofeno (S1), carbolina
(N2), perimidina (N2), piridoindol (N2); y, grupos heterociclicos de catorce atomos de carbono (con 3 anillos
fusionados) derivados de acridina (N1), xanteno (O1), tioxanteno (S1), oxantreno (02), fenoxatiina (O1S1), fenazina
(N2), fenoxazina (N101), fenotiazina (N1S1), tiantreno (S2), fenantridina (N1), fenantrolina (N2), fenazina (N2).

Los grupos heteroarilo que tienen un atomo de nitrdgeno en el anillo en forma de un grupo -NH- pueden ser
sustituidos sobre N, es decir, como -NR-. Por ejemplo, pirrol puede estar sustituido sobre el N-metilo, para dar N-
metilpirrol. Ejemplos de sustituyentes sobre N incluyen alquilo de 1 a 7 atomos de carbono; carboarilo de 6 a 20
atomos de carbono; carboarilo de 6 a 20 atomos de carbono-alquilo de 1 a 7 atomos de carbono; alquilo de 1 a 7
atomos de carbono-acilo; carboarilo de 6 a 20 atomos de carbono-acilo; carboarilo de 6 a 20 atomos de carbono-
alquil de 1 a 7 atomos de carbono-acilo; etc.). Los grupos heteroarilo que tienen un atomo de nitrégeno en el anillo
en forma de un grupo -N= pueden estar sustituidos en forma de un N-6xido, es decir, como -N(— O)= (también
indicado como -N+ (— O")=). Por ejemplo, la quinolina puede ser sustituida para producir N-6xido de quinolina;
piridina para producir N-6xido de piridina; benzofurazano para producir N-6xido de benzofurazano (también conocido
como benzofuroxano).

Peso molecular

En una realizacion, el compuesto tiene un peso molecular de 250 a 1.000. En una realizacion, la parte inferior del
intervalo es 275; 300; 325; 350; 375; 400; 425; 450. En una realizacion, la parte superior del intervalo es 900; 800;
700; 600; 500; 400. En una realizacion, el intervalo es de 250 a 900. En una realizacion, el intervalo es de 250 a 800.
En una realizacion, el intervalo es de 250 a 700. En una realizacion, el intervalo es de 250 a 600. En una realizacion,
el intervalo es de 250 a 500.

Algunos ejemplos preferidos

Todas las combinaciones posibles y compatibles de las realizaciones descritas anteriormente se dan a conocer en
forma explicita en la presente memoria. Cada una de estas combinaciones se da a conocer en la presente memoria
en la misma medida como si cada combinacién individual se enumerara de forma especifica e individual.

Ejemplos de algunos compuestos preferidos incluyen los siguientes:

o 5
HO/U\/\H)L ~0-f~CHon,
o

1
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2 o 0
HDWO*{-CHZ —CH,
o
3 (;; 0
HO/U\/ %o—{-mz -~ CH,
O
4 O O
HOWQ—[—CH;};—CHS
0O
: .
9 0
HOWO—{—CW —CH,
o
- R
HOJ\/‘\FKKO
0
7 0 0
PN CF,
HO 0
o
8 o 9
HOIKA“)LO/\&&\ CF,
0 P
CF,
9
Q —
|
HOJ\v’A‘Wio e,
o
10
HOJ\/\[(L\O :
~ 0
Is) Q i UAI
O

En formas de realizacién, el compuesto es un compuesto de férmula (ll) en donde R' es una fracciéon como se
muestra en los compuestos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, o 11 en la tabla anterior:
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O\

HO R!

@)
@]
O

En formas de realizacion, el compuesto es un compuesto de formula (Ill) en donde R' es una fraccion como se
muestra en los compuestos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, o 11 en la tabla anterior:

R
HO 0

£

NH,

En formas de realizacion, el compuesto es un compuesto de formula (IV) en donde R' es una fraccion como se
muestra en los compuestos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, o 11 en la tabla anterior:

O NH,

O.

HO R!

Rt

En formas de realizacion, el compuesto es un compuesto de formula (V) en donde R' es una fraccion como se
muestra en los compuestos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, o 11 en la tabla anterior:

O OH

(ON

HO R’

¢

Compuestos antiglicoliticos

En algunas formas de realizacién, se puede administrar un compuesto antiglicolitico o inhibidor glicolitico a un sujeto
para el tratamiento de un trastorno proliferativo tal como cancer, tal como un cancer descrito en esta memoria. Los
términos "compuesto antiglicolitico” e "inhibidor glicolitico" se utilizan aqui de forma intercambiable.

En formas de realizacién, un inhibidor glicolitico es un compuesto, que tras su administracién, convierte un cancer
positivo por PET (por ejemplo, un tumor) en un cancer negativo por PET.

En formas de realizacién, un inhibidor glicolitico es un compuesto, que tras la administraciéon de una cantidad
terapéuticamente efectiva, inhibe una enzima en la ruta glicolitica o inhibe la absorcion de glucosa (por ejemplo,
inhibe directamente la absorcion y/o la formacion de glucosa).

En una realizacion, un inhibidor de glicolitico es un compuesto, que tras la administracién, compite directamente con
la glucosa, por ejemplo, para un sustrato celular tal como una enzima.

Como se discutio anteriormente, en algunas realizaciones, un inhibidor de glicolitico es un compuesto, que tras la
administracion, convierte en un cancer positivo por PET (por ejemplo, un tumor) en un cancer negativo por PET. En
algunas realizaciones preferidas, el inhibidor glicolitico convierte una célula cancerosa que depende de la glicdlisis
en una célula cancerosa cuya capacidad para la glicélisis esta tan deteriorada que es esencialmente incapaz de
glicdlisis. Los ejemplos de inhibidores glicoliticos, que puede volver una célula cancerosa esencialmente incapaz de
glicdlisis incluyen: agentes alquilantes; nitrosoureas; antibidticos antitumorales; hormonas corticosteroides;
antiestrogenos; inhibidores de aromatasa; progestinas; antiandrogenos; agonistas de LHRH; terapias de
anticuerpos; y ofras terapias contra el cancer. Los ejemplos de agentes alquilantes incluyen busulfan, cisplatino,
carboplatino, clorambucilo, ciclofosfamida, ifosfamida, mecloretamina dacarbazina (DTIC)s (mostaza de nitrégeno), y
melfalan. Ejemplos de nitrosoureas incluyen carmustina (BCNU) y lomustina (CCNU). Ejemplos de antibiodticos
antitumorales incluyen dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina (Adriamicina), idambicina, y mitoxantrona.
Ejemplos de hormonas corticosteroides incluyen prednisona y dexametasona. Ejemplos de antiestrégenos incluyen
el tamoxifeno y fulvestrant. Ejemplos de inhibidores de aromatasa incluyen anastrozol y letrozol. Un ejemplo de una
progestina es acetato de megestrol. Ejemplos de antiandrégenos incluyen bicalutamida, flutamida. Ejemplos de
agonistas de LHRH incluyen leuprolida y goserelina. Ejemplos de terapias de anticuerpos incluyen Herceptina y
Avastina. Ejemplos de otros compuestos contra el cancer incluyen L-asparaginasa y tretinoina. En algunas
realizaciones, se pueden usar combinaciones o dos 0 mas compuestos contra el cancer.

Existen numerosos métodos de determinacion de si un cancer depende de la glicdlisis o no. Las muestras de
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tumores pueden ser extirpadas y examinadas in vitro por cualquiera de varios analisis bien conocidos para
determinar si las células son dependientes de la glicdlisis. Tales métodos pueden determinar si las células utilizan o
no la glicdlisis aerdbica o anaerdbica. La tecnologia de barrido FDG-PET utiliza altos niveles de absorcion de
%Iucosa como marcador para la deteccion. Las células cancerosas que absorben el derivado de glucosa detectable

fluoro-2-desoxiglucosa se pueden localizar en una imagen de ordenador de la anatomia del paciente. Aquellos
canceres que pueden ser detectados por la tecnologia de barrido FDG-PET tienen una alta probabilidad de ser
dependiente de la glicdlisis.

Las metodologias PET se exponen en Czernin, J. 2002 Acta Medica Austriaca 29: 162-170. Muchos canceres se
caracterizan por una alta tasa de glicdlisis en donde el cancer tiene células que exhiben una mayor tasa de glicdlisis
que aquella del tejido que lo rodea. Tales células cancerigenas absorben cantidades superiores a la media de la
glucosa del ambiente. El cancer se caracteriza por una alta tasa de glicdlisis puede ser identificado mediante la
tecnologia de formacion de imagenes PET, preferiblemente con 18quoro—desoxiqucosa. La deteccion positiva de un
tumor usando un ensayo de este tipo indica que el cancer se caracteriza por la glicdlisis.

Como se ha discutido aqui en otra parte, en algunas realizaciones, un inhibidor glicolitico es un compuesto, que tras
la administracién, inhibe una enzima en la ruta glicolitica o inhibe la absorciéon de glucosa (por ejemplo, inhibe
directamente la absorcion y/o la formacion de glucosa). En algunas realizaciones preferidas, el compuesto inhibe
selectivamente una isoforma de una enzima en la ruta glicolitica que esta presente en las células cancerosas, por
ejemplo, isoforma especifica del cancer de una quinasa o deshidrogenasa tal como PKM2 o LDHa. Otros ejemplos
de enzimas que pueden ser direccionas por un inhibidor glicolitico en la ruta glicolitica incluyen glutl, hexokinasa2,
fosfofructoquinasa 3 y piruvato deshidrogenasa quinasa 1 (PDK1). En consecuencia, se incluyen en esta memoria
compuestos que inhiben una enzima en la ruta glicolitica tal como una enzima que se describe a continuacion.

Transportador de glucosa tipo 1 (GLUT1)

Un transportador de glucosa tipo 1 (GLUT1), también conocido como la familia 2 transportadora de soluto, que
facilita el elemento transportador de glucosa 1, o el transportador de glucosa HepG2, es una enzima de la familia de
transportadores de azucar y de la subfamilia transportadora de glucosa. Los transportadores de glucosa (GLUT)
facilitan el transporte independiente de energia de la glucosa a través de la membrana celular hidréfoba por debajo
de su gradiente de concentracion, y cada uno de los GLUT posee diferentes afinidades por la glucosa y otros
azucares. GLUT1 tiene una amplia especificidad de sustrato y puede transportar una amplia gama de aldosas
incluyendo tanto las pentosas como las hexosas. En particular, tiene una alta afinidad por la glucosa y puede ser
responsable de la captacién de glucosa basal o constitutiva requerida para mantener la respiracién en las células.

GLUT1 se encuentra principalmente en la membrana de la célula y se expresa en niveles variables en muchos
tejidos humanos. Tiene 12 dominios transmembrana a-helicoidales, cada uno conteniendo 21 residuos de
aminoacidos. El precursor de la proteina GLUT1 humana tiene 492 aminoacidos y un peso molecular de
aproximadamente 54 kDa, y es codificado por el gen SLC2A1 (también conocido como GLUT1). Las secuencias de
aminoacidos y de nucleétidos de GLUT1 humana y de ratén se describen por ejemplo, en Mueckler y colaboradores,
Science 229: 941-945 (1985), y Kaestner y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 86: 3150 - 3154 (1989),
respectivamente.

La expresion aumentada y desregulada de GLUT1 se asocia con un aumento de transporte de glucosa en una
variedad de células de cancer (Macheda y colaboradores., J Cell Physiol. 202: 654 - 62 (2005)). La transformacion
oncogénica de células de mamifero cultivadas puede causar un aumento de la expresion de GLUT1 través de la
interaccion con los elementos potenciadores del promotor de GLUT1. GLUT1 se sobreexpresa en lineas celulares
de cancer de mama cultivadas y los niveles de GLUT1 corresponden a sus potenciales invasivos. Los niveles de
GLUT1 y la captacion de glucosa también se puede aumentar por hipoxia en las células de cancer de ovario y de
pulmén. En el ambito clinico, la expresion elevada de GLUT1 se observa en una cantidad de canceres, incluyendo,
por ejemplo, cancer hepatico, pancreatico, de mama, de eséfago, de cerebro, renal, pulmonar, cutaneo, colorrectal,
endometrial, de ovario y carcinoma cervical. Los altos niveles de expresion de GLUT1 en tumores también se
asocian con una baja supervivencia.

Los inhibidores de GLUT1 son conocidos en la técnica. Los ejemplos de inhibidores de GLUT1 se describen, por
ejemplo, en Macheda y colaboradores, J. Cell Physiol. 202: 654-62 (2005), Singh y colaboradores, Mol Cell
Endocrinol. 160: 61-66 (2000) y Zhang y colaboradores. Bioconjug. Chem. 14: 709-714 (2003).

Hexoquinasa 2 (HK2)

La hexoquinasa 2 (HK2), también conocida como hexoquinasa tipo Il o hexoquinasa formadora de musculo, es una
enzima de la familia de la hexoquinasa. Las hexoquinasas son enzimas que fosforilan hexosa en fosfato de hexosa.
En los vertebrados existen cuatro isoenzimas principales que fosforilan glucosa, denominadas hexoquinasa 1-4. La
hexoquinasa 2 cataliza la reaccion de ATP + D-hexosa = ADP + D-hexosa 6-fosfato. Es una isoenzima de Ky, que
tiene una alta afinidad por la glucosa a bajas concentraciones (por ejemplo, por debajo de 1 mM) y sigue la cinética
de Michaelis-Menton en concentraciones fisiolégicas de sustratos. La hexoquinasa 2 es una enzima alostérica
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inhibida por su producto glucosa-6-fosfato.

La hexoquinasa 2 e localiza principalmente en la membrana mitocondrial exterior y se expresa predominantemente
en tejidos sensibles a insulina tales como el musculo esquelético. La hexoquinasa 2 humana tiene 917 aminoacidos
y un peso molecular de aproximadamente 102 kDa, y es codificada por el gen HK2. Las secuencias de aminoacidos
y de nucledtidos de la hexoquinasa 2 humana y de ratdn son descritas, en Deeb y colaboradores, Biochem. Biophys.
Res. Commun. 197: 68-74 (1993), y Heikkidnen y colaboradores, Mamm. Genome. 11: 91-96 (2000),
respectivamente.

La mayor expresion de la hexoquinasa 2 se asocia con una cantidad de canceres, por ejemplo, cancer de pulmén,
higado, gastrointestinal y de mama. La hexoquinasa 2 también se sobreexpresa en metastasis de cerebro en
pacientes con cancer de mama. En células cancerosas, el fenotipo altamente glicolitico es apoyado por la
sobreexpresion de la hexoquinasa 2. La sobreexpresion de la hexoquinasa 2 conduce a la produccion de glucosa-6-
fosfato a una tasa elevada, promoviendo por lo tanto un ambiente desfavorable para las células normales y
apoyando la proliferacion celular. La hexoquinasa 2 también puede aumentar la metastasis por la supresién de la
muerte de células cancerosas (Mathupala y colaboradores, Oncogene 25: 4777-4786 (2006)).

Los inhibidores de la hexoquinasa 2 se conocen en la técnica. Los ejemplos de los inhibidores de hexoquinasa 2 se
describen, por ejemplo, en la patente de los Estados Unidos serial No. 5.854.067, Mathupala y colaboradores,
Oncogene 25: 4777-4786 (2006), y Kim y colaboradores, Mol. Ther cancer. 6: 2554-2562 (2007).

Fosfofructoquinasa 3 (PFKFB3)

La fosfofructoquinasa 3 (PFKFB3), también conocida como la isoenzima tipo cerebro-placenta 6-fosfofructo-2-
quinasa / fructosa-2,6-bifosfatasa 3, 6PF-2-K / Fru-2,6-P2ASE, iPFK-2, o antigeno de carcinoma renal NY-REN-56,
es una enzima de la familia 6-fosfofructo-2-quinasa / fructosa-2,6-bifosfatasa (PFK2 / FBPasa), y la familia de la
fosfoglicerato-mutasa. En los humanos existen cuatro PFK2 / FBPasas principales, denominadas PFK2 / FBPasas 1
- 4. Las PFK2 / FBPasas controlar la concentracion de estado estacionario de la fructosa-2,6-bifosfato (Fru-2,6-BP).
La PFKFB3 puede catalizar la siguiente reaccion:

Beta-D-fructosa-2,6-bifosfato + H,O = D-fructosa-6-fosfato + fosfato.
ATP + D-fructosa-6-fosfato = ADP + beta-D-fructosa-2,6-bifosfato.

La PFKFB3 tiene tanto dominios de 6-fosfofructo-2-quinasa como fructosa-2,6-bisfosfatasa y se expresa en forma
ubicua en los tejidos. Los precursores de las isoformas 1y 2 de PFKFB3 humana tienen 520 aminoacidos y un peso
molecular de aproximadamente 60 kDa y 514 aminoacidos y un peso molecular de aproximadamente 59 kDa,
respectivamente. La PFKFB3 humano es codificada por el gen PFKFB3. Las secuencias de aminoacidos y
nucleotidos de PFKFB3 humana y de ratén se describen por ejemplo, en Sakai y colaboradores, J. Biochem. 119:
506-511 (1996), Manzano y colaboradores, Cell Genet. 83: 214-217 (1998), y el MGC Proyect Team, Genome Res.
14: 2121-2127 (2004).

La PFKFB3 se sobreexpresa en una cantidad de células cancerosas incluyendo, por ejemplo, leucemia, cancer de
colon, préstata, pulmén, mama, pancreas, tiroides, y de ovario y se requiere para el crecimiento de ciertas lineas
celulares de leucemia y de cancer de cuello uterino (Clem y colaboradores, mol Cancer Ther. 7: 110 - 20 (2008)).
Mediante la regulacién de la concentracién de la fructosa-2,6-bifosfato intracelular, la PFKFB3 controla el flujo
glicolitico hasta lactato y la derivacion de pentosa no oxidativa, y se requiere para la alta tasa glicolitica y el
crecimiento independiente del anclaje de las células transformadas con ras (Chesney, Curr. Opin. Clin. Nutr. Metab.
Care 9: 535-539 (2006)).

Los inhibidores de PFKFB3 son conocidos en la técnica. Los ejemplos de inhibidores de PFKFB3 se describen por
ejemplo, en la Publicacién de la solicitud de patente de Estados Unidos No. 2009/0074884 y Clem y colaboradores,
Mol. Ther Cancer. 7: 110-20 (2008).

Piruvato quinasa M2 (PKM2)

La piruvato quinasa M2 (PKM2), también conocida como isoenzima muscular piruvato quinasa, piruvato quinasa 2/3,
proteina que se enlaza a la hormona tiroidea citosdlica, THBP1, p58, M2-PK, o M2-PK de tumor, es una enzima de
la familia de la piruvato quinasa. Existen cuatro isoenzimas de la piruvato quinasa en mamiferos: L, R, M1 y M2. El
tipo L es la isoenzima principal, en el higado, R se encuentra en los glébulos rojos, M1 es la forma principal en el
musculo, el corazén y el cerebro, y M2 se encuentra en tejidos fetales tempranos, asi como en la mayoria de las
células cancerosas. PKM2 es una enzima glicolitica que cataliza la transferencia de un grupo fosforilo desde
fosfoenolpiruvato (PEP) hasta ADP, generando ATP. La PKM2 existe como un mondmero en ausencia de FBP, y se
asocia en forma reversiblemente un homotetramero en presencia de FBP. La formacion del tetramero induce la
actividad de la piruvato quinasa. La forma tetramérica tiene una alta afinidad por el sustrato y se asocia dentro del
complejo de la enzima glicolitica. La relacién entre la forma tetramérica altamente activa y la forma dimérica casi
inactiva determina si los carbonos de la glucosa se canalizan hacia los procesos biosintéticos o se usan para la
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produccion de ATP glicolitico. La PKM2 es activada en forma alostérica por la D-fructosa-1,6-bifosfato (FBP) y se
inhibe por el oxalato y la 3,3',5-triyodo-L-tironina (T3). La actividad de la forma tetramérica se inhibe por PML.

La PKM2 estimula la activacion transcripcional mediada por POU5F1 y juega un papel en la muerte celular
independiente de la caspasa de las células tumorales. Existe en una forma dimérica relativamente inactiva en
células tumorales y la forma dimérica tiene menos afinidad por el sustrato. El enlazamiento con ciertas
oncoproteinas, por ejemplo, con la oncoproteina HPV-16 E7 puede desencadenar la dimerizacion. La FBP estimula
la formacion de tetrameros a partir de los atenuadores. La transicion entre las formas tetramérica y dimérica
contribuye al control de la glicolisis y es importante para proliferacion y supervivencia de las células tumorales.

El precursor de la PKM2 humana tiene 531 aminoacidos y un peso molecular de aproximadamente 58 kDa y es
codificado por el gen PKM2 (también conocido como PK2, PK3, o PKM). Las secuencias de aminoacidos y de
nucleotidos de PKM2 humano y de raton se describen por ejemplo, en Tani y colaboradores, Gene 73: 509-516
(1988), Kato y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 86: 7861 - 7865 (1989), Izumi y colaboradores, Biochim.
Biophys. Acta 1267: 135-138 (1995), y de Luis y del Mazo, Biochim. Biophys. Acta 1396: 294-305 (1998).

Los inhibidores de PKM2 son conocidos en la técnica. Ejemplos de inhibidores de PKM2 se describen por ejemplo,
en la publicacion de la solicitud de patente de Estados Unidos No. 2008/0021116, publicaciéon de las solicitudes
internacionales de patentes Nos. WO 2008/019139 y WO 2006/125323, Spoden y colaboradores, Int. J. Cancer 123:
312-321 (2008), y el resumen # 4408, AACR reunion anual numero cien (Denver, CO, EE.UU., 18-22 de abril de,
2009).

Lactato deshidrogenasa A (LDHa)

La lactato deshidrogenasa A (LDHa), también conocida como subunidad LDH del musculo, antigeno de carcinoma
renal NY-REN-59, proteina del gen 19 que induce proliferacion celular, es una enzima de la familia LDH y de la
superfamilia LDH/MDH. LDHa cataliza la conversion de L-lactato y NAD+ en piruvato y NADH en la etapa final de la
glicdlisis anaerdbica.

La LDHa se localiza principalmente en el citoplasma y puede formar una homotetramero. Muchos tipos de cancer,
por ejemplo, cancer testicular, sarcoma de Ewing, linfoma no Hodgkin, y algunos tipos de leucemia, asi como otras
enfermedades, pueden provocar que se eleven los niveles de LDHa. La reducciéon en la actividad de LDHa puede
estimular la respiracién mitocondrial y compromete la capacidad de las células tumorales para proliferar bajo hipoxia
(Fantin y colaboradores, Cancer Cell. 9: 425-434 (2006)). Los defectos en LDHa son también una causa de
mioglobinuria por esfuerzo.

El precursor de la isoforma 1 de LDHa humana tiene 332 aminoacidos y un peso molecular de aproximadamente 37
kDa, y el precursor de la isoforma 2 de LDHa humana tiene 332 aminoacidos y un peso molecular de
aproximadamente 36 kDa. La LDHa humana es codifica por el gen LDHa. Las secuencias de amino acidos y
nucleétidos LDHa humana y de ratén se describen, por ejemplo, en Tsujibo y colaboradores, Eur. J. Biochem. 147:
9-15 (1985), de Ota y colaboradores, Nat. Genet. 36: 40-45 (2004), Li y colaboradores, Eur. J. Biochem. 149: 215-
225 (1985), y Akai y colaboradores, Int. J. Biochem. 17: 645-648 (1985).

Los inhibidores de LDHa son conocidos en la técnica. Los ejemplos de inhibidores de LDHa se describen, por
ejemplo, en las patentes de los Estados Unidos Nos. 5.853.742 y 6.124.498, y en la publicacion de la solicitud
internacional de patente No. WO 98/36774.

Isoforma 1 de la piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK1)

La isoforma 1 de la piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK1), es una enzima de la familia de la proteina quinasa
piruvato deshidrogenasa quinasa/alfa-cetoacido deshidrogenasa de cadena ramificada PDK/BCKDK. Las piruvato
deshidrogenasa quinasas inactivan la piruvato deshidrogenasa mediante su fosforilacion usando ATP. La PDK tiene
cuatro isozimas, denominadas como PDK1-4. La PDK1 inhibe al complejo piruvato deshidrogenasa mitocondrial
mediante la fosforilacion de la subunidad alfa E1, contribuyendo asi a la regulacion del metabolismo de la glucosa.
La actividad catalitica de PDK1 se puede ilustrar como:

ATP + [piruvato deshidrogenasa (que transfiere acetilo)]=ADP + [piruvato deshidrogenasa (que transfiere acetilo)]
fosfato.

La PDK1 se localiza principalmente en la matriz mitocondrial y se expresa predominantemente en el corazén. La
inhibicion de la actividad del complejo piruvato deshidrogenasa (PDC) por la PDK1 contribuye al fenotipo maligno en
una cantidad de canceres, por ejemplo, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, y esta asociada con la
estabilizacion de HIF-1a. La inhibiciéon de la expresion de la PDK1 puede conducir a la reduccién de los niveles de
lactato, la expresion de HIF-1qa, y el grado del fenotipo maligno en las células cancerosas (McFate y colaboradores,
J. Biol. Chem. 283: 22700-22708 (2008)).
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El precursor de PDK1 tiene 436 aminoacidos y un peso molecular de aproximadamente 49 kDa. La PDK1 humana
es codificad por el gen PDK11. Las secuencias de aminoacidos y nucleétidos de la PDK1 humana se describen por
ejemplo, en Gudi y colaboradores, J. Biol. Chem. 270: 28989 - 28994 (1995), el MGC Proyect Team, Genome Res.
14:2121-2127 (2004), y Carninci y colaboradores, Ciencia 309: 1559-1563 (2005).

Los inhibidores PDK1 son conocidos en la técnica. Los ejemplos de inhibidores de PDK1 se describen, por ejemplo,
en la patente de los Estados Unidos No. 6.878.712, en la publicacion de la solicitud de patente de Estados Unidos
No. 2009/0209618, en las publicaciones de las solicitudes internacionales de patentes Nos: WO 2001/052825, WO
2002/081751 y WO 2005/092040, Cairns y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 104: 9445-9450 (2007),
Mann y colaboradores, Biochim. Biophys Acta. 1480: 283-292 (2000), y Aicher y colaboradores, J. Med. Chem. 42:
2741-2746 (1999).

Los compuestos candidatos se pueden evaluar para la inhibicion de una enzima descrita en la presente memoria,
por ejemplo, una enzima glicolitica, usando métodos conocidos en la técnica.

Como se discutié anteriormente, en algunas realizaciones, un inhibidor glicolitico es un compuesto, que tras la
administracion, compite directamente con glucosa. Los ejemplos de compuestos incluyen derivados estructurales de
glucosa tales como 2-desoxiglucosa (es decir, 2dg).

Antioxidantes

En algunas realizaciones, se puede administrar un compuesto antioxidante a un sujeto para el tratamiento de un
trastorno relacionado con proliferacion celular tal como cancer, tal como un cancer descrito en esta memoria.

El término "antioxidante" como se utiliza aqui, se refiere a un compuesto que disminuye o evita la oxidacion de una
molécula, por ejemplo, la transferencia de electrones de un sustrato a un agente oxidante. Las reacciones de
oxidacion pueden producir radicales libres, que pueden iniciar una reaccion en cadena que dafian las células. Los
antioxidantes pueden terminar estas reacciones en cadena mediante la eliminacion de los compuestos intermedios
de los radicales libres, e inhibir otras reacciones de oxidacidén porque ellos mismos se oxidan. Los ejemplos de
antioxidantes incluyen agentes reductores tales como tioles, acidos ascorbico, o fenoles (por ejemplo, un polifenol).

En general, los antioxidantes se clasifican en dos divisiones amplias, solubles en agua (es decir, hidrofilicos) o
solubles en lipidos (es decir, hidréfobos). En general, los antioxidantes solubles en agua reaccionan con oxidantes
en el citosol de la célula y el plasma celular, mientras que los antioxidantes solubles en lipidos protegen la
membrana celular de la peroxidacion lipidica. Los ejemplos de antioxidantes solubles en agua incluyen acido
ascorbico, glutationa, acido lipoico y acido urico. Los ejemplos de antioxidantes solubles en lipidos incluyen
carotenos, alfa-tocoferol, y ubiquinol. Los ejemplos de antioxidantes fendlicos incluyen resveratrol y flavonoides. En
algunas realizaciones, el antioxidante es un antioxidante enzimatico tal como superoxido dismutasa, catalasa,
peroxirredoxina, tiorredoxina y sistemas de glutationa.

Los compuestos candidatos se pueden evaluados por la actividad antioxidantes usando ensayos conocidos en la
técnica.

Agentes de hipometilacion

Se ha descubierto que ciertos genes en los pacientes (por ejemplo, pacientes con AML, MDS o glioma) albergan una
mutacion IDH (por ejemplo, una mutacion IDH1 o IDH2) tienen mayor metilacion (por ejemplo, la hipermetilacion) en
la region promotora. En algunas realizaciones, se puede administrar un agente de hipometilacion a un sujeto para el
tratamiento de un trastorno relacionado con proliferacién celular tal como cancer, tal como un cancer descrito en esta
memoria.

El término "agente de hipometilacion" como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un compuesto que inhibe
la metilacion del ADN. El término "agente de hipometilacion" se puede utilizar en forma intercambiable con el término
agente de "desmetilacion”.

Los ejemplos de agentes de hipometilacion incluyen los siguientes compuestos, decitabina (5-aza-desoxicitidina),
zebularina, isotiocianatos, azacitidina (5-azacitidina), 5-flouro-2'-desoxicitidina, 5,6-dihidro-5-azacitidina, etionina, S-
adenosil-L-homocisteina, mitoxantrona, neplanocina A, 3-desazaneplanocina A, cicloleucina, hidralazina, fenilhexil
isotiocianato, curcumina, partenolida, y SGI-1027.

Compuestos terapéuticos adicionales - Compuestos que aumentan el nivel de a-cetoglutarato.
En algunas realizaciones, se puede usar un compuesto (generalmente) que aumenta el nivel de a-cetoglutarato (por
ejemplo, en una célula) en un método descrito en esta memoria. Por ejemplo, un compuesto puede aumentar los

niveles de a-cetoglutarato mediante la inhibicion de otras enzimas tales como a-cetoglutarato deshidrogenasa y / o
cetoacido deshidrogenasa de cadena ramificada. El bloqueo de estas enzimas puede tener un efecto dual de
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aumentar los niveles de a-cetoglutarato y disminuir los niveles de succinato.

Ademas, ambas enzimas son homoélogas estructurales que utilizan el acido lipoico como cofactor. Por lo tanto, un
analogo de acido lipoico puede ser otro inhibidor potencial de estas enzimas, y asi ser un compuesto que aumenta el
nivel de a-cetoglutarato.

Alternativamente, un compuesto puede aumentar el nivel de a-cetoglutarato mediante el refuerzo de la actividad de
la glutamato oxaloacetato transaminasa (GOT). La glutamata por si misma activara la actividad de GOT conduciendo
a niveles mayores de a-cetoglutarato.

Ademas, se puede seleccionar el compuesto a partir de metabolitos secuencia arriba del ciclo de la TCA que incluye
oxaloacetato, citrato, isocitrato, y derivados de los mismos. Compuestos adicionales, generalmente a-cetoglutaratos.

Se describen aqui acido a-cetoglutarico, sales de a-cetoglutarato, y derivados de acido cetoglutarico (por ejemplo,
ésteres de acido a-cetoglutarico, en general), y, especialmente, su uso en medicina, por ejemplo, en el tratamiento
de un cancer descrito en esta memoria.

En una realizacion, el compuesto es un a-cetoglutarato que porta (por ejemplo, conjugado a, acoplado a) una
fraccion de aminoacido (por ejemplo, una fraccion de aminoacidos a) (por ejemplo, una fraccién de ornitina o
arginina).

En una realizacion, el compuesto es un éster de a-cetoglutarato (es decir, un éster de acido a-cetoglutarico) que
tiene una fraccion de aminoacido (por ejemplo, una fraccién de aminoacidos a) (por ejemplo, una fraccion de ornitina
o0 arginina) que es, o es parte de, un grupo éster (es decir, -C(=0O)OR) formado a partir de uno de los grupos acidos
del acido a-cetoglutarico.

Tales compuestos son conocidos en la literatura (véase, por ejemplo Le Boucher y colaboradores (1997)) y / o estan
comercialmente disponibles y / o se pueden preparar utilizando procedimientos convencionales de sintesis
conocidos por expertos en la técnica.

Isémeros

Ciertos compuestos pueden existir en una o mas formas geométricas, Opticas, enantibmeras, diastereomeras,
epiméricas, atrépicas, estereoisémeras, tautdbmeras, conformacionales, o anoméricas particulares, incluyendo pero
sin limitarse a, formas cis y trans; formas E y Z; formas c, t, y r; formas endo y exo; formas R, S, y meso; formas D y
L; formas d y I; formas (+) y (-); formas ceto, enol, y enolato; formas sin y anti; formas sinclinal y anticlinal; formas a 'y
B; formas axial y ecuatorial; formas de bote, de silla, de envoltura, y de silla media; y combinaciones de los mismos,
en lo sucesivo denominadas como "isémeros" (o "formas isoméricas").

En una realizacion, un compuesto descrito en la presente memoria, por ejemplo, un inhibidor de una neoactividad o
2-HG es un isdmero enriquecido enantioméricamente de un estereocisémero descrito en esta memoria. Por ejemplo,
el compuesto tiene un exceso enantiomérico de al menos aproximadamente 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70 %, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, o0 99%. Enantidmero, cuando se
utiliza aqui, se refiere a cualquier par de compuestos quimicos cuyas estructuras moleculares tienen una relacion de
imagen especular entre si.

En una realizacién, una preparacion de un compuesto descrito en la presente memoria se enriquece con un isémero
del compuesto que tiene una estereoquimica seleccionada, por ejemplo, R 0 S, que corresponde a un estereocentro
seleccionado, por ejemplo, la posicion 2 del acido 2-hidroxiglutarico. 2HG puede ser adquirido a partir de fuentes
comerciales o se puede preparar usando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, como se describe en Org.
Syn. Coll vol., 7, pagina 99, 1990. Por ejemplo, el compuesto tiene una pureza correspondiente a un compuesto que
tiene una estereoquimica seleccionada de un estereocentro seleccionado de al menos aproximadamente 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99%.

En una realizaciéon, una composicién descrita en la presente memoria incluye una preparacion de un compuesto
divulgado en la presente memoria que se enriquece con una estructura o estructuras que tienen una estereoquimica
seleccionada, por ejemplo, R 0 S, en un estereocentro seleccionado, por ejemplo, la posicion 2 del acido 2-
hidroxiglutérico. Los ejemplos de configuraciones R/ S pueden ser aquellos proporcionados de un ejemplo descrito
en esta memoria.

Una "preparacioén enriquecida”, como se utiliza en la presente memoria, se enriquece para una estereoconfiguracion
seleccionado de uno, dos, tres 0 mas estereocentros seleccionados dentro del compuesto objetivo. Los ejemplos de
estereocentros seleccionados y los ejemplo de estereoconfiguraciones de los mismos pueden ser seleccionados de
los proporcionados en la presente memoria, por ejemplo, en un ejemplo descrito en esta memoria. Por enriquecido
se entiende que al menos 60%, por ejemplo, de las moléculas del compuesto en la preparacién, tiene una
estereoquimica seleccionado de un estereocentro seleccionado. En una realizaciéon es al menos del 65%, 70%,
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75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99%. Enriquecido se refiere al nivel de una(s) molécula(s) objetivo y
no sugiere una limitacién del proceso a menos que se especifique.

Obsérvese que, excepto como se discute mas adelante para las formas tautdmeras, especificamente excluidas del
término "isbmeros", como se utiliza en esta memoria, son isémeros estructurales (o constitucionales) (es decir,
isémeros que difieren en las conexiones entre los atomos en vez de simplemente por la posicion de los atomos en el
espacio). Por ejemplo, una referencia a un grupo metoxi, -OCHs, no debe ser interpretado como una referencia a su
isémero estructural, un grupo hidroximetilo, -CH,OH. En forma similar, una referencia a un orto-clorofenilo no debe
interpretarse como una referencia a su isdmero estructural, meta-clorofenilo. Sin embargo, una referencia a una
clase de estructuras puede incluir también formas estructuralmente isoméricas que caen dentro de esa clase (por
ejemplo, alquilo de 1 a 7 atomos de carbono incluye n-propilo e iso-propilo; butilo incluye n, iso, sec y terc-butilo;
metoxifenilo incluye orto, meta y para-metoxifenilo).

La exclusion anterior no pertenece a las formas tautémeras, por ejemplo, las formas ceto, enol, y enolato, como por
ejemplo en, los siguientes pares de tautdmeros: ceto / enol (ilustrado a continuacién), imina / enamina, amida / imino
alcohol, amidina / amidina, nitroso / oxima, tiocetona / enotiol, N-nitroso / hidroxiazo, y nitro / aci-nitro.

H "

1 ,/0 \ JOH H N o
—_— %_C . C:C [ - i

? . o N q )!,.C C\

ceto enol enolato

Obsérvese que se incluye especificamente en el término "isébmero" a los compuestos con una o mas sustituciones
isotépicas. Por ejemplo, H puede estar en cualquier forma isotdpica, incluyendo 1H, 2H (D), y 3H (T); C puede estar
en cualquier forma isotopica, incluyendo 12C, 13C, y 14C; O puede estar en cualquier forma isotépica, incluyendo
160 y 180; y similares. A menos que se especifique lo contrario, una referencia a un compuesto particular incluye
todas las formas isoméricas posibles, incluyendo mezclas (total o parcialmente) racémicas y otras mezclas de los
mismas. Los métodos para la preparacion (por ejemplo, sintesis asimétrica) y separacion (por ejemplo, cristalizacion
fraccionada y medios cromatograficos) de tales formas isémeras son o bien conocidas en la técnica o se obtienen
facilmente por adaptaciéon de los métodos ensefiados en la presente memoria, o de métodos conocidos, en una
forma conocida.

Sales

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y / o manejar una sal correspondiente de compuesto activo,
por ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables se
discuten en Berge y colaboradores, 1977, "Pharmaceutically acceptable salts". J. Pharm. Sci. Vol. 66, paginas 1-19.

Por ejemplo, si el compuesto es anidnico, o tiene un grupo funcional que puede ser aniénico (por ejemplo, -COOH
puede ser -COOQ), entonces se puede formar una sal con un catiéon adecuado. Los ejemplos de cationes inorganicos
adecuados incluyen, pero no se limitan a, iones de metales alcalinos tales como Na* y K, cationes alcalinotérreos
tales como Ca?* y Mg”, y otros cationes tales como A*". Los ejemplos de cationes organicos adecuados incluyen,
pero no se limitan a, ion amonio (es decir, NH4+) y iones amonio sustituidos (por ejemplo, NH3R+, NH2R2+, NHR3+,
NR4+). Los ejemplos de algunos iones amonio sustituidos adecuados son aquellos derivados de: etilamina,
dietilamina, diciclohexilamina, trietilamina, butilamina, etilendiamina, etanolamina, dietanolamina, piperazina,
bencilamina, fenilbencilamina, colina, meglumina, y trometamina, asi como aminoacidos, tales como lisina y arginina.
Un ejemplo de un ion amonio cuaternario comun es N(CH3)4+.

Si el compuesto es catidnico, o tiene un grupo funcional que puede ser cationico (por ejemplo, -NH> puede ser -
NH3"), entonces una sal se puede formar con un anién adecuado. Los ejemplos de aniones inorganicos adecuados
incluyen, pero no se limitan a, aquellos derivados de los siguientes acidos inorganicos: clorhidrico, bromhidrico,
yodhidrico, sulfurico, sulfuroso, nitrico, nitroso, fosférico, y fosforo.

Los ejemplos de aniones organicos adecuados incluyen, pero no se limitan a, aquellos derivados de los siguientes
acidos organicos: 2-acetiloxibenzdico, acético, ascorbico, aspartico, benzoico, canforsulfonico, cinamico, citrico,
edético, etanodisulfénico, etanosulfénico, fumarico, glucheptoénico, glucénico, glutamico, glicdlico, hidroximaleico,
hidroxinaftaleno carboxilico, isetidnico, lactico, lactobionico, laurico, maleico, malico, metanosulfénico, mucico,
oleico, oxalico, palmitico, pamoico, pantoténico, fenilacético, fenilsulfénico, propidnico, pirtvico, salicilico, estearico,
succinico, sulfanilico, tartarico, toluenosulfénico, y valérico. Los ejemplos de aniones organicos poliméricos
adecuados incluyen, pero no se limitan a, aquellos derivados de los siguientes acidos poliméricos: acido tanico,
carboximetilcelulosa.

A menos que se especifique lo contrario, una referencia a un compuesto particular también incluye las formas
salinas de los mismos.
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Formas quimicamente protegidas

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y / o manejar el compuesto activo en una forma quimicamente
protegida. El término "forma quimicamente protegida" se utiliza aqui en el sentido quimico convencional y se refiere
a un compuesto en el cual uno o mas grupos funcionales se protegen de reacciones quimicas indeseables bajo
condiciones especificadas (por ejemplo, pH, temperatura, radiacion, disolvente, y similares). En la practica, se
emplean procedimientos quimicos bien conocidos para volver un grupo funcional no reactivo en forma reversible,
que de lo contrario seria reactivo, bajo condiciones especificadas. En una forma quimicamente protegida, uno o mas
grupos funcionales estan en la forma de un grupo protegido o de proteccion (también conocido como un grupo
enmascarado o de enmascaramiento o un grupo bloqueado o de bloqueo). Mediante la proteccidon de un grupo
funcional reactivo, las se pueden proteger reacciones que involucran otros grupos funcionales reactivos no
protegidos, sin afectar el grupo protegido; el grupo de proteccion puede ser removido, usualmente en una etapa
posterior, sin afectar sustancialmente el resto de la molécula. Véase, por ejemplo, Protective Groups in Organic
Synthesis (T. Green y P. Wuts; 32 Edicion; John Wiley y Sons, 1999). A menos que se especifique lo contrario, una
referencia a un compuesto particular también incluye formas quimicamente protegidas del mismo.

Se utilizan ampliamente una amplia variedad de tales métodos de "proteccion”, "bloqueo”, o "enmascaramiento” y
son bien conocidos en sintesis organica. Por ejemplo, un compuesto que tiene dos grupos funcionales reactivos no
equivalentes, ambos serian reactivos bajo las condiciones especificadas, puede formar derivados para volver a uno
de los grupos funcionales "protegido"”, y por lo tanto no reactivo, bajo las condiciones especificadas; asi protegido, el
compuesto puede ser utilizado como un reactivo que tiene efectivamente solamente un grupo funcional reactivo.
Después de que la reaccion deseada (que involucra al otro grupo funcional) se completa, el grupo protegido puede
ser "desprotegido” para devolverlo a su funcionalidad original.

Por ejemplo, un grupo hidroxilo puede ser protegido como un éter (-OR) o un éster (-OC(=0) R), por ejemplo, como:
un t-butil éter; un bencilo, benzhidrilo (difenilmetilo), o tritil (trifenilmetilo) éter; un trimetilsililo o t-butildimetilsilil éter; o
un acetil éster (-OC(=0)CHs, -OAc).

Por ejemplo, un grupo aldehido o cetona puede ser protegido como un acetal, (R-CH(OR);) o cetal (R.C(OR)),
respectivamente en el cual el grupo carbonilo (>C=0) se convierte en un diéter (>C(OR)), por reaccion con, por
ejemplo, un alcohol primario. El grupo aldehido o cetona es faciimente regenerado por hidrélisis utilizando un gran
exceso de agua en presencia de acido.

Por ejemplo, un grupo amina puede ser protegido, por ejemplo, como una amida (-NRCO-R) o un uretano (-NRCO-
OR), por ejemplo, como: una metil amida (-NHCO-CHg3); una benciloxi amida (-NHCO-OCH2CsHs, -NH-Cbz); como
una t-butoxi amida (-NHCO-OC(CHs;)s, -NH-Boc); una 2-bifenil-2-propoxi amida (-NHCO-OC(CHj3),CsH4CesHs, -NH-
Bpoc), como una 9-fluorenilmetoxi amida (-NH-Fmoc), como una 6-nitroveratriloxi amida (-NH-NVOC), como una 2-
trimetilsililetiloxy amida (-NH-Teoc), como una 2,2,2-tricloroetiloxi amida (-NH-Troc), como una aliloxi amida (-NH-
Aloc), como una 2-(fenilsulfonil)etiloxi amida (-NH-Psec); o, en casos adecuados (por ejemplo, aminas ciclicas),
como un radical nitréxido (>N-O«).

Por ejemplo, se puede proteger un grupo acido carboxilico como un éster, por ejemplo, como: un C"alquil éster (por
ejemplo, un metil éster; un t-butil éster); un Cvrhaloalquil éster (por ejemplo, un trihaloalquil éster de 1 a 7 atomos de
carbono); un trialquilsililo de 1 a 7 atomos de carbono-alquiléster de 1 a 7 atomos de carbono; o un aril de 5 a 20
atomos de cabono-alquil éster de 1 a 7 atomos de carbono (por ejemplo, un bencil éster; un nitrobencilo éster); o
como una amida, por ejemplo, como una metil amida.

Por ejemplo, un grupo tiol puede ser protegido como un tioéter (-SR), por ejemplo, como: un bencil tioéter; un
acetamidometil éter (-S-CH2NHC(=O)CHa).

Profarmacos

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y / o manipular el compuesto activo en la forma de un
profarmaco. El término "profarmaco”, como se utiliza aqui, se refiere a un compuesto que, cuando se metaboliza (por
ejemplo, in vivo), produce el compuesto activo deseado. Tipicamente, el profarmaco es inactivo, o menos activo que
el compuesto activo, pero puede proporcionar propiedades ventajosas de manipulacion, administracion o
metabdlicas.

A menos que se especifique lo contrario, una referencia a un compuesto particular también incluye profarmacos de
los mismos.

Por ejemplo, algunos profarmacos son ésteres del compuesto activo (por ejemplo, un éster fisioldgicamente
aceptable metabolicamente labil). Durante el metabolismo, el grupo éster (-C(=O)OR) se escinde para producir el
farmaco activo. Tales ésteres pueden formarse por esterificacién, por ejemplo, de cualquiera de los grupos acido
carboxilico (-C(=0)OH) en el compuesto original, con, cuando es apropiado, proteccion previa de cualquier otro de
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los grupos reactivos presentes en el compuesto original, seguido por desproteccion si se requiere.

También, algunos profarmacos son activados enzimaticamente para producir el compuesto activo, o un compuesto
que, tras la reaccién quimica adicional, produce el compuesto activo (por ejemplo, como en ADEPT, GDEPT,
LIDEPT, etc.). Por ejemplo, el profarmaco puede ser un derivado de azucar u otro conjugado glicésido, o puede ser
un derivado éster del aminoacido.

Sintesis quimica

El método de sintesis puede emplear grupos protectores, por ejemplo, grupos de proteccion de O, tales como
grupos que se sabe que son adecuado para la proteccion de grupos hidroxilo primarios y / o secundarios, por
ejemplo, los grupos de proteccién de O mencionados en "Protective Groups in Organic Chemistry", editado por JWF
McOmie, Plenum Press (1973), y "Protective Groups in Organic Synthesis", 3% edicion, T. W. Greene & P.G.M. Wutz,
Wiley-Interscience (1999). Algunos grupos de protecciéon de O preferidos incluyen grupos alquilcarbonilo y
arilcarbonilo (por ejemplo, acilo, por ejemplo, benzoilo), grupos triariimetilo (por ejemplo, trifenilmetilo (tritilo) y
dimetoxitritilo) y grupos sililo (por ejemplo, trialquilsililo, tal como trimetilsililo).

Inhibidores basados en acido nucleico

Los inhibidores basados en acidos nucleicos para la inhibicion de IDH, por ejemplo, IDH1, pueden ser, por ejemplo,
ARN bicatenario (ARNbc) que funciona, por ejemplo, por una ARN de interferencia (mecanismo de ARNi), un ARN
antisentido, o un microARN (miARN). En una realizacion, el inhibidor basado en acido nucleico se enlaza con el
ARNmM objetivo e inhibe la produccién de la proteina de la misma, por ejemplo, mediante escision del ARNm objetivo.

ARN bicatenario (ARNbc)

Un inhibidor con base en acido nucleico util para disminuir la funcién mutante IDH1 o IDH2 es, por ejemplo, un
ARNbDc, tal como un ARNbc que actua por medio de un mecanismo de ARNi. ARNi se refiere a un proceso de
silenciamiento génico post-transcripcional especifico de la secuencia en animales mediado por los ARN cortos de
interferencia (ARNci). Los ARNbc como se utilizan en la presente memoria se entiende que incluyen los ARNCi.
Tipicamente, la inhibicion de IDH, por ejemplo, IDH1, por los ARNbc no desencadena la respuesta del interferon que
resulta de la activacion mediada por ARNbc de la proteina quinasa PKR y 2',5'-oligoadenilato sintetasa que resulta
en escision no especifica del ARNm por la ribonucleasa L.

Los ARNbc que direccionan una enzima IDH, por ejemplo, IDH1, por ejemplo, de tipo silvestre o mutante, pueden
ser no modificadas o modificadas quimicamente. Los ARNbc pueden ser sintetizados quimicamente, expresados a
partir de un vector o sintetizados enzimaticamente. La invencion también presenta diversas moléculas de ARNbc
sintéticas quimicamente modificados capaces de modular la expresion del gene IDH1 o la actividad en células
mediante ARN de interferencia (ARNi). El uso de ARNbc modificado quimicamente mejora diversas propiedades de
las moléculas ARNbc nativas, tal como a través de la mayor resistencia a la degradacién por nucleasa in vivoy /o a
través de una absorcion celular mejorada.

Los ARNbc de direccionamiento del acido nucleico pueden estar compuestos de dos ARN separados, o de una
cadena de ARN, que se pliega para formar una estructura de horquilla. Los ARNbc de horquilla se denominan
tipicamente como los ARNhc.

Un ARNhc que dirige IDH, por ejemplo, un gen IDH1 mutante o de tipo silvestre puede expresado a partir de un
vector, por ejemplo, un vector viral, tal como un vector lentiviral o adenoviral. En ciertas realizaciones, un ARNbc
adecuados para inhibir la expresién de un gen IDH1 sera identificado mediante el cribado de una biblioteca de
ARNpi, tal como una biblioteca de ARNpi adenoviral o lentiviral.

En una realizacion, un ARNbc que dirige IDH, por ejemplo, IDH1, es de aproximadamente 15 hasta
aproximadamente 30 pares de bases de longitud (por ejemplo, aproximadamente 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, o 29) pares de bases de longitud. En otra realizacion, el ARNbc incluye extremos sobresalientes de
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 (por ejemplo, aproximadamente 1, 2, o 3) nucleétidos. Por "sobresaliente"
se entiende que el extremo 3' de una cadena de ARNbc se extiende mas alla del extremo 5' de la otra cadena, o
viceversa. El ARNbc puede tener una saliente en uno o ambos extremos de la molécula de ARNbc. En algunas
realizaciones, la saliente monocatenaria se localiza en el extremo del terminal 3' de la cadena antisentido, o,
alternativamente, en el extremo del terminal 3' de la cadena sentido. En algunas realizaciones, la saliente es una
saliente de dinucledtidos TT o UU, una saliente de dinucleétido TT o UU. Por ejemplo, en una realizacion, el ARNbc
incluye una cadena antisentido de 21-nucleotidos, una region duplex de 19 pares de bases, y un dinucleétido en el
terminal 3'. En aun otra realizacion, una ARNbc incluye un duplex de acido nucleico, en donde ambos extremos son
romos, o alternativamente, en donde uno de los extremos es romo.

En una realizacion, el ARNbc incluye una primera y una segunda cadena, cada cadena es de aproximadamente 18

hasta aproximadamente 28 nucleétidos de longitud, por ejemplo, aproximadamente 19 hasta aproximadamente 23
nucleotidos de longitud, la primera cadena del ARNbc incluye una secuencia de nucledtidos que tiene suficiente
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complementariedad con el ARN de IDH, por ejemplo, IDH1, para que el ARN dirija la escisién del ARNm de IDH, por
ejemplo, IDH1, a través ARN de interferencia, y la segunda cadena de ARNbc incluye una secuencia de nucleétidos
que es complementaria a la primera cadena.

En una realizacion, un ARNbc que direcciona un gen IDH, por ejemplo, IDH1, puede tener como objetivo formas de
tipo silvestre y formas mutantes del gen, o puede tener como objetivo diferentes isoformas alélicas del mismo gen.
Por ejemplo, el ARNbc tendra como objetivo una secuencia que es idéntica en dos o mas de las diferentes
isoformas. En una realizacion, el ARNbc direcciona una IDH1 que tiene G en la posicion 395 o C en la posicién 394
(por ejemplo, un ARN de IDH1 de tipo silvestre) y una IDH1 que tiene A en la posicién 395 o A en la posicion 394
(por ejemplo, un ARN de IDH1 que porta una mutacion G395A y / o C394A) (Fig. 2).

En una realizacion, un ARNbc tendra como objetivo preferencial o especificamente un ARN de IDH mutante, o un
polimorfismo particular de IDH. Por ejemplo, en una realizacion, el ARNbc tendra como objetivo un ARN de IDH1
que porta una A en la posicién 395, por ejemplo, G395A, y en otra realizacion, el ARNbc que direcciona un ARN de
IDH1 que porta una A en la posicidon 394, por ejemplo, la mutacion C394A.

En una realizacion, un ARNbc que direcciona un ARN de IDH incluye una o mas modificaciones quimicas. Los
ejemplos no limitantes de tales modificaciones quimicas incluyen sin limitacidon, enlaces internucledtidos
fosforotioato, 2'-desoxirribonucledtidos, 2'-O-metilribonucledtidos, 2'-desoxi-2'-fluoro ribonucleétidos, nucleétidos de
"base universal", nucledtidos "aciclicos", nucledtidos 5-C-metilo, y la incorporacion de un residuo desoxi abasico
invertido y / o glicerilo terminal. Tales modificaciones quimicas han mostrado que preservan la actividad de ARNi en
las células mientras que al mismo tiempo, se aumenta dramaticamente la estabilidad en suero de estos compuestos.
Ademas, una o mas sustituciones fosforotioato son bien toleradas y se ha demostrado que confieren aumentos
sustanciales en estabilidad en suero para constructos de ARNbc modificados.

En una realizacion, un ARNbc que direcciona un ARN de IDH, por ejemplo, IDH1, incluye nucleétidos modificados
mientras mantiene la capacidad para mediar ARNi. Los nucleétidos modificados se pueden usar para mejorar las
caracteristicas in vitro o in vivo tales como la estabilidad, la actividad, y / o biodisponibilidad. Por ejemplo, el ARNbc
puede incluir nucledtidos modificados como un porcentaje del numero total de nucleétidos presentes en la molécula.
Como tal, el ARNbc puede incluir generalmente aproximadamente 5% hasta aproximadamente 100% de nucledtidos
modificados (por ejemplo, aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50% , 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 100% de nucledtidos modificados).

En algunas realizaciones, el ARNbc que direcciona IDH, por ejemplo, IDH1, tiene aproximadamente 21 nucleétidos
de longitud. En otra realizacién, el ARNbc no contiene ningun ribonucleétido, y en otra realizacion, el ARNbc incluye
uno o mas ribonucleotidos. En una realizacion, cada cadena de la molécula de ARNbc incluye independientemente
aproximadamente 15 hasta aproximadamente 30 (por ejemplo, aproximadamente 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29 , o 30) nucledtidos, en donde cada cadena comprende aproximadamente 15 hasta
aproximadamente 30 (por ejemplo, aproximadamente 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30)
nucledtidos que son complementarios a los nucleétidos de la otra cadena. En una realizacion, una de las cadenas
del ARNbc incluye una secuencia de nucledtidos que es complementaria a una secuencia de nucleétidos o una
porcion de la misma del gen IDH1 o IDH2, y la segunda cadena del ARNbc incluye una secuencia de nucleétidos
sustancialmente similar a la secuencia de nucleétidos del gen IDH1 o IDH2 o una porcién del mismo.

En una realizacién, el ARNbc que direcciona IDH1 o IDH2 incluye una region antisentido que tiene una secuencia de
nucleotidos que es complementaria a una secuencia de nucleétidos del gen IDH1 o IDH2 o una porcién del mismo, y
una region sentido que tiene una secuencia de nucleétidos sustancialmente similar a la secuencia de nucledtidos del
gen IDH1 o IDH2 o una porcién del mismo. En una realizacién, la regiéon antisentido y la regiéon sentido incluyen
independientemente aproximadamente 15 hasta aproximadamente 30 (por ejemplo, aproximadamente 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30) nucledtidos, en donde la regiéon antisentido incluye
aproximadamente 15 hasta aproximadamente 30 (por ejemplo, aproximadamente 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30) nucledtidos que son complementarios a los nucleétidos de la region sentido.

Como se utiliza aqui, el término "ARNbc" se entiende que incluye una moléculas de acido nucleico que son capaces
de mediar la secuencia especifica de ARNi, tal como ARN corto de interferencia (ARNci), ARN de horquilla corta
(ARNhc), oligonucledtido corto de interferencia, acido nucleico corto de interferencia, oligonucleétido modificado
corto de interferencia corto oligonucleétido modificado, ARNci modificados quimicamente, ARN que silencia al gen
post-transcripcional (ARNsgpt), y otros. Ademas, como se utiliza en esta memoria, el término "ARNi" se entiende que
incluye ARN de interferencia especifico de la secuencia, tal como el silenciamiento del gen post-transcripcional,
inhibicion de la traduccion, o epigenéticos.

Inhibidores de IDH con base en acido nucleico

En una realizacion, el inhibidor es un inhibidor con base en acido nucleico, tal como un ARN bicatenario (ARNbc) o
ARN antisentido que direcciona un IDH mutante, por ejemplo, IDH10 IDH2 mutante.
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En una realizacion, el inhibidor con base en acido nucleico, por ejemplo, una molécula de ARNbc o antisentido,
disminuye o inhibe la expresion de una IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg, por ejemplo, que tiene un
His, Ser, Cys, Gly, Val, Pro o Leu, o cualquier residuo describe en Yan y colaboradores, N. Eng. J. Med. 360: 765-
73, en el residuo 132, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 8 (véase también la figura 21),
especificamente His, Ser, Cys, Gly, Val, o Leu. En una realizacién, el inhibidor con base en acido nucleico disminuye
o inhibe la expresién de una enzima IDH1 que tiene His en el residuo 132. Otras mutaciones IDH1 asociadas con
neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, incluyen mutaciones en el residuo 100, por
ejemplo, una mutacién que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100, y mutaciones en el residuo 109,
por ejemplo, una mutacién que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 109. Aun otras mutaciones
asociadas con neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG incluyen mutaciones en el residuo
70, por ejemplo, una mutacion que tiene un aminoacido diferente de Gly en el residuo 70, (por ejemplo, G70D),
mutaciones en el residuo 99, por ejemplo, una mutaciéon que tiene un residuo diferente de lle en el residuo 99 (por
ejemplo, 199M); una mutacién que tiene un aminoacido diferente de lle en el residuo 130 (por ejemplo, 1130M); una
mutacion que tiene un aminoacido diferente de His en el residuo 133 (por ejemplo, H133Q); una mutacion que tiene
un aminoacido diferente de Ala en el residuo 134 (por ejemplo, A134D); o una mutacion que tiene un residuo
diferente de Val en el residuo 178 (por ejemplo, V178l). En una realizacion, el inhibidor con base en acido nucleico
es un ARNbc que direcciona un ARNm que codifica un alelo IDH1 descrito en esta memoria, por ejemplo, un alelo
IDH1 que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 132. Por ejemplo, el alelo codifica His, Ser, Cys, Gly,
Val, Pro o Leu, o cualquier residuo describe en Yan y colaboradores, en el residuo 132, especificamente His, Ser,
Cys, Gly, Val, o Leu, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 8 (véase también la Fig. 21). Otras mutaciones
IDH1 asociadas con neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG, incluyen mutaciones en el
residuo 100, por ejemplo, una mutacion que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo 100, y las
mutaciones en el residuo 109, por ejemplo, una mutacién que tiene un aminoacido diferente de Arg en el residuo
109. Aun otras mutaciones asociadas con neoactividad del hidroxilo alfa, por ejemplo, neoactividad de 2HG incluyen
mutaciones en el residuo 70, por ejemplo, una mutacién que tiene un aminoacido diferente de Gly en el residuo 70,
(por ejemplo, G70V); una mutacion que tiene un aminoacido diferente de lle en el residuo 130 (por ejemplo, 1130M);
una mutacién que tiene un aminoacido diferente de His en el residuo 133 (por ejemplo, H133Q); una mutacién que
tiene un aminoacido diferente de Ala en el residuo 134 (por ejemplo, A134D); o una mutacién que tiene un residuo
diferente de Val en el residuo 178 (por ejemplo, V178I).

En una realizacion, el alelo codifica un IDH1 que tiene His en el residuo 132.
En una realizacion, el alelo codifica un IDH1 que tiene Ser en el residuo 132.

En una realizacion, el inhibidor con base en acido nucleico es un ARNbc que direcciona IDH1, por ejemplo, un IDH1
que tiene una A o una T (o un nucledtido diferente de C) en la posicion del nucleétido 394 o una A (o0 un nucleétido
diferente de G) en la posicion del nucleétido 395, por ejemplo, un alelo mutante que porta una mutaciéon C394T o
una mutacion G395A acuerdo con la secuencia de IDH1 de la SEQ ID NO: 13 (véase también la figura 21A).

En una realizacion, el ARNbc direcciona un IDH1 que tiene un aminoacido diferente de C, por ejemplo, una T o una
A, en la posicion del nucleétido 394 y / o diferente de G, por ejemplo, una A, en 395 (por ejemplo, un mutante) y una
IDH1 que tiene una C en la posicion del nucleétido 394 o una G en la posicién del nucledtido 395 (por ejemplo, de
tipo silvestre), por ejemplo, mediante direccionamiento de una regién del ARNm de IDH1 que es idéntica entre los
transcriptos de tipo silvestre y mutantes. En adn oftra realizacion, el ARNbc direcciona un mutante particular o
polimorfismo (tal como un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP)), pero no un alelo de tipo silvestre. En este
caso, el inhibidor con base en acido nucleico, por ejemplo, un ARNbc, direcciona la region de la IDH1 que contiene
la mutacion.

En algunas realizaciones, el inhibidor con base en acido nucleico, por ejemplo, un ARNbc inhibe preferencial o
especificamente al producto de una IDH1 mutante comparado con el producto de una IDH1 de tipo silvestre. Por
ejemplo, en una realizaciéon, un ARNbc direcciona una regién de un ARNm de IDH1 que porta la mutacién (por
ejemplo, una mutacion C394A de C394T o una G395A de acuerdo con la SEQ ID NO: 5).

En una realizacion, el inhibidor con base en acido nucleico es un ARNbc que incluye una cadena sentido y una
cadena antisentido que tiene una secuencia primaria presentada en las Tablas 7-14. En otra realizacion, el inhibidor
con base en acido nucleico es un oligonucledtido antisentido que incluye todo o parte de una secuencia primaria
antisentido presentada en las Tablas 7-14 o que direcciona la misma regién o sustancialmente la misma regién que
aquel ARNbc de las Tablas 7-14.

En una realizacion, el inhibidor con base en acido nucleico disminuye o inhibe la expresion de una IDH2 que tiene
Lys, Gly, Met, Trp, Thr, Ser, o cualquier residuo descrito en Yan y colaboradores, en el residuo 172, de acuerdo con
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10 (véase también la figura 22). En una realizacion, el inhibidor con
base en acido nucleico disminuye o inhibe la expresion de una enzima IDH2 que tiene Lys en el residuo 172. Otro
ejemplo de mutaciones IDH2 incluye aquellas en el residuo 140 (por ejemplo, R140Q, R140L, o R140W) y en el
residuo 294 (por ejemplo, V294M).
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En una realizacion, el inhibidor con base en acido nucleico es un ARNbc que direcciona un ARNm que codifica un
alelo IDH2 descrito en la presente memoria, por ejemplo, un alelo IDH2 que tiene un aminoacido diferente de Arg en
el residuo 172. Por ejemplo, el alelo puede tener Lys, Gly, Met, Trp, Thr, Ser, o cualquier residuo descrito en Yan y
colaboradores, en el residuo 172, de acuerdo con la secuencia de la SEQ ID NO: 10 (véase también la figura 22).
Otros ejemplos de mutaciones IDH2 incluyen aquellas en el residuo 140 (por ejemplo, R140Q, R140L, o R140W) y
en el residuo 294 (por ejemplo, V294M).

En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Lys en el residuo 172.
En una realizacion, el alelo codifica una IDH2 que tiene Met en el residuo 172.

En una realizacion, el inhibidor con base en &cido nucleico es un ARNbc que direcciona IDH2, por ejemplo, un IDH2
que tiene una G o una T (o un nucleétido diferente de A o C) en la posicion del nucleétido 514 ouna Ao To C (o un
nucleotido diferente de G) en la posicion del nucleétido 515, por ejemplo, un alelo mutante que porta una mutacion
A514G o una mutacion G515T o G515A acuerdo con la secuencia de IDH2 de la SEQ ID NO: 11 (Fig. 22A). En una
realizacién, el inhibidor con base en acido nucleico es un ARNbc que direcciona IDH2, por ejemplo, un IDH2 que
tiene una C o una T (o un nucledtido diferente de G o A) en la posicidon del nucledtido 516 de acuerdo con la
secuencia de IDH2 de la SEQ ID NO: 11.

En una realizacion, el inhibidor con base en &cido nucleico es un ARNbc que direcciona IDH2, por ejemplo, un IDH2
que tiene una G en la posicion del nucledtido 514 o una T en la posicidon del nucledtido 515 o una A en la posicion
515, de acuerdo con la secuencia de IDH2 de la SEQ ID NO: 11.

En una realizacion, el ARNbc que direcciona IDH2 que tiene una base nitrogenada diferente de A, por ejemplo, una
G o una T, en la posicién del nucledtido 514, o diferente de G, por ejemplo, una A o C o T en posicion 515 (por
ejemplo, un mutante), o diferente de G, por ejemplo, C o T, y un IDH2 que tiene una A en la posicién del nucleétido
514 o una G en la posicion del nucledtido 515 o una G en la posicién 516 (por ejemplo, de tipo silvestre), por
ejemplo, por direccionamiento de una region del ARNm de IDH2 que es idéntico entre los transcriptos mutantes y de
tipo silvestre. En aun otra realizacién, el ARNbc direcciona un mutante en particular o polimorfismo (tal como un
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP)), pero no un alelo de tipo silvestre. En este caso, el inhibidor con base en
acido nucleico, por ejemplo, un ARNbc, direcciona la region del IDH2 que contiene la mutacion.

En algunas realizaciones, el inhibidor con base en acido nucleico, por ejemplo, un ARNbc, preferencialmente o
especificamente inhibe al producto de un IDH2 mutante comparado con el producto de un IDH2 de tipo silvestre. Por
ejemplo, en una realizacion, un ARNbc direcciona una regiéon de un ARNm de IDH2 que porta la mutacién (por
ejemplo, una mutacion A514G o G515T o G515U de acuerdo con la SEQ ID NO: 11).

En una realizacion, el inhibidor con base en acido nucleico es un ARNbc que incluye una cadena con sentido y una
cadena antisentido que tiene una secuencia primaria presentada en las Tablas 15-23. En otra realizacion, el
inhibidor con base en &cido nucleico es un oligonucleétido antisentido que incluye todo o una parte de una secuencia
primaria antisentido presentada en las Tablas 15 - 23 o que direcciona la misma regién o sustancialmente la misma
regién que aquel ARNbc de las Tablas 15-23.

En una realizacién, se administra el inhibidor con base en acido nucleico al cerebro, por ejemplo, directamente al
cerebro, por ejemplo, mediante administracion intratecal o intraventricular. El inhibidor con base en acido nucleico
también puede ser administrado desde un dispositivo implantable. En una realizacién, se administra el inhibidor con
base en acido nucleico mediante infusion usando, por ejemplo, un catéter, y, opcionalmente, una bomba.

Antisentido

Los inhibidores adecuados con base en acido nucleico incluyen &cidos nucleicos antisentido. Aunque no se esta
ligado por la teoria se cree que la inhibicion antisentido se basa tipicamente en la hibridaciéon con base en enlaces
de hidrégeno de cadenas o segmentos de oligonucledétidos de tal manera que al menos una cadena o segmento se
escinde, degrada, o bien se vuelve inoperable.

Un agente antisentido puede enlazar ADN de IDH1 o IDH2. En ciertas realizaciones, inhibe la replicacion y la
transcripcion. Aunque no se esta ligado por la teoria, se cree que un agente antisentido puede actuar también para
inhibir la translocacién del ARN objetivo, por ejemplo, a un sitio de traduccion de proteina, traduccion de proteina del
ARN, empalme del ARN para producir una o mas especies de ARN, y la actividad catalitica o formacion de
complejos que involucra al ARN.

Los agentes antisentido pueden tener una modificacion quimica descrita anteriormente como adecuada para ARNbc.
Los agentes antisentido pueden incluir, por ejemplo, aproximadamente desde 8 hasta aproximadamente 80

nucleobases (es decir, aproximadamente desde 8 hasta aproximadamente 80 nucleétidos), por ejemplo,
aproximadamente 8 hasta aproximadamente 50 nucleobases, o aproximadamente desde 12 hasta aproximadamente
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30 nucleobases. Los compuestos antisentido incluyen ribozimas, oligonucleétidos de secuencia guia externa (EGS)
(oligozimas), y otros ARN cataliticos cortos u oligonucleétidos cataliticos que hibridan con el acido nucleico objetivo y
modulan su expresion. Los compuestos anti-sentido pueden incluir un tramo de al menos ocho nucleobases
consecutivas que son complementarias a una secuencia en el gen objetivo. Un oligonucleétido no necesita ser 100%
complementaria con su secuencia de acido nucleico objetivo para poder ser hibridado especificamente. Un
oligonucledtido puede ser hibridado especificamente cuando el enlace del oligonucledtido con el objetivo interfiere
con la funciéon normal de la molécula objetivo para provocar una pérdida de utilidad, y existe un grado suficiente de
complementariedad para evitar un enlazamiento no especifico del oligonucleétido con las secuencias no objetivo
bajo condiciones en las cuales se desea un enlazamiento especifico, es decir, bajo condiciones fisiolégicas en el
caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico o, en el caso de ensayos in vitro, bajo condiciones en las cuales
se llevan a cabo los ensayos.

La hibridacion de oligonucledtidos antisentido con ARNm (por ejemplo, un ARNm que codifica IDH1) puede interferir
con una o mas de las funciones normales del ARNm. Aunque no se esta ligado por la teoria se cree que las
funciones del ARNm a ser interferidas incluyen todas las funciones clave tales como, por ejemplo, translocacién del
ARN al sitio de traduccién de la proteina, traduccion de la proteina a partir del ARN, empalme del ARN para producir
una o mas especies de ARNm y actividad catalitica que puede estar involucrada con el ARN. El enlazamiento de
proteina(s) especifica(s) con el ARN también puede ser interferido por hibridacion con oligonucleétido antisentido
con el ARN.

Los ejemplos de compuestos antisentido incluyen secuencias de ADN o ARN que hibridan especificamente con el
acido nucleico objetivo, por ejemplo, el ARNm que codifica IDH1. La region complementaria puede extenderse entre
aproximadamente 8 hasta aproximadamente 80 nucleobases. Los compuestos pueden incluir una o mas
nucleobases modificadas. Las nucleobases modificadas pueden incluir, por ejemplo, pirimidinas sustituidas en
posicion 5, tales como 5-yodouracilo, 5-yodocitosina y pirimidinas C5 propinilo tales como C5-propinilcitosina X C5-
propiniluracilo. Otras nucleobases modificadas adecuadas incluyen N* - (C4-Cs2) alquilaminocitosinas y N* N*-(C+-
C12) dialquilaminocitosinas. Las nucleobases modificadas también pueden incluir 5-aza-deazapurinas sustituidas en
posicion 7 y 7-deazapurinas-sustituidas en posicion 7 tale como, por ejemplo, 7-yodo-7-deazapurinas, 7-ciano-7-
deazapurinas, 7-aminocarbonil-7-deazapurinas. Los ejemplos de estas incluyen 6-amino-7-yodo-7-deazapurinas, 6-
amino-7-ciano-7-deazapurinas, 6 amino-7-aminocarbonil-7-deazapurinas, 2-amino-6-hidroxi-7-yodo-7-deazapurinas,
2-amino-6-hidroxi-7-ciano-7-deazapurinas y 2-amino-6-hidroxi-7-aminocarbonil-7-deazapurinas. Ademas, NG-(C1-C12)
alquilaminopurinas y N6,N6-(C1-C12) dialquilaminopurinas, incluyendo N®-metilaminoadenina y N® N°-
dimetilaminoadenina, también son nucleobases modificadas adecuadas. Del mismo modo, otras purinas sustituidas
en posicion 6 incluyendo, por ejemplo, 6-tioguanina pueden constituir nucleobases modificadas apropiadas. Otras
nucleobases adecuadas incluyen 2-tiouracilo, 8-bromoadenina, 8-bromoguanina, 2-fluoroadenina y 2-fluoroguanina.
Los derivados de cualquiera de las nucleobases anteriormente modificadas mencionadas son también apropiadas.
Los sustituyentes de cualquiera de los compuestos precedentes pueden incluir alquilo de 1 a 30 atomos de carbono,
alquenilo de 2 a 30 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 30 atomos de carbono, arilo, aralquilo, heteroarilo, halégeno,
amino, amido, nitro, tio, sulfonilo, carboxilo, alcoxi, alquilcarbonilo, alcoxicarbonilo, y similares.

MicroARN

En algunas realizaciones, el inhibidor con base en acido nucleico adecuado para direccionamiento de IDH, por
ejemplo, IDH1, es un microARN (miARN). Un miARN es un ARN monocatenario que regula la expresion de los
ARNm objetivo, ya sea mediante escision del ARNm, represién / imbibicion de la traduccion o el silenciamiento
heterocromatico. El miARN es de 18 a 25 nucleétidos, tipicamente de 21 a 23 nucledtidos de longitud. En algunas
realizaciones, el miARN incluye modificaciones quimicas, tales como una o mas modificaciones descritas en esta
memoria.

En algunas realizaciones, un inhibidor con base en acido nucleico de direccionamiento de IDH tiene
complementariedad parcial (es decir, menos del 100% de complementariedad) con el ARNm de IDH objetivo, por
ejemplo, IDH1. Por ejemplo, la complementariedad parcial puede incluir varias faltas de correspondencia o no
apareamiento de bases de nucleétidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 0 mas faltas de correspondencia o no apareamiento
de bases de nucledtidos, tales como protuberancias de nucleétidos), que pueden resultar en protuberancias, bucles
o salientes que resultan entre la cadena antisentido o la regién antisentido del inhibidor con base en acido nucleico y
la correspondiente molécula de acido nucleico objetivo.

Los inhibidores con base en acido nucleico descritos en esta memoria, por ejemplo, acido nucleico antisentido
descrito en esta memoria, pueden ser incorporados en una constructo génico para ser utilizado como parte de un
protocolo de terapia génica para suministrar acidos nucleicos que pueden ser usados para expresar y producir
agentes dentro de las células. Los constructos de expresion de tales componentes se pueden administrar en
cualquier portador biolégicamente efectivo, por ejemplo, cualquier formulacion o composiciéon capaz de suministrar
efectivamente el gen componente a las células in vivo. Los enfoques incluyen insercién del gen al sujeto en vectores
virales que incluyen retrovirus recombinantes, adenovirus, virus adeno asociado, lentivirus, y virus 1 del herpes
simple, o plasmidos bacterianos o eucariotas recombinantes. Células transfectadas directamente por vectores
virales; el ADN de plasmido puede ser suministrado con la ayuda de, por ejemplo, liposomas catiénicos (lipofectina)
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o conjugados de polilisina con formacion de derivados (por ejemplo, anticuerpo conjugado), gramacidina S,
envolturas virales artificiales u otros perceptores intracelulares, asi como inyeccién directa del constructo génico o
precipitacion con CaPOy lleva a cabo in vivo.

En una realizacion, la introduccion in vivo de &cido nucleico en una célula incluye el uso de un vector viral que
contiene &cido nucleico, por ejemplo, un ADNc. La infeccion de células con un vector viral tiene la ventaja de que
una gran proporcion de las células objetivo pueden recibir el acido nucleico. Adicionalmente, las moléculas
codificadas dentro del vector viral, por ejemplo, mediante un ADNc contenido en el vector viral, se expresan
eficientemente en células que han captado el acido nucleico del vector viral.

Los vectores retrovirales y vectores de virus adeno-asociados se pueden utilizar como un sistema de suministro de
genes recombinantes para la transferencia de genes exdgenos in vivo particularmente en humanos. Estos vectores
proporcionan un suministro eficiente de genes en las células, y los acidos nucleicos transferidos se integran de
manera estable en el ADN cromosémico del huésped. Los protocolos para producir retrovirus recombinantes y para
infectar células in vitro o in vivo con tales virus pueden encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology,
Ausubel, F. M. y colaboradores. (eds.) Greene Publishing Associates (1989), secciones 9.10-9.14 y otros manuales
estandar de laboratorio. Los ejemplos de retrovirus adecuados incluyen pLJ, pZIP, pWE y pEM que son conocidos
por aquellos expertos en la técnica. Los ejemplos de lineas de virus de envoltura adecuados para preparar tanto
sistemas retrovirales ecotrépicos como anfotrépicos incluyen Crip, Cre, 2 y Am. Los retrovirus han sido utilizados
para introducir una variedad de genes en muchos tipos de células diferentes, incluyendo células epiteliales, in vitro y
/ o in vivo (véase, por ejemplo, Eglitis y colaboradores, (1985) Science 230: 1395-1398; Danos y Mulligan (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 85: desde 6460 hasta 6464; Wilson y colaboradores. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. 85: 3014-3018; Armentano y colaboradores, (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 87: desde 6141-6145;
Huber y colaboradores. ( 1991) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 88: 8039-8043; Ferry y colaboradores, (1991) Proc.
Natl. Acad. Sci. EE.UU. 88: 8377 - 8.381; Chowdhury y colaboradores, (1991) Science 254: 1802-1805; van
Beusechem y colaboradores, ( 1992) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 89: 7640 - 7644; Kay y colaboradores, (1992)
Human Gene Terapia 3: 641-647; Dai y colaboradores, ( 1992) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 89: 10892-10895; Hwu
y colaboradores, (1993) J. Immunol. 150: 4104-4115; La patentes de los Estados Unidos Nos. 4.868.116 y
4.980.286; Publicaciones PCT. Nos. WO 89/07136, WO 89/02468, WO 89/05345, y WO 92/07573).

Otro sistema de suministro de genes virales utilizan vectores derivados de adenovirus. Véase, por ejemplo, Berkner
y colaboradores, (1988) Biotechniques 6: 616; Rosenfeld y colaboradores, (1991) Science 252: 431-434; y Rosenfeld
y colaboradores, (1992) Cell 68: 143-155. Los vectores adenovirales adecuados derivados de la cepa de adenovirus
Ad tipo 5 d1324 u otras cepas de adenovirus (por ejemplo, Ad2, Ad3, Ad7, etc.) son conocidos por los expertos en la
técnica.

Incluso, otro sistema de vector viral util para el suministro del gen al sujeto es el virus adeno-asociado (AAV). Véase,
por ejemplo, Flotte y colaboradores, ( 1992) Am. J. Respir. Celda. Mol. Biol. 7: 349-356; Samulski y colaboradores,
(1989) J. Virol. 63: 3822-3828; y McLaughlin y colaboradores, ( 1989) J. Virol. 62: 1963-1973.

Composiciones farmacéuticas

Las composiciones delineadas en la presente memoria incluyen los compuestos delineados aqui, asi como agentes
terapéuticos adicionales si estan presentes, en cantidades efectivas para lograr una modulacién de la enfermedad o
los sintomas de la enfermedad, incluyendo aquellos descritos en la presente memoria.

El término "portador o adyuvante farmacéuticamente aceptable" se refiere a un portador o adyuvante que puede ser
administrado a un paciente, junto con un compuesto de esta invencion, y que no destruye la actividad farmacolégica
del mismo y no es téxico cuando se administra en dosis suficientes para administrar una cantidad terapéutica del
compuesto.

Los portadores, adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden ser utilizados en las
composiciones farmacéuticas de esta invencioén incluyen, pero no se limitan a, intercambiadores idnicos, alumina,
estearato de aluminio, lecitina, sistemas de suministro de farmacos auto-emulsionantes (SEDDS) tales como d-o-
tocoferol polietilenglicol 1000 succinato, surfactantes usados en formas de dosificacion farmacéuticas tales como
Tweens u otras matrices similares poliméricas de suministro, proteinas de suero, tales como albumina de suero
humano, sustancias reguladoras tales como fosfatos, glicina, acido sérbico, sorbato de potasio, mezclas de
glicéridos parciales de &cidos grasos vegetales saturado, agua, sales o electrolitos, tales como sulfato de protamina,
hidrégeno fosfato disddico, hidrogeno fosfato de potasio, cloruro de sodio, sales de zinc, silice coloidal, trisilicato de
magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias con base en celulosa, polietilenglicol, carboximetilcelulosa de sodio,
poliacrilatos, ceras, polimeros en bloque de polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol y grasa de lana.
Ciclodextrinas tales como a, B, y y-ciclodextrina, o derivados modificados quimicamente tales como
hidroxialquilciclodextrinas, incluyendo 2 y 3-hidroxipropil-B-ciclodextrinas, u otros derivados solubilizados pueden ser
también utilizados convenientemente para mejorar el suministro de compuestos de las férmulas descrito en esta
memoria.
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Las composiciones farmacéuticas que contienen compuestos descritos en esta memoria pueden ser administradas
directamente al sistema nervioso central, tal como en el liquido cefalorraquideo o en el cerebro. El suministro puede
ser, por ejemplo, en un bolo 0 mediante infusién continua con bomba. En ciertas realizaciones, el suministro es por
suministro intratecal o por inyeccion intraventricular directamente en el cerebro. Se puede usar un catéter vy,
opcionalmente, una bomba para el suministro. Los inhibidores se pueden suministrar en y liberar desde un
dispositivo implantable, por ejemplo, un dispositivo que esta implantado junto con la remocion quirtrgica del tejido
tumoral. Por ejemplo, para el suministro al cerebro, el suministro puede ser analogo a aquel con Gliadel, una oblea
de biopolimero disefiada para suministrar carmustina directamente en la cavidad quirurgica creada cuando se
reseca un tumor cerebral. La oblea de Gliadel se disuelve lentamente y suministra carmustina.

Los compuestos terapéuticos divulgados en esta memoria, por ejemplo, inhibidores con base en acido nucleico, por
ejemplo, ARNCci pueden ser administrados directamente al SNC, por ejemplo, el cerebro, por ejemplo, usando un
sistema de bomba y / o un catéter. En una realizacion, se implanta la bomba bajo la piel. En una realizacién, se
inserta un catéter unido a una bomba en el SNC, por ejemplo, en el cerebro o la columna vertebral. En una
realizacién, la bomba (tal como la IsoMed Drug Pump de Medtronic) suministra en forma dosificada, por ejemplo,
dosificacién constante, de un inhibidor con base en &acido nucleico. En una realizacién, la bomba puede ser
programada para administrar dosis variables o constantes en intervalos de tiempo predeterminados. Por ejemplo, la
bomba IsoMed Drug de Medtronic (o un dispositivo similar) puede ser utilizada para administrar un suministro
constante del inhibidor, o la SynchroMedIl Drug Pump (o un dispositivo similar) puede ser utilizada para administrar
un régimen de dosis variable.

Los métodos y dispositivos descritos en las patentes los Estados Unidos Nos. 7.044.932, 6.620.151, 6.283.949, y
6.685.452 pueden ser utilizados en los métodos descritos en esta memoria.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencidon puede ser administradas por via oral, parenteral, mediante
inhalacion, en forma tépica, rectal, nasal, bucal, vaginal o a través de un depdsito implantado, preferiblemente para
administracion oral o administracién por inyeccion. Las composiciones farmacéuticas de esta invencién pueden
contener cualquier portador, adyuvante o vehiculo convencional, no toxico farmacéuticamente aceptables. En
algunos casos, el pH de la formulacion se puede ajustar con acidos, bases o reguladores farmacéuticamente
aceptables para mejorar la estabilidad del compuesto formulado o su forma de suministro. El término parenteral
como se utiliza aqui incluye técnicas de infusion o inyeccion subcutanea, intracutanea, intravenosa, intramuscular,
intraarticular, intraarterial, intrasinovial, intraesternal, intratecal, o intralesional e intracraneal.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en la forma de una preparacion inyectable estéril, por ejemplo, como
una suspension oleaginosa o acuosa estéril inyectable. Esta suspension puede ser formulada de acuerdo con
técnicas conocidas en el arte usando agentes de dispersion o humectantes adecuados (tales como, por ejemplo,
Tween 80) y agentes de suspension. La preparacion inyectable estéril puede ser también una solucién o suspension
inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no téxico, por ejemplo, como una solucion
en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que se pueden emplear estan manitol, agua, solucién
de Ringer y solucion isoténica de cloruro de sodio. Ademas, se emplean convencionalmente aceites fijos estériles
como medio disolvente o de suspension. Para este propodsito, se puede emplear cualquier aceite fijo amable
incluyendo mono o diglicéridos sintéticos. Los acidos grasos, tales como acido oleico y sus derivados glicéridos son
utiles en la preparacion de inyectables, como lo son los aceites naturales farmacéuticamente aceptables, tales como
aceite de oliva o aceite de ricino, especialmente en sus versiones polioxietiladas. Estas soluciones o suspensiones
de aceite también pueden contener un diluyente de alcohol de cadena larga o dispersante, o carboximetilcelulosa o
agentes dispersantes similares que se usan comunmente en la formulacion de formas de dosificacion
farmacéuticamente aceptables tales como emulsiones y/o suspensiones. Otros surfactantes usados comunmente,
tales como Tweens o Spans y/u otros agentes emulsionantes similares o reforzadores de biodisponibilidad que se
usan comunmente en la fabricacion de formas de dosificaciéon sdlidas, liquidas o de otro tipo, farmacéuticamente
aceptable, también se pueden utilizar para los propésitos de la formulacion.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion pueden ser administradas en forma oral en cualquier forma de
dosificacion oralmente aceptable incluyendo, pero sin limitarse a, capsulas, comprimidos, emulsiones vy
suspensiones acuosas, dispersiones y soluciones. En el caso de comprimidos para uso oral, los portadores que son
comunmente utilizados incluyen lactosa y almidéon de maiz. Los agentes lubricantes, tales como estearato de
magnesio, también se afaden tipicamente. Para la administracion oral en forma de capsulas, los diluyentes utiles
incluyen lactosa y almidén de maiz seco. Cuando se administran suspensiones y/o emulsiones acuosas en forma
oral, el ingrediente activo puede ser suspendido o disuelto en una fase oleosa que se combina con agentes
emulsionantes y / o de suspension. Si se desea, se pueden afiadir ciertos edulcorantes y / o agente saborizantes y /
o colorantes.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion también se pueden administrar en forma de supositorios para
administracion rectal. Estas composiciones se pueden preparar mezclando un compuesto de esta invencion con un
excipiente no irritante adecuado que es soélido a temperatura ambiente pero liquido a la temperatura rectal y por lo
tanto se fundira en el recto para liberar los componentes activos. Tales materiales incluyen, pero no se limitan a,
manteca de cacao, cera de abejas y polietilenglicoles.
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La administraciéon tdpica de las composiciones farmacéuticas de esta invencion es util cuando el tratamiento
deseado involucra areas u 6rganos facilmente accesibles por aplicacion topica. Para aplicacion topica a la piel, la
composicion farmacéutica debe ser formulado con una pomada adecuada que contiene los componentes activos
suspendidos o disueltos en un portador. Los portadores para administracion topica de los compuestos de esta
invencion incluyen, pero no se limitan a, aceite mineral, vaselina liquido, vaselina blanco, propilenglicol, compuesto
de polioxipropileno polioxietileno, cera emulsionante y agua. Alternativamente, la composicion farmacéutica puede
ser formulada con una locién o crema adecuada que contiene el compuesto activo suspendido o disuelto en un
vehiculo con agentes emulsionantes adecuados. Los portadores adecuados incluyen, pero no se limitan a, aceite
mineral, monoestearato de sorbitan, polisorbato 60, cera de ésteres de cetilo, alcohol cetearilico, 2-octildodecanaol,
alcohol bencilico y agua. Las composiciones farmacéuticas de esta invenciéon también se pueden aplicar en forma
tépica al tracto intestinal inferior mediante una formulaciéon de supositorio rectal o en una formulacion de enema
adecuada. Los parches topicamente transdérmicos son también incluidos en esta invencion.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion se pueden administrar por aerosol nasal o inhalacién. Tales
composiciones se preparan de acuerdo con técnicas bien conocidas en el arte de la formulaciéon farmacéutica y
pueden prepararse como soluciones en solucion salina, empleando alcohol bencilico u otros conservantes
adecuados, promotores de absorcion para mejorar la biodisponibilidad, fluorocarbonos, y / u otros agentes
solubilizantes o dispersantes conocidos en la técnica.

Cuando las composiciones de esta invencion comprenden una combinacién de un compuesto de las férmulas
descritas en esta memoria y uno 0 mas agentes adicionales terapéuticos o profilacticos, tanto el compuesto como el
agente adicional deben estar presentes a niveles de dosificacion de entre aproximadamente 1 a 100%, y mas
preferiblemente entre aproximadamente 5 a 95% de la dosis administrada normalmente en un régimen de
monoterapia. Los agentes adicionales pueden administrarse por separado, como parte de un régimen de dosis
multiples, a partir de los compuestos de esta invencién. Alternativamente, esos agentes pueden ser parte de una
forma de dosificacion unica, mezclados junto con los compuestos de esta invencidn en una composicién Unica.

Los compuestos descritos en esta memoria pueden, por ejemplo, ser administrados por inyeccion, por via
intravenosa, intraarterial, por via subdérmica, intraperitoneal, intramuscular o subcutanea; o por via oral, bucal,
nasal, transmucosa, tépica, en una preparacion oftalmica, o por inhalacién, con una dosificacion que varia de
aproximadamente 0,02 a aproximadamente 100 mg / kg de peso corporal, las dosificaciones alternativamente entre
1 mg y 1000 mg / dosis, cada 4 a 120 horas, o de acuerdo con los requisitos del farmaco particular. Los métodos en
la presente memoria contemplan la administracion de una cantidad efectiva de compuesto o composicion de
compuestos para lograr el efecto deseado o indicado. Tipicamente, las composiciones farmacéuticas de esta
invencion se administraran desde aproximadamente 1 a aproximadamente 6 veces por dia o alternativamente, como
una infusiéon continua. Dicha administracion se puede usar como una terapia cronica o aguda. La cantidad de
ingrediente activo que se puede combinar con los materiales portadores para producir una forma de dosificacion
Unica variara dependiendo del huésped tratado y del modo particular de administracién. Una preparacion tipica
contendra desde aproximadamente 5% hasta aproximadamente 95% de compuesto activo (p/p). Alternativamente,
tales preparaciones contienen desde aproximadamente 20% hasta aproximadamente el 80% de compuesto activo.

Pueden ser necesarias dosis menores o mayores que las mencionadas anteriormente. Los regimenes de
dosificaciéon y tratamiento especifico para cualquier paciente particular dependera de una variedad de factores,
incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, peso corporal, estado de salud general, sexo,
dieta, tiempo de administracion, velocidad de excrecion, combinacién de farmacos , la gravedad y curso de la
enfermedad, la condicién o los sintomas, la disposicidon del paciente a la enfermedad, la condicién o sintomas, y el
juicio del médico tratante.

Tras la mejora de la condicidon de un paciente, una dosis de mantenimiento de un compuesto, composiciéon o
combinacién de esta invencién se puede administrar, si es necesario. Posteriormente, la dosis o frecuencia de
administracién, o ambas, pueden reducirse, en funcién de los sintomas, a un nivel en donde se retiene el estado
mejorado cuando los sintomas se han aliviado hasta el nivel deseado. Los pacientes pueden, sin embargo, requerir
un tratamiento intermitente a largo plazo en cualquier recurrencia de los sintomas de la enfermedad.

Kits

Un compuesto descrito en la presente memoria se puede proporcionar en un kit.

En una forma de realizacion el kit incluye (a) un compuesto descrito en la presente memoria, por ejemplo, una
composicion que incluye un compuesto descrito en la presente memoria (en donde, por ejemplo, el compuesto
puede ser un inhibidor descrito en esta memoria), y, opcionalmente (b) material informativo. ElI material informativo
puede ser descriptivo, de instruccidon, de mercadeo u otro material que se refiere a los métodos descritos en la
presente memoria y/o al uso de un compuesto descrito en la presente memoria para los métodos descritos aqui.

En una realizacion, el kit proporciona materiales para la evaluacion de un sujeto. La evaluacion puede ser, por
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ejemplo, para: identificar un sujeto que tiene niveles no deseados, es decir, aumentados (por ejemplo, mas altos que
los presentes en células normales o de tipo silvestre) de cualquiera de 2HG, neoactividad de 2HG, o proteina IDH1 o
IDH2 mutante que tiene neoactividad de 2HG (o el correspondiente ARN), o que tiene una mutacion somatica en
IDH1 o IDH2 caracterizada por la neoactividad de 2HG; diagnosticar, pronosticar, o estadificacion de un sujeto, por
ejemplo, con base en los niveles no deseados, es decir, aumentados de 2HG, neoactividad de 2HG, o proteina IDH1
o IDH2 mutante que tiene neoactividad de 2HG (o el correspondiente ARN), o que tiene una mutacion somatica en
IDH1 o IDH2 caracterizada por neoactividad de 2HG; seleccionar un tratamiento para, o la evaluacién de la eficacia
de un tratamiento, por ejemplo, con base en el sujeto que tiene niveles no deseados, es decir, aumentados de 2HG,
neoactividad de 2HG, o proteina IDH1 o IDH2 mutante que tiene neoactividad de 2HG (o el correspondiente ARN) o
que tiene una mutacion somatica en IDH1 o IDH2 caracterizada por neoactividad de 2HG. El kit puede incluir uno o
mas de reactivos utiles en la evaluacion, por ejemplo, los reactivos mencionados en otra parte en esta memoria. Un
reactivo de deteccion, por ejemplo, un anticuerpo u otro reactivo de enlazamiento especifico puede ser incluido. Los
estandares o muestras de referencia, por ejemplo, un estandar positivo o negativo de control puede ser incluido. Por
ejemplo, si la evaluacion se basa en la presencia de 2HG el kit puede incluir un reactivo, por ejemplo, estandares
positivos o negativos de control para un ensayo, por ejemplo, un ensayo por LC-MS.

Si la evaluacion se basa en la presencia de neoactividad de 2HG, el kit puede incluir un reactivo, por ejemplo, uno o
mas de aquellos mencionados en otra parte en esta memoria, para probar la neoactividad de 2HG. Si la evaluacioén
se basa en la secuenciacion, el kit puede incluir cebadores u otros materiales Utiles para secuenciar los acidos
nucleicos relevantes para identificacion de un IDH, por ejemplo, un mutante neoactivo IDH1 o IDH2. Por ejemplo, el
kit puede contener un reactivo que permite preguntar por la identidad, es decir, la secuenciacién de, el residuo 132,
71, 100 o 109 de IDH1 para determinar si un mutante neoactivo esta presente. El kit puede incluir acidos nucleicos,
por ejemplo, un oligémero, por ejemplo, cebadores, que permiten la secuenciacion de los nucleétidos que codifican
el residuo 70, 99, 100, 109, 130, 132, 133, 134, o0 178, por ejemplo 132, 100 o 109 de IDH (por ejemplo, un IDH1).
En una realizacion, el kit puede incluir acidos nucleicos, por ejemplo, un oligémero, por ejemplo, cebadores, que
permiten la secuenciacién de nucledtidos que codifican los residuos 140, 172, o 294 de una IDH2. En una
realizacion, el kit incluye un acido nucleico cuya hibridacion, o capacidad de ser amplificado, depende de la identidad
del residuo 70, 99, 100, 109, 130, 132, 133, 134, o 178, por ejemplo 132, 100 o 109 de IDH (por ejemplo, un IDH1).
En una realizacion, el kit puede incluir un acido nucleico cuya hibridacién, o capacidad de ser amplificad, depende de
la identidad de residuo 140, 172, 0 294 de una IDH2. En ofras realizaciones, el kit incluye un reactivo, por ejemplo,
un anticuerpo u otra molécula de enlazamiento especifico, que puede identificar la presencia de un mutante
neoactivo, por ejemplo, una proteina codificada por un mutante neoactivo en 70, 99, 100, 109, 130, 132, 133, 134, 0
178, por ejemplo, 132, 100 o 109 de IDH (por ejemplo, un IDH1) o 140, 172, o 294 de un IDH2. Como se describe
mas adelante, un kit también puede incluir reguladores, disolventes, e informacion relacionada con la evaluacion.

En una realizacion, el material informativo puede incluir informacién acerca de la produccion del compuesto, el peso
molecular del compuesto, la concentracion, la fecha de expiracion, informacioén del lote o sitio de produccion, y asi
sucesivamente. En una realizacion, el material informativo se refiere a métodos para administrar el compuesto.

En una realizacién, el material informativo puede incluir instrucciones para administrar un compuesto descrito en la
presente memoria de una manera adecuada para llevar a cabo los métodos descritos aqui, por ejemplo, en una
dosis adecuada, forma de dosificacion, o modo de administracién (por ejemplo, una dosis, forma de dosificacién, o
modo de administracion descrito en la presente memoria). En otra realizacion, el material informativo puede incluir
instrucciones para administrar un compuesto descrito en la presente memoria a un sujeto adecuado, por ejemplo, un
humano, por ejemplo, un humano que tiene o esta en riesgo de padecer un trastorno descrito en la presente
memoria.

El material informativo de los kits no esta limitado en su forma. En muchos casos, el material informativo, por
ejemplo, instrucciones, se proporciona en material impreso, por ejemplo, un texto impreso, dibujo y / o fotografia, por
ejemplo, una etiqueta u hoja impresa. Sin embargo, el material informativo también se puede proporcionar en otros
formatos, tales como Braille, material legible por ordenador, grabacion de video o grabaciéon de audio. En otra
realizacién, el material informativo del kit es informacién de contacto, por ejemplo, una direccién fisica, direccién de
correo electrénico, pagina web o nimero de teléfono, donde un usuario del kit puede obtener informacién sustantiva
sobre un compuesto descrito en esta memoria y / 0 su uso en los métodos aqui descritos. Por supuesto, el material
informativo también se puede proporcionar en cualquier combinacion de formatos.

Ademas de un compuesto descrito en la presente memoria, la composicién del kit puede incluir otros ingredientes,
tales como un disolvente o regulador, un estabilizador, un conservante, un agente saborizante (por ejemplo, un
antagonista del sabor amargo o un edulcorante), una fragancia u otro ingrediente cosmético, y / o un segundo
agente para tratar una condicion o trastorno descrito en la presente memoria. Alternativamente, los otros
ingredientes se pueden incluir en el kit, pero en diferentes composiciones o administrar un compuesto descrito en la
presente memoria. En tales realizaciones, el kit puede incluir instrucciones para administrar un compuesto descrito
aqui y los otros ingredientes, o para usar un compuesto descrito en la presente memoria junto con los otros
ingredientes.

Un compuesto descrito en la presente memoria se puede proporcionar en cualquier forma, por ejemplo, forma
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liquida, seca o liofilizada. Se prefiere que un compuesto descrito en la presente memoria sea sustancialmente puro y
/ o estéril. Cuando un compuesto descrito aqui se proporciona en una solucion liquida, la solucién liquida
preferiblemente es una solucién acuosa, con una solucion acuosa estéril siendo preferida. Cuando se proporciona
un compuesto descrito en la presente memoria como una forma seca, la reconstitucién generalmente es mediante la
adicion de un disolvente adecuado. El disolvente, por ejemplo, agua estéril o regulador, puede opcionalmente ser
proporcionado en el kit.

El kit puede incluir uno 0 mas recipientes para la composicion que contiene un compuesto descrito en la presente
memoria. En algunas realizaciones, el kit contiene recipientes separados, divisiones o compartimentos para la
composicion y el material informativo. Por ejemplo, la composicion puede estar contenida en una botella, vial o
jeringuilla, y el material informativo puede estar contenido en una funda o empaque plastico. En otras realizaciones,
los elementos separados del kit estan contenidos dentro de un solo contenedor, no dividido. Por ejemplo, la
composicion esta contenida en una botella, vial o jeringa que ha unido a la misma el material informativo en forma de
una etiqueta. En algunas realizaciones, el kit incluye una pluralidad (por ejemplo, un empaque) de envases
individuales, conteniendo cada uno una o mas formas de dosificacion unitaria (por ejemplo, una forma de
dosificacion descrita aqui) de un compuesto descrito en la presente memoria. Por ejemplo, el kit incluye una
pluralidad de jeringuillas, ampollas, empaques de aluminio, o empaques tipo blister, conteniendo cada uno una dosis
unitaria Unica de un compuesto descrito aqui. Los contenedores de los kits pueden ser hermético al aire, al agua
(por ejemplo, impermeable a los cambios en la humedad o evaporacion), y / o hermético a la luz.

El kit opcionalmente incluye, un dispositivo adecuado para la administracion de la composicion, por ejemplo, una
jeringuilla, inhalante, pipeta, forceps, cuchara dosificadora, gotero (por ejemplo, gotero ocular), hisopo (por ejemplo,
un hisopo de algodén o hisopo de madera), o cualquiera de tales dispositivos de administracién. En una realizacion,
el dispositivo es un dispositivo de implante médico, por ejemplo, empacado para insercién quirurgica.

Terapias de combinacién

En algunas realizaciones, un compuesto o composicion aqui descrita se administra junto con un tratamiento
adicional para el cancer. Los ejemplos para tratamientos del cancer incluyen, por ejemplo: cirugia, quimioterapia,
terapias dirigidas, tal como terapias de anticuerpos, la inmunoterapia y terapia hormonal. Ejemplos de cada uno de
estos tratamientos se proporcionan a continuacion.

Quimioterapia

En algunas realizaciones, un compuesto o composicién aqui descrita es administrado con una quimioterapia. La
quimioterapia es el tratamiento para el cancer con farmacos que pueden destruir células cancerosas.
"Quimioterapia" usualmente se refiere a los farmacos citotoxicos que tienen efectos en las células que se dividen
rapidamente, en general, en contraste con la terapia dirigida. Los farmacos de quimioterapia interfieren con la
division celular en varias formas posibles, por ejemplo, con la duplicacion del ADN o la separaciéon de los
cromosomas recientemente formados. La mayoria de las formas de quimioterapia se dirigen a células de rapida
division y no son especificos para las células cancerosas, aunque algun grado de especificidad puede provenir de la
incapacidad de muchas células cancerosas para reparar el ADN dafado, mientras que las células normales
generalmente puede hacerlo.

Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos utilizados en la terapia del cancer incluyen, por ejemplo, antimetabolitos
(por ejemplo, acido folico, derivados de purina, y pirimidina) y agentes alquilantes (por ejemplo, mostazas de
nitrégeno, nitrosoureas, platino, alquil sulfonatos, hidrazinas, triazenos, aziridinas, veneno del huso, agentes
citotdxicos, inhibidores de toposimerase y otros). Los ejemplos de agentes incluyen aclarrubicina, actinomicina,
Alitretinona, Altretamina, aminopterina, acido aminolevulinico, amrubicina, Amsacrina, anagrelida, trioxido de
arsénico, asparaginasa, atrasentan, Belotecan, bexaroteno, endamustina, Bleomicina, bortezomib, busulfan,
camptotecina, capecitabina, carboplatino, Carboquona, Carmofur, carmustina, celecoxib, clorambucil, Clormetina,
cisplatino, cladribina, clofarabina, Crisantaspase, ciclofosfamida, citarabina, dacarbazina, dactinomicina,
daunorrubicina, decitabina, demecolcina, docetaxel, doxorubicina, Efaproxiral, elesclomol, elsamitrucina,
enocitabina, epirubicina, estramustina, etoglucido, etopdsido, floxuridina, fludarabina, fluorouracilo (5-FU),
fotemustina, gemcitabina, implantes de Gliadel, hidroxicarbamida, hidroxiurea, idarrubicina, ifosfamida, irinotecano,
irofulven, ixabepilona, larotaxel, leucovorina, doxorrubicina liposomal, daunorrubicina liposomal, lonidamina,
lomustina, Ilucantona, Manosulfano, Masoprocol, melfalan, mercaptopurina, mesna, metotrexato, metil
aminolevulinato, mitobronitol, mitoguazona, mitotano, mitomicina, mitoxantrona, nedaplatino, nimustina, oblimersen,
omacetaxina, Ortataxel, oxaliplatino, paclitaxel, pegaspargasa, pemetrexed, pentostatina, pirarrubicina, pixantrona,
plicamicina, porfimero de sodio, prednimustina, procarbazina, raltitrexed, ranimustina, Rubitecano, sapacitabina,
semustina, ceradenovec sitimageno, estrataplatina, estreptozocina, Talaporfin, tegafur-uracilo, temoporfina,
temozolomida, tenipdsido, Tesetaxel, Testolactona, Tetranitrato, tiotepa, Tiazofurina, Tioguanina, tipifarnib,
topotecan, trabectedina, triaziquona, trietilenmelamina, Triplatino, tretinoina, treosulfano, trofosfamida, Uramustina,
valrubicina, verteporfina, vinblastina, vincristina, vindesina, vinflunina, vinorrelbina, vorinostat, zorubicina, y otros
agentes citostaticos o citotoxicos descritos en esta memoria.
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Debido a que algunos farmacos trabajan mejor juntos que por separado, se proporcionan a menudo dos o mas
farmacos al mismo tiempo. A menudo, se usan dos o0 mas agentes quimioterapéuticos de quimioterapia como
quimioterapia de combinacién. En algunas realizaciones, los agentes de quimioterapia (incluyendo la quimioterapia
de combinacién) se pueden utilizar en combinacion con un compuesto descrito aqui, por ejemplo, fenformina.

Terapia dirigida

En algunas realizaciones, un compuesto o composiciéon descrito en la presente memoria se administra con una
terapia dirigida. La terapia dirigida constituye el uso de agentes especificos para las proteinas desreguladas de
células cancerosas. Los farmacos de terapia dirigida de molécula pequefia son generalmente inhibidores de
dominios enzimaticos en proteinas mutadas, sobreexpresadas, o bien criticas dentro de la célula cancerosa. Los
ejemplos destacados son los inhibidores de tirosina quinasa tales como axitinib, bosutinib, cediranib, desatinib,
erlotinib, imatinib, gefitinib, lapatinib, lestaurtinib, nilotinib, Semaxanib, sorafenib, sunitinib, y vandetanib, y también
inhibidores de la quinasa que dependen de ciclina tales como Alvocidib y Seliciclib. La terapia de anticuerpo
monoclonal es otra estrategia en la cual el agente terapéutico es un anticuerpo que se enlaza especificamente a una
proteina en la superficie de las células cancerosas. Los ejemplos incluyen el anticuerpo anti-HER2/neu trastuzumab
(HERCEPTIN®) tipicamente utilizado en cancer de mama, y el anticuerpo anti-CD20 rituximab y tositumomab
tipicamente usado en una variedad de neoplasias de células B. Otros ejemplos de anticuerpos incluyen Cetuximab,
Panitumumab, trastuzumab, alemtuzumab, bevacizumab, edrecolomab, y gemtuzumab. Los ejemplos de proteinas
de fusion incluyen Aflibercept y Denileukin diftitox. En algunas realizaciones, la terapia dirigida se puede utilizar en
combinacién con un compuesto descrito en la presente memoria, por ejemplo, una biguanida tal como metformina o
fenformina, preferiblemente fenformina.

La terapia dirigida también puede implicar péptidos pequefios como "dispositivos homing" que pueden enlazarse a
los receptores de la superficie de la célula o afectar la matriz extracelular que rodean el tumor. Los radionuclidos que
se unen a estos péptidos (por ejemplo, RGD) eventualmente matan a la célula cancerosa si el nucleido se
descompone en la vecindad de la célula. Un ejemplo de dicha terapia incluye Bexxar®.

Inmunoterapia

En algunas realizaciones, un compuesto o composiciéon descrito en la presente memoria se administra con una
inmunoterapia. La inmunoterapia para el cancer se refiere a un conjunto diverso de estrategias terapéuticas
disefiadas para inducir al sistema inmunolégico del paciente a combatir el tumor. Los métodos modernos para
generar una respuesta inmune contra los tumores incluyen inmunoterapia con BCG intravesicular para cancer de
vejiga superficial, y el uso de interferones y otras citoquinas para inducir una respuesta inmune en pacientes con
carcinoma y melanoma de células renales.

El trasplante de células madre hematopoyéticas alogénicas puede ser considerado una forma de inmunoterapia, ya
que las células inmunes del donante a menudo atacaran al tumor en un efecto de tumor versus injerto. En algunas
realizaciones, los agentes de inmunoterapia se pueden utilizar en combinacién con un compuesto o composicion
descrito en la presente memoria.

Terapia hormonal

En algunas realizaciones, un compuesto o composicion descrito en la presente memoria se administra con una
terapia hormonal. El crecimiento de algunos tipos de cancer puede ser inhibido por el suministro o el bloqueo de
ciertas hormonas. Los ejemplos comunes de tumores sensibles a las hormonas incluyen ciertos tipos de canceres de
mama y de prostata. La remocion o bloqueo de estrogeno o testosterona es a menudo un tratamiento adicional
importante. En ciertos canceres, la administracion de agonistas de hormona, tales como progestagenos puede ser
terapéuticamente beneficiosa. En algunas realizaciones, los agentes de terapia hormonal se pueden utilizar en
combinacién con un compuesto o composicién descrita en la presente memoria.

En algunas realizaciones, un compuesto o composicidon descrito aqui se administra con un tratamiento adicional
contra el cancer (por ejemplo, la remocién quirdrgica), en el tratamiento del cancer en el sistema nervioso, por
ejemplo, cancer en el sistema nervioso central, por ejemplo, tumor cerebral, por ejemplo, glioma, por ejemplo, el
glioblastoma multiforme (GBM).

Varios estudios han sugerido que mas del 25% de los pacientes con glioblastoma obtienen un beneficio de
supervivencia significativo de la quimioterapia adyuvante. Los meta-analisis han sugerido que la quimioterapia
adyuvante que resulta en un aumento del 6-10% en la tasa de supervivencia a 1 afio.

La temozolomida es un agente alquilante realmente activo que se utiliza para personas recientemente
diagnosticadas con glioblastoma multiforme. Fue aprobado por la Administracién de Farmacos y Alimentos de los
Estados Unidos (FDA) en marzo de 2005. Los estudios han demostrado que el farmaco fue bien tolerado y
proporcioné un beneficio de supervivencia. La temozolomida adyuvante y concomitante con radiacion fue asociada
con mejoras significativas en la mediana de la supervivencia promedio libre de avance sobre la radiacion sola (6,9
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versus 5 meses), la supervivencia total (14,6 vs 12,1 meses), y la probabilidad de estar vivo en 2 afios (26% vs
10%).

Nitrosoureas: se aprobaron obleas de polimero con BCNU (carmustina) (Gliadel) por la FDA en 2002. Aunque las
obleas de Gliadel son utilizadas por algunos para el tratamiento inicial, han mostrado s6lo un modesto incremento en
la supervivencia media sobre el placebo (13,8 vs. 11,6 meses) en el mas largo de los ensayos en fase lll, y estan
asociados con mayores tasas de pérdidas de liquido cefalorraquideo y mayor presion intracraneal secundaria al
edema y efecto de masa.

MGMT es una enzima de reparacion del ADN que contribuye a la resistencia a la temozolomida. La metilaciéon del
promotor de MGMT, que se encuentra en aproximadamente el 45% de glioblastomas multiformes, resulta en un
silenciamiento epigenético del gen, disminuyendo la capacidad de la célula tumoral para reparar el ADN y el
aumento de la susceptibilidad a la temozolomida.

Cuando los pacientes con y sin metilacion del promotor de MGMT fueron tratados con temozolomida, los grupos
tuvieron una mediana de supervivencia de 21,7 y 12,7 meses, y tasas de supervivencia a 2 afios de 46% versus
13,8%, respectivamente.

Aunque actualmente la temozolomida es un agente de primera linea en el tratamiento del glioblastoma multiforme, el
estatus de metilacion desfavorable de MGMT podria ayudar a seleccionar a los pacientes adecuados para futuras
investigaciones terapéuticas.

0O6-bencilguanina y otros inhibidores de MGMT, asi como el silenciamiento mediado por ARN de interferencia
mediadas de MGMT ofrecen vias prometedoras para aumentar la efectividad de la temozolomida y otros
antineoplasicos alquilantes, y tales agentes estan bajo estudio activo.

Carmustina (BCNU) y cis-platino (cisplatino) han sido los agentes quimioterapéuticos primarios utilizados contra los
gliomas malignos. Todos los agentes en uso tienen no mas de una tasa de respuesta de 30 - 40%, y a mayoria caen
en el rango de 10-20%.

Los datos de la Universidad de California en San Francisco indican que, para el tratamiento de glioblastomas, cirugia
seguida de terapia de radiacion conduce a tasa de supervivencia de 1, 3, y 5 afio de 44%, 6% y 0%,
respectivamente. En comparacion, la cirugia seguida de radiacion y quimioterapia usando los regimenes basados en
la nitrosourea dieron lugar a tasas de supervivencia de 1, 3, y 5 afios del 46%, 18% y 18%, respectivamente.

Un obstaculo importante para el uso de agentes quimioterapéuticos para los tumores cerebrales es el hecho de que
la barrera hematoencefdlica (BBB) excluye efectivamente muchos agentes del SNC. Por esta razén, se estan
desarrollando nuevos métodos de administracion de farmacos intracraneal para suministrar mayores
concentraciones de agentes quimioterapéuticos a las células tumorales, evitando los efectos sistémicos adversos de
estos medicamentos.

La infusién accionada por presion de agentes quimioterapéuticos a través de un catéter intracraneal, también
conocida como administracién potenciada por conveccién (CED), tiene la ventaja de la administraciéon de farmacos a
lo largo de un gradiente de presién en lugar de una difusion simple. CED ha mostrado resultados prometedores en
modelos animales con agentes que incluyen BCNU y topotecan.

Los intentos iniciales investigaron la administracion de agentes quimioterapéuticos a través de una ruta intraarterial
en lugar de por via intravenosa. Desafortunadamente, no se observé ninguna ventaja en la supervivencia.

La quimioterapia para el glioblastoma multiforme recurrente proporciona un beneficio modesto, si a caso, y se
utilizan varias clases de agentes. Obleas de carmustina aumentaron la supervivencia de 6 meses de 36% a 56%
sobre el placebo en un estudio aleatorizado de 222 pacientes, aunque no hubo una asociacion significativa entre el
grupo de tratamiento y las infecciones intracraneales graves.

La genotipificacion de tumores cerebrales puede tener aplicaciones en pacientes estratificados para ensayos clinicos
de diversas terapias novedosas.

El agente antiangiogénico bevacizumab, cuando se utiliza con irinotecano mejoro la supervivencia de 6 meses en
pacientes con glioma recurrente a un 46% en comparacion con el 21% en los pacientes tratados con temozolomida.
Esta combinacién de bevacizumab e irinotecano para glioblastoma multiforme recurrente se ha demostrado mejorar
la supervivencia sobre el bevacizumab solo. Los agentes anti-angiogénicos también disminuyen el edema
peritumoral, reduciendo potencialmente la dosis necesaria de corticosteroides.

Algunos glioblastomas responden al gefitinib o erlotinib (inhibidores de tirosina quinasa). La presencia simultanea en

células de glioblastoma de EGFR mutante (EGFRuviii) y PTEN fue asociada con sensibilidad a los inhibidores de
tirosina quinasa, mientras que un aumento de P-Akt predice un efecto disminuido. Otros objetivos incluyen PDGFR,
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VEGFR, mTOR, farnesiltransferasa, y PI3K.

Otras modalidades de terapia posibles incluyen imatinib, terapia génica, péptidos y las vacunas de células
dendriticas, clorotoxinas sintéticas, y farmacos ,arcados en forma radioactiva y anticuerpos.

Seleccion/control de paseos

Se describen aqui métodos de tratamiento de un trastorno relacionado con proliferacién celular, por ejemplo, cancer,
en un sujeto y métodos de identificacion de un sujeto para un tratamiento descrito en la presente memoria. También
se describen aqui métodos de prediccion de un sujeto que esta en riesgo de desarrollar cancer (por ejemplo, un
cancer asociado con una mutacion en una enzima IDH (por ejemplo, IDH1 y/o IDH2)). El cancer se caracteriza
generalmente por la presencia de un neoactividad, tal como una ganancia de funciéon en una o méas enzimas
mutantes IDH (por ejemplo, IDH1 o IDH2). El sujeto se puede seleccionar con base en el sujeto que tiene un gen
mutante que tiene una neoactividad, por ejemplo, una neoactividad descrita en esta memoria. Tal como se usa en
esta memoria, "seleccionar"” significa la seleccién en todo o en parte en dicha base.

En algunas formas de realizacién, un sujeto se selecciona para el tratamiento con un compuesto descrito en esta
memoria basado en una determinacion de que el sujeto tiene una enzima IDH mutante descrita en esta memoria. En
algunas formas de realizacion, la enzima mutante tiene una neoactividad y el paciente se selecciona sobre esa base.
La neoactividad de la enzima se puede identificar, por ejemplo, mediante la evaluacién del sujeto o la muestra (por
ejemplo, tejido o fluido corporal) de los mismos, para la presencia o cantidad de un sustrato, cofactor y / o producto
de la enzima. La presencia y/o cantidad de sustrato, cofactor y/o el producto pueden corresponder a la actividad de
tipo silvestre/no mutante o pueden corresponder a la neoactividad de la enzima. El ejemplo de fluido corporal que
puede ser utilizado para identificar (por ejemplo, evaluar) la neoactividad de la enzima incluyen liquido amnidtico que
rodea un feto, humor acuoso, sangre (por ejemplo, plasma sanguineo), suero, liquido cefalorraquideo, cerumen,
quimo, liquido de Cowper, eyaculado femenino, liquido intersticial, linfa, leche materna, moco (por ejemplo, flujo
nasal o flema), liquido pleural, pus, saliva, sebo, semen, suero, sudor, lagrimas, orina, secreciones vaginales, o
vomito.

En algunas formas de realizacion, un sujeto puede ser evaluado por la neoactividad de una enzima utilizando
resonancia magnética. Por ejemplo, cuando la enzima mutante es IDH1 y la neoactividad es la conversion de a-
cetoglutarato en 2-hidroxiglutarato, el sujeto puede ser evaluado por la presencia de y/o una cantidad elevada de 2-
hidroxiglutarato, por ejemplo, R-2-hidroxiglutarato on relacion a la cantidad de 2-hidroxiglutarato, por ejemplo, R-2-
hidroxiglutarato presente en un sujeto que no tiene una mutaciéon en IDH1 que tiene la neoactividad anterior. En
algunas realizaciones, la neoactividad de IDH1 puede ser determinada por la presencia o cantidad elevada de un
pico correspondiente a 2-hidroxiglutarato, por ejemplo, R-2-hidroxiglutarato como se determina por resonancia
magnética. Por ejemplo, un sujeto se puede evaluar por la presencia y/o la fuerza de una sefial en aproximadamente
2,5 ppm para determinar la presencia y/o cantidad de 2-hidroxiglutarato, por ejemplo, R-2-hidroxiglutarato en el
sujeto. Esto puede correlacionarse con y/o predecir una neoactividad descrita en esta memoria para la enzima IDH
mutante. Del mismo modo, la presencia, la fuerza y/o ausencia de una sefial de aproximadamente 2,5 ppm podria
ser predictiva de una respuesta al tratamiento y se utiliza de este modo como un biomarcador no invasivo para la
respuesta clinica.

Neoactividad de una enzima mutante IDH también puede ser evaluada utilizando otras técnicas conocidas para un
experto en la técnica. Por ejemplo, la presencia o cantidad de un sustrato, cofactor y / o producto de reaccion
etiquetado se puede medir como un sustrato, cofactor y / o producto de reaccién marcado con Bc 0 ™C. La
neoactividad se puede evaluar mediante la evaluacion de la reaccion directa de la enzima no mutante / de tipo
silvestre enzima (tal como la descarboxilacion oxidativa del isocitrato en a-cetoglutarato en una enzima IDH1
mutante) y / o la reaccion correspondiente a la neoactividad (por ejemplo la conversion de a-cetoglutarato en 2-
hidroxiglutarato, por ejemplo, R-2-hidroxiglutarato en una enzima IDH mutante (por ejemplo, una enzima IDH1 o una
enzima IDH2).

Trastornos

Los métodos relacionados con el IDH descritos en esta memoria, por ejemplo, los métodos de evaluacion o
tratamiento de sujetos, estan dirigidos a sujetos que tienen un trastorno relacionado con la proliferacion celular
caracterizado por un mutante IDH, por ejemplo, un mutante IDH1 o IDH2, que tiene neoactividad, por ejemplo,
neoactividad de 2HG. Ejemplos de algunos de los trastornos mas abajo han mostrado que se caracterizan por una
mutacion IDH1 o IDH2. Otros se pueden analizar, por ejemplo, mediante secuenciacion de muestras de células para
determinar la presencia de una mutacién somatica en el aminoacido 132 de IDH1 o en el aminoacido 172 de IDH2 u
otra mutacién descrita en esta memoria. Sin estar ligado por la teoria se espera que una parte de los tumores de un
tipo dado de cancer tendra un mutante de IDH, por ejemplo, IDH1 o IDH2, que tiene neoactividad de 2HG.

Los métodos descritos son utiles en la evaluacién o el tratamiento de trastornos proliferativos, por ejemplo,

evaluacion o tratamiento de tumores sdlidos, tumores de tejidos blandos, y la metastasis de los mismos en donde el
tumor solido, tumor de tejido blando o metastasis de los mismos es un cancer descrito en esta memoria. Los
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ejemplos de tumores sélidos incluyen tumores malignos (por ejemplo, sarcomas, adenocarcinomas y carcinomas) de
los diversos sistemas de érganos, tales como los de cerebro, pulmén, mama, linfoides, tractos gastrointestinales (por
ejemplo, colon), y genitourinario (por ejemplo, renal, urotelial, o tumores testiculares), faringe, prostata y ovario. Los
ejemplos de adenocarcinomas incluyen canceres colorrectales, carcinoma de células renales, cancer de higado,
carcinoma de células no pequefias del pulmén, y cancer del intestino delgado. Los métodos descritos también son
utiles en la evaluacién o el tratamiento de canceres no sélidos.

Los métodos aqui descritos se pueden utilizar con cualquier tipo de cancer, por ejemplo los descritos en la presente
memoria, incluyendo glioma, AML, ALL (por ejemplo, B-ALL o T-ALL), cancer de préstata, o mielodisplasia o el
sindrome mielodisplasico, cancer de tiroides, tal como cancer de tiroides folicular, fibrosarcoma, paraganglioma,
melanoma, neoplasias mieloproliferativas tales como CML, o cancer colorrectal. Las metastasis de los canceres
antes mencionados también pueden tratarse o prevenirse de acuerdo con los métodos descritos en la presente
memoria.

Los métodos aqui descritos son utiles en el tratamiento del cancer en el sistema nervioso, por ejemplo, tumor
cerebral, por ejemplo, glioma, por ejemplo, glioblastoma multiforme (GBM), por ejemplo, mediante la inhibicién de
una neoactividad de una enzima mutante, por ejemplo, una enzima en una ruta metabdlica, por ejemplo, una ruta
metabdlica que conduce a la biosintesis de acidos grasos, glicdlisis, glutamindlisis, derivacion del fosfato de
pentosas, la ruta de biosintesis de nucledtidos, o la ruta de biosintesis de &cidos grasos, por ejemplo, IDH1 o IDH2.

Gliomas, un tipo de tumores cerebrales, puede ser clasificada como de grado | hasta grado IV sobre la base de
criterios histopatologicos y clinicos establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Los gliomas grado |
de la OMS a menudo se consideran benignos. Los gliomas de grado Il o lll de la OMS son invasivos, avanzan hasta
lesiones de grado mayor. Los tumores grado 1V de la OMS (glioblastomas) son la forma mas invasiva. Los ejemplos
de tumores cerebrales incluyen, por ejemplo, tumor astrocitico (por ejemplo, astrocitoma pilocitico, astrocitoma de
células gigantes subependimales, astrocitoma difuso, xantoastrocitoma pleomérfico, astrocitoma anaplasico,
astrocitoma, glioblastoma de células gigantes, glioblastoma, glioblastoma secundario, glioblastoma adulto primario, y
glioblastoma pediatrico primario); tumor oligodendroglial (por ejemplo, los oligodendroglioma, y oligodendroglioma
anaplasico); tumor oligoastrocitico (por ejemplo, Oligoastrocitoma, y Oligoastrocitoma anaplasico); ependimoma (por
ejemplo, ependimoma mixopapilar, y ependimoma anaplasico); meduloblastoma; tumor neuroectodérmico primitivo,
schwannoma, meningioma, meningioma meatipical, meningioma anaplasico; y adenoma hipofisario. Los ejemplos
de canceres se describen en el Acta Neuropathol (2008) 116: 597-602 y N Engl J Med. 2009, 19 de febrero; 360 (8):
765-73.

En ciertas realizaciones el trastorno es glioblastoma

En una realizacion, el trastorno es cancer de préstata, por ejemplo, etapa Tl (por ejemplo, T1a, T1b y T1c), T2 (por
ejemplo, T2a, T2b y T2c), T3 (por ejemplo, T3a y T3b) y T4, en el sistema de estadificacion TNM. En ciertas
realizaciones, el cancer de prostata es de grado G1, G2, G3 o G4 (donde un nimero mas alto indica una mayor
diferencia a partir de tejido normal). Tipos de cancer de prostata incluyen, por ejemplo, adenocarcinoma de prostata,
carcinoma de células pequefas, carcinoma escamoso, sarcomas, y carcinoma de células de transicion.

En una realizacion, el trastorno es un fibrosarcoma o paraganglioma. En una realizacion, el trastorno es cancer de
tiroides. En una realizacion, el trastorno es cancer de colon. En una realizacion, el trastorno es melanoma. En un
ejemplo, el trastorno es el mieloma. En una realizacion, el trastorno es neoplasias mieloproliferativas (MPN), tales
como CML.

Los métodos y composiciones de la invencidén se pueden combinar con el tratamiento conocido en la técnica. El
tratamiento conocido en la técnica para el cancer de préstata puede incluir, por ejemplo, la vigilancia activa, la
cirugia (por ejemplo, la prostatectomia radical, la reseccién transuretral de la prostata, la orquiectomia, y criocirugia),
terapia de radiacion incluyendo braquiterapia (braquiterapia de préstata) y la radioterapia de haz externo, ultrasonido
enfocado de alta intensidad (HIFU), quimioterapia, criocirugia, terapia hormonal (por ejemplo, antiandrégenos (por
ejemplo, flutamida, bicalutamida, nilutamida y acetato de ciproterona, ketoconazol, amino glutetimida), antagonistas
de la GnRH (por ejemplo, abarelix)), o una combinacién de los mismos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: expresion y purificacion de mutagénesis de clonacion de IDH1

1. La IDH1 de tipo silvestre fue clonada en pET41a, creando una etiqueta His8 en el terminal C.

La region de codificacion del gen IDH1 (ADNc) fue adquirida a través de Invitrogen en el vector pENTR221
(www.invitrogen.com, Cat # B-068487_Ultimate_ORF). Los oligonucleétidos fueron disefiados para PCR fuera de la
region de codificacion de IDH1 con Ndel en el extremo 5 y Xhol en el extremo 3. (IDH1-f:

TAATCATATGTCCAAAAAAATCAGT (SEQ ID NO: 1), IDH1-r: TAATCTCGAGTGAAAGTTTGGCCTGAGCTAGTT
(SEQ ID NO: 2)). El producto de la PCR se clona en el vector pET41a escindido con Ndel / Xhol. La escision con
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Ndel / Xhol del vector pET41a libera la porcion GST del plasmido, y crea una etiqueta His8 en el terminal C (SEQ ID
NO: 3) sin la fusion GST en el terminal N. El codén de detencion original de IDH1 se cambia a serina, de modo que
la secuencia de union en la proteina IDH1 final es: Ser-Leu-Glu- His-His-His-His-His-His-His-His-detencion (SEQ ID
NO: 4).

La estrategia de etiqueta His en el terminal C en vez de la estrategia de la etiqueta His en el terminal N fue escogida,
porque la etiqueta en el terminal C no impacta negativamente el plegado o la actividad de proteinas IDH1. Véase,
por ejemplo, Xu X y colaboradores, J Biol Chem. 2004 Ago 6; 279 (32): 33946-57.

La secuencia para el plasmido pET41a-IDH1 se confirma por la secuenciacién de ADN. La figura 1 muestra la
verificacion de la secuencia detallada de pET41a-IDH1 y la alineacion contra CDS IDH1 aqui publicadas.

2. Mutageénesis dirigida al sitio de IDH1 para crear los mutantes IDHr132s y IDHr132h.

La mutagénesis dirigida al sitio fue realizada para convertir R132 en S o H, la secuenciacion de ADN confirmé que
G395 esta mutada en A (creando la mutacion Arg — His en la proteina IDH1), y C394 se mutado en A (creando Arg
— Ser en la proteina IDH1). El método detallado para la mutagénesis dirigida al sitio se describe en el manual del
usuario para el kit QuikChange® Multisite-Directed Mutagenesis (Stratagene, cat # 200531). La figura 2 muestra la
verificacion de la secuencia de ADN de tales mutaciones. Los nucleétidos resaltados fueron exitosamente
cambiados en la mutagénesis: La mutacion G395 — A permite el aminoacido Arg132 — His; la mutacion C394 — A
permite el acido amino Arg132 — Ser.

3. Expresion y purificacion de la proteina IDH1.

Las proteinas IDH de tipo silvestre, IDHR132S, y IDHR132H fueron expresadas en la cepa Rosetta de E. coli y
purificadas de acuerdo con el procedimiento detallado a continuacién. Las proteinas IDH1 activas estan en forma de
dimero, y la fraccién / pico de la columna SEC que corresponden a la forma dimérica fueron recolectadas para el
analisis de enzimologia y la comparacion cruzada de las actividades cataliticas de estas proteinas.

A. Cultivo de células:

Las células se cultivaron en LB (20 pg / ml de kanamicina) a 37°C con agitacion hasta que la DO600 alcanza 0,6. La
temperatura se cambid a 18°C y la proteina se indujo mediante la adicion de IPTG hasta una concentracion final de
1 mM. Las células se recolectaron 12-16 horas después de la induccién IPTG.

B. Sistema de regulacion:

Regulador de lisis: Tris 20 mM, pH 7,4, 0,1% de Triton X-100, NaCl 500 mM, PMSF 1 mM, B-mercaptoetanol 5 mM,
10% de glicerol.

Regulador A de la Columna de Ni: Tris 20 mM, pH 7,4, NaCl 500 mM, B-mercaptoetanol 5 nM, 10% de glicerol.

Regulador B de la Columna de Ni: Tris 20 mM, pH 7,4, NaCl 500 mM, B-mercaptoetanol 5 mM, imidazol 500 mM,
10% de glicerol

Regulador C de filtracion en gel: NaCl 200 mM, Tris 50 mM 7.5, B-mercaptoetanol 5 mM, MGSO-4 2 mM, 10% de
glicerol.

C. procedimiento de purificacién de la proteina
1. El precipitado celular se resuspendié en el regulador de lisis (1 g de células / 5-10 ml de regulador).
2. Se rompieron las células pasandolas a través de un microfluidizador con a una presién de 15.000 psi 3 veces.

3. Se recolecto la proteina soluble del sobrenadante después de centrifugacion a 20.000 g (Beckman Avanti J-26XP)
durante 30 min a 4°C.

4. Se equilibraron 5-10 ml de la columna de Ni mediante el regulador A hasta que el valor A280 alcanz¢ la linea
base. Se cargé el sobrenadante en una columna de 5 ml de Ni-Sefarosa (2 ml/min). Se lavé la columna ediante 10 a
20 CV de regulador de lavado (90% de regulador A + 10% de regulador B) hasta que A280 alcanzo la linea base (2
ml/min).

5. Se diluyé la proteina mediante gradiente lineal de 10-100% de regulador B (20 CV), con una velocidad de flujo de
2 ml/min y se recolectaron las fracciones de la muestra como 2 ml/tubo.

6. Se analizaron las muestras sobre gel SDS-PAGE.
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7. Se recolectaron las muestras y se dializaron contra regulador de filtracion en gel 200x 2 veces (1 hora y > 4
horas).

8. Se concentraron las muestras hasta 10 ml.

9. Se equilibraron 200 ml de la columna de filtracién en gel S-200 mediante el regulador C hasta que el valor A280
alcanzo la linea base. Se cargaron las muestras en una columna de filtracion en gel (0,5 ml / min).

10. Se lavo la columna mediante 10 CV del regulador C, se recolectaron las fracciones como 2-4 ml/tubo.
11. Se analizaron las muestras en un gel SDS-PAGE y se determind la concentracion de proteina.

D. Resultados de la purificacién de la proteina

Los resultados de la purificacion de IDH1 de tipo silvestre se muestran en las Figs. 3, 4, 5A 'y 5B.

Los resultados para la purificacion de IDH1R132S mutante se muestran en las Figs. 6, 7, 8A 'y 8B.

Los resultados para la purificacion de IDH1R132H de tipo silvestre se muestran en las Figs. 9, 10, HA 'y 11B.
Ejemplo 2 Andlisis enzimoldgico de IDH1 de tipo silvestre y mutantes.

1. Analisis de IDH1 de tipo silvestre y de los mutantes R132H y R132S en la descarboxilacién oxidativa del isocitrato
en a-cetoglutarato (a-KG).

A. Métodos

Para determinar la eficiencia catalitica de las enzimas en la descarboxilaciéon oxidativa de isocitrato en la direccion
de alfa-cetoglutarato (a-KG), se llevaron a cabo las reacciones para determinar Vmax y Km para el isocitrato. En
estas reacciones, se varid el sustrato mientras que se mantuvo constante el cofactor en 500 pM. Todas las
reacciones se realizaron en NaCl 150 mM, Tris-Cl 20 mM, pH 7,5, 10% de glicerol, y BSA al 0.03% (p / v)). El
progreso de la reaccién fue seguido por espectroscopia a 340 nm controlando el cambio en el estado de oxidacion
del cofactor. Se afiadié suficiente enzima para producir un cambio lineal de la absorbancia durante 10 minutos.

B. ICDH1 R132H y ICDH1 R132S se desmejoran por la conversion de isocitrato en a-KG.
Las graficas de Michaelis-Menten para la relacion de la concentracion de isocitrato con la velocidad de reaccion se

presentan en las Figs. 12A-12C. Los parametros cinéticos se resumen en la Tabla 1. Todos los datos se ajustan a la
ecuacion de Hill mediante andlisis de regresiéon por minimos cuadrados.

Tabla 1
Enzima Vmax (umol/min/mg) Km (uM) ConstHa”r;te de Vmax/Km Eficiencia catalitica reactiva
TS 30,5 56,8 1,8 0,537 100%
R132H 0,605 171,7 0,6 0,0035 0,35%
R1328 95 >1e6 0,479 <9,5e7 <0,001%

Ambas enzimas mutantes muestran un coeficiente de Hill reducido y un aumento en Km para el isocitrato, lo que
sugiere una pérdida de cooperatividad en | enlazamiento del sustrato y / o una afinidad reduccién por el sustrato. La
enzima R132H también muestra una Vmax reducida, lo que sugiere una menor kcat. R132S muestra un aumento en
Vmax, lo que sugiere un aumento en kcat, aunque esto se produce a expensas de un incremento en 20.000 veces
en Km de modo que el efecto total sobre la eficiencia catalitica es una gran disminucion en comparacién con la
enzima de tipo silvestre. La eficiencia catalitica relativa, descrita como Vmax / Km, es dramaticamente menor para
los mutantes en comparacion con el de tipo silvestre. El efecto in vivo de estas mutaciones seria disminuir la
conversion de flujo de isocitrato en a-KG.

C. Los mutantes ICDH1 R132H y R132S muestran una inhibiciéon reducida del producto en la descarboxilacion
oxidativa del isocitrato en a-cetoglutarato (a-KG).

Un mecanismo regulador conocido para el control de las enzimas metabdlicas es la inhibicion de la
retroalimentacion, en donde el producto de la reaccidon actia como un regulador negativo para la enzima de
generacion. Para examinar si los mutantes R132S o R132H mantienen este mecanismo regulador, se determind Ki
para a-KG en la descarboxilacién oxidativa de isocitrato en a-cetoglutarato. Los datos se presentan en las Figs. 13A-
13C y se resumen en la Tabla 2. En todos los casos, a-KG actua como un inhibidor competitivo del sustrato
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isocitrato. Sin embargo, R132H y R132S muestran un aumento de 20 veces y 13 veces en la sensibilidad a la
inhibicion de retroalimentacion en comparacion con la enzima de tipo silvestre.

Tabla 2
Enzima Ki (uM)
TS 612,2
R132H 28,6
R132S 45,3

D. El efecto de MnCl; en la descarboxilacion oxidativa del isocitrato en a-cetoglutarat (a-KG).

MnCl, puede ser sustituido con MgCl, para examinar si existe cualquier diferencia en la descarboxilacion oxidativa
del isocitrato en a-cetoglutarato (a-KG).

E. El efecto de las mutaciones de R132 en el efecto inhibidor de oxalomalato sobre IDH1

El propdsito de este ejemplo es examinar la susceptibilidad de IDH1R132S y IDH1R132H en la descarboxilacion
oxidativa del isocitrato en a-cetoglutarato (a-KG) con el conocido oxalomalato inhibidor de IDH1. Se realizaron
experimentos para examinar si las mutaciones de R132 evitan la inhibicion por el oxalomalato.

Concentraciones finales: Tris 7,5 20 mM, NaCl 150 mM, MnCl, 2 mM, glicerol al 10%, BSA al 0,03%, NADP 0,5 mM,
IDH1 de tipo silvestre 1,5 pug/ml, IDH1R132S 30 pg/ml, IDH1R132H 60 pg/ml, DL-isocitrato (5-650 pM). Los
resultados se resumen en la figura 17 y en la Tabla 3. La mutacion R132S muestra aproximadamente un aumento
de dos veces en la susceptibilidad a la inhibicion por el oxalomalato, mientras que la mutacion R132H esencialmente
no se ve afectada. En todos los tres casos, se observo el mismo modo completamente competitivo de inhibicién con
respecto al isocitrato.

Tabla 3
Enzima Oxalomalato Ki (uM)
TS 955,4
R1328 510
R132H 950,8

F. Reacciones directas (isocitrato en a-KG) de la enzima mutante no se completan.

Las reacciones directa que contienen ICDH1 R132S o ICDH1 R132H se ensamblaron y se controlé el progreso de la
reaccion mediante un aumento en la OD340 del cofactor NADPH reducido. Se observd (Fig. 23), que estas
reacciones transcurren en la direccion directa durante un periodo de tiempo y luego en direccion inversa y oxidan el
cofactor reducido en las primeras etapas de la reaccion, esencialmente a la concentracion de partida presentes en el
inicio del experimento. La adicion de mas isocitrato reinicid la reaccion directa por un periodo de tiempo, pero una
vez mas no indujo a que la reaccidon procediera hasta completarse. N vez de eso, el sistema volvio a
concentraciones iniciales de NADPH. Este experimento sugiere que las enzimas mutantes estaban realizando una
reaccion inversa diferente de la conversién de a-KG en isocitrato.

2. Analisis de IDHI de tipo silvestre y de los mutantes R132H y R132S en la reduccién de a-cetoglutarato (a-KG).
A. Métodos

Para determinar la eficiencia catalitica de las enzimas en la reduccién de la a-cetoglutarato (a-KG), se llevaron a
cabo reacciones para determinar Vmax y Km para a-KG. En estas reacciones, el sustrato se varié mientras que el
cofactor se mantuvo constante a 500 pM. Todas las reacciones se realizaron en regulador de fosfato de potasio 50
mM, pH 6,5, glicerol al 10%, BSA al 0,03% (p / v), MgCl> 5 mM, e hidrocarbonato de sodio 40 mM. El progreso de la
reaccion se siguid6 mediante espectroscopia a 340 nm para controlar el cambio en el estado de oxidacion del
cofactor. Se anadi6 suficiente enzima para producir un cambio lineal en la absorbancia durante 10 minutos.

B. Las enzimas mutantes R132H y R132S, pero no la enzima de tipo silvestre, apoyan la reduccion de a-KG.

Para probar la capacidad de las enzimas de tipo silvestre y mutante para llevar a cabo la reduccién de a-KG, se
incubaron 40 pg / ml de enzima bajo las condiciones para la reduccion de a-cetoglutarato (a-KG) como se describio
anteriormente. Los resultados se presentan en la figura 14. La enzima de tipo silvestre fueron incapaces de consumir
NADPH, mientras que R132S y R132H redujeron a-KG y consumieron NADPH.

C. La reducciéon de a-KG por los mutantes R132H y R132S ocurre in vitro a concentraciones fisiolégicamente
relevantes de a-KG.
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Para determinar los parametros cinéticos de la reduccion de a-KG realizada por las enzimas mutantes, se realizé un
experimento de titulaciéon del sustrato, tal como se presenta en las Figs. 15A-15B. R132H mantiene la interaccion
sustrato tipo Hill como se observa en la descarboxilacion oxidativa del isocitrato, pero mostré6 un enlazamiento
cooperativo positivo del sustrato. R132S mostré una conversién a la cinética de Michaelis-Menten con la adicion de
inhibicion de sustrato no competitivo, comparado con la enzima de tipo silvestre en la descarboxilacion oxidativa del
isocitrato. Los parametros enzimaticos de la enzima mutante se presentan en la Tabla 4. Ya que la enzima de tipo
silvestre no consumié NADPH medible en el experimento descrito anteriormente, no se realizé un estudio cinético
completo.

Tabla 4
Enzima Vmax (umol/min/mg) (mM) Km Constante de Hill Ki (mM) Vmax/Km
R132H 1.3 0,965 1,8 1,35
R1328 2.7 0,181 0,479 24,6 14,92

La eficiencia catalitica relativa de la reduccion de a-KG es aproximadamente diez veces mayor en el mutante R132S
que en el mutante R132H. La consecuencia biolégica es que la tasa de flujo metabdlico debe ser mayor en las
células que expresan R132S comparado con R132H.

D. Analisis de IDH1 de tipo silvestre y de los mutantes R132H y R132S en la reduccion de alfa-cetoglutarato con
NADH.

Con el fin de evaluar la capacidad de las enzimas mutantes para utilizar NADH en la reduccion de alfa-cetoglutarato,
se llevd a cabo el siguiente experimento. Concentraciones finales: NaHCO3 40 mM, MgCl> 5 mM, glicerol al 10%,
K2HPO4 50 mM, BSA al 0,03%, NADH 0,5 mM, IDH1 de tipo silvestre 5 ug/ml, R132S 30 pg/ml, R132H 60 ug/ml,
alfa-cetoglutarato 5 mM.

Los resultados se muestran en la fig. 16 y en la Tabla 5. El mutante R132S demostrd la capacidad para utilizar
NADH mientras que la de tipo silvestre y R132H no mostraron un consumo medible de NADH en presencia de alfa-
cetoglutarato.

Tabla 5: Consumo de NADH por R132S en presencia de alfa-cetoglutarato

R132S Media DE
Tasa (AA/seg) 0,001117 0,001088 0,001103 2,05E-05
pgmol/min/mg 0,718328 0,699678 0,709003 0,013187

Resumen

Para entender cémo las mutaciones de R132 alteran las propiedades enzimaticas de IDH1, se produjeron y
purificaron proteinas de tipo silvestre e IDH1 R132H mutantes a partir de E. coli. Cuando se midié la
descarboxilacién oxidativa que depende de NADP* del isocitrato usando proteina de tipo silvestre purificada o IDH1
mutante R132H, se confirmd que la mutacion R132H desmejora la capacidad de IDH1 para catalizar esta reaccion
(Yan, H. y colaboradores N Engl J. Med 360, 765-73 (2009); Zhao, S. y colaboradores Science 324, 261-5 (2009)),
como es evidente por la pérdida de afinidad de enlazamiento tanto para el isocitrato como para MgCl; junto con una
disminucion de 1000 veces en la renovacion catalitica (Figs. 30A y 30C). Por el contrario, cuando se evalud la
reduccion que depende de NADPH de a-KG utilizando ya sea proteina de tipo silvestre o IDH1 mutante R132H,
unicamente R132H podia catalizar esta reaccién a una velocidad medible (Figs. 30 y 30C). Parte de este aumento
de velocidad de la reduccion de a-KG resulta de un aumento de la afinidad de enlazamiento tanto para el cofactor
NADPH como para el sustrato a-KG en la IDH1 mutante R132H (Fig. 30C). Tomados juntos, estos datos demuestran
que mientras la mutacién R132H conduce a una pérdida de funcién enzimatica por descarboxilacion oxidativa de
isocitrato, esta mutacion también resulta en una ganancia de la funciéon enzimatica para la reduccién que depende
de NADPH de a-KG.

2: Analisis de IDH1 mutante
El mutante R132H no resulta en la conversién de a-KG en isocitrato.

El uso de métodos experimentales estandar, se configurd un espectrometro de masas API2000 para la deteccion
optima de a-KG y del isocitrato (Tabla 6). Se seleccionaron las transiciones de MRM y se coordinaron de tal manera
que cada analito se control6 por una transicién Unica. A continuacion, una reaccién enzimatica que contiene a-KG 1
mM, NADPH 1 mM, y ICDH1 R132H se ensambld y se corrié hasta completarse como se juzga por la disminucion de
la linea base de la absorbancia 6ptica a 340 nm. Una reaccidn de control se llevé a cabo en paralelo a partir de la
cual se omitié la enzima. Las reacciones se inactivaron 1:1 con metanol, se extrajeron y se sometieron a analisis por
LC-MS/MS.
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La figura 18A presenta la reaccién de control que indica que a-KG no fue consumida en ausencia de la enzima, y no
se presento isocitrato detectable. La figura 18B presenta la reaccién que contiene la enzima R132H, en la cual el o-
KG habia sido consumido, pero no se detectd isocitrato. La figura 18C presenta un segundo analisis de la que
contiene la enzima en la cual se habia introducido isocitrato hasta una concentracion final de 1 mM, demostrando
que a-KG habia sido convertida en isocitrato a cualquier concentracién apreciable mayor que 0,01%, el sistema
analitico configurado habria sido capaz de detectar su presencia en la reaccién que contenia la enzima. La
conclusidon de este experimento es que mientras a-KG que consumida por R132H, no se produjo isocitrato. Este
experimento indica que una neoactividad del mutante R132H es la reduccion de a-KG hasta un compuesto diferente
de isocitrato.

Tabla 6. Ajustes del instrumento para la deteccion de MRM de los compuestos
Compuesto Q1 Q3 DP FP EP CEP CE CXP
a-KG 144,975 100,6 -6 -220 -10 -16 -10 -22
Isocitrato 191,235 110,9 -11 -230 -4,5 -14 -16 -24
a-cetoglutarato 147,085 128,7 -1 -280 -10 -22 -12 -24

El mutante R132H reduce a-KG hasta el acido 2-hidroxiglutarico.

Usando métodos experimentales estandar, se configurd un espectrometro de masas API2000 para deteccion éptima
del 2-hidroxiglutarato (Tabla 6 y la Fig. 19). Se investigaron los productos de reaccién de las reacciones que
contienen enzima y control de mas arriba por la presencia de acido 2-hidroxiglutarico, fig. 20. En la reaccion de
control, no se detectd acido 2-hidroxiglutarico, mientras que en la reaccién que contiene R132H, se detectd acido 2-
hidroxiglutarico. Estos datos confirman que una neoactividad del mutante R132H es la reduccion de a-KG hasta el
acido 2-hidroxiglutarico.

Para determinar si la proteina mutante R132H produce directamente 2HG a partir de a-KG, se examiné el producto
de la reacciéon de IDH1 mutante utilizando LC-MS con electroaspersion con triple cuadrupolo en modo de ion
negativo. Estos experimentos confirmaron que 2HG era el producto directo de la reduccion de a-KG que depende de
NADPH por la proteina mutante R132H purificada mediante la comparacién con estandares conocidos del
metabolito (Fig. 31A). La conversion de a-KG en isocitrato no fue observada.

Se puede determinar la especificidad enantiomérica del producto de reaccién a través de la formacion de derivados
con DATAN (acido diacetil-L-tartarico) y la comparacion del tiempo de retencion con aquella de los estandares
conocidos R y S. Este método se describe en Struys y colaboradores, Clin Chem 50: 1391-1395 (2004). La
produccién estereoespecifica ya sea del enantidmero R o S del acido alfa-hidroxiglutarico por ICDHI R132H puede
modificar la actividad bioldgica de otras enzimas presentes en la célula. También puede ocurrir produccién racémica.

Por ejemplo, se puede medir el efecto inhibidor del acido alfa-hidroxiglutarico sobre la actividad enzimatica de las
enzimas que utilizan a-KG como sustrato. En una realizacién, el acido alfa-hidroxiglutarico puede ser un inhibidor
analogo del sustrato o del productos de ICDHI de tipo silvestre. En otra realizacion el acido alfa-hidroxiglutarico
puede ser un inhibidor andlogo de sustrato o del productos de HIF1 prolil hidroxilasa. En el caso anterior, la
inhibicion de ICDH1 de tipo silvestre por el producto enzimatico de R132H reducira los niveles circulantes de a-KG
en la célula. En este ultimo caso, la inhibicién de HIF1 prolil hidroxilasa resultara en la estabilizacion de HIF1 y una
induccién de la cohorte de respuesta hipdxica de respuestas celulares.

ICDH R132H reduce a-KG hasta el enantidmero R de 2-hidroxiglutarato.
Existen dos posibles enantiomeros del producto de la reaccion reductora de ICDHR132H, que convierte alfa-
cetoglutarato en 2-hidroxiglutarato, estando el centro quiral localizado en la posicién del carbono alfa. Los ejemplos

de productos se representan a continuacion.

O (o) (@] O

OH OH
R-2-hidroxiglutarato S-2-hidroxiglutarato

Estos son mencionados por aquellos con conocimiento en la técnica como los enantiémeros R (o pro-R) y S (o pro-
S), respectivamente. Con el fin de determinar qué forma o ambas se produce como resultado de la neoactividad de
ICDH1 descrita anteriormente, se determiné la cantidad relativa de cada forma quiral en el producto de reaccién en
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el procedimiento descrito a continuacion.

Se llevd a cabo la reduccion de a-KG a 2-HG por ICDHR132H en presencia de NADPH como se describié
anteriormente, y se controld el progreso de la reaccion mediante un cambio en el coeficiente de extincion del
cofactor del nucleétido a 340 nm; una vez se juzgd que la reaccién estaba completa, se extrajo la reaccién con
metanol y se sec6 completamente en una corriente de gas nitrégeno. En forma paralela, se resuspendieron las
muestras de R-2-HG quiralmente pura y una mezcla racémica de R y S-2-HG (producido por una reduccion
puramente quimica de un a-KG en 2-HG) en ddH-0, similarmente se extrajo con metanol, y se seco.

Los productos de reaccion o los estandares quirales fueron luego resuspendidos en una solucién de diclorometano:
acido acético (4:1) que contenia 50 g/L de DATAN y se calenté a 75°C durante 30 minutos para promover la
formacion de derivados de 2-HG en el esquema descrito a continuacion:

A=T48 M=218 M=364

2 ? i i
oH HG,C'JLO G“'I'L‘CHs H,C o] O H

)
7. CH, O HAS T
HWCMGGUH + n — © |H0; ;'O
I, THE &
H{‘.)OC:J'!\/\GOOH

Después de enfriar a temperatura ambiente, se secaron las reacciones de la formacién de derivados hasta
terminacion y se resuspendieron en ddH>O para el analisis en un sistema de LC-MS / MS. El analisis de los
productos de reaccion y de los estandares quirales se realizdé en un sistema LC-MS/MS API2000 utilizando una
columna C18 2 x 150 mm con un flujo isocratico de 200 pl/min de 90:10 (formato de amonio, pH 3,6: metanol) y
controlando los tiempos de reaccion del complejo 2-HG-DATAN usando XIC vy la transicion MRM de diagnéstico de
363/147 en el modo de ion negativo.

Debe tenerse en cuenta que los tiempos de retencién en los experimentos descritos a continuacion son aproximados
y precisos hasta dentro de +/- 1 minuto; el pico altamente reproducible observado a los 4 minutos es un artefacto de
una valvula que conmuta la columnas cuya presencia no tiene ninguna consecuencia sobre las conclusiones
extraidas del experimento.

La inyeccién de la mezcla racémica produjo dos picos de igual area con tiempos de retencion de 8 y 10 minutos (Fig.
24A), mientras que la inyeccion del estandar R-2-HG dio como resultado un pico principal con un area > 95% a los
10 minutos y un pico menor con un area < 5% a los 8 minutos (figura 24B.); indicando que el estandar de R-2-HG es
aproximadamente 95% R y 5% S. Por lo tanto, este método permite separar las formas quirales R y S-2-HG y
determinar las cantidades relativas de cada uno en una muestra dada. La coinyeccion de la mezcla racémica y el
estandar de R-2-HG dio como resultado dos picos a los 8 y 10 minutos, con un pico mayor a los 10 minutos
resultante de la adicion de la forma pro-R excedente (el estandar) con una mezcla previamente igual de R y S-2-HG
(Fig. 24C). Estos experimentos nos permiten asignar el pico de 8 minuto a la forma S-2-HG y el pico de 10 minutos a
la forma R-2-HG.

La inyeccion del producto de reaccién solo de la enzima de neoactividad que forma derivados produce un solo pico a
los 10 minutos, lo que sugiere que el producto de reaccion es neoactividad es R-2-HG quiralmente puro (Fig. 24D).
La coinyeccion del producto de reaccion de neoactividad con el estandar R-2-HG resulta en un pico principal con un
area > 95% a los 10 minutos (Fig. 24E) y un pico menor Unico con un area < 5% a los 8 minutos (previamente
observado en la inyeccion del estandar R-2-HG solo) confirmando la quiralidad del producto de neoactividad como
R. La coinyeccion de una mezcla racémica y el producto de reaccion de neoactividad (Fig. 24F) resulta un pico con
un area de 60% a los 10 minutos y un pico con un area de 40% a 8 minutos; esta desviacion de las areas de los
picos previamente simétricos as en la muestra del racemato es debida a la presencia en exceso de la forma R-2-HG
aportado por la adicion del producto de reaccion de neoactividad. Estos experimentos permiten concluir que la
neoactividad de ICDH1 es una reduccién quiral altamente especifica de a-KG en R-2-HG.

Propiedades de la enzima de otras mutaciones IDH1

Para determinar si las propiedades de la enzima alteradas que resultan de la mutacion R132H fueron compartidas
por otras mutaciones de R132 encontradas en gliomas humanos, se generaron proteinas IDH1 mutantes R132C,
R132L y R132S y se evaluaron las propiedades enzimaticas. En forma similar a la proteina R132H mutante, R132C,
las mutaciones R132L y R132S todas resultaron en una ganancia funcion para la reduccion que depende de NADPH
de a-KG (datos no mostrados). Por lo tanto, ademas del desmejoramiento de la descarboxilaciéon oxidativa del
isocitrato, una caracteristica comun compartida entre las mutaciones IDH1 encontradas en gliomas humanos es la
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capacidad de catalizar la reduccion directa que depende de NADPH de a-KG.

Identificacion de la produccion de 2-HG en lineas de células de glioblastoma que contienen la proteina mutante IDH-
1 R132H.

Generacion de lineas celulares de glioblastoma modificadas por ingenieria genética que expresan proteina IDH1 de
tipo silvestre o mutante. Un clon del marco de lectura abierto (ORF) etiquetado con Myc-DDK en el terminal
carboxilos de isocitrato deshidrogenasa 1 humana (IDH1; Ref. ID: NM_005896) clonado en el vector pCMV6 fue
obtenido a través del proveedor comercial Origen Inc. El vector pPCMV6 contiene tanto casetes de resistencia a la
neomicina como a la canamicina para seleccion tanto en sistemas bacterianos y como mamiferos. Se utilizaron
técnicas estandar de mutagénesis de biologia molecular para alterar la secuencia de ADN en el par de bases 364
del ORF para introducir cambios en el pare de bases de guanina en adenina lo que resulta en un cambio en el
codigo del aminoacido en la posicion 132 de arginina (tipo silvestre) en histidina (mutante; o R132H). La alteracion
de la secuencia especifica de ADN se confirmé mediante métodos estandar por el analisis de la secuencia de ADN.
Los vectores parentales pCMV6 (sin inserto), pCMV6-ts IDH1 o pCMV6-R132H fueron transfectaron en lineas
celulares de glioblastoma humano inmortalizadas ATCC® CRL-2610 (LN-18) o HTB-14 (U-87) en medio de
crecimiento estandar (DMEM; Medio de Eagle modificado de Dulbecco que contenia 10% de suero bovino fetal).
Aproximadamente 24 horas después de la transfeccion, los cultivos celulares fueron transferidos a DMEM que
contenia sal de sodio G418 en concentraciones ya sea de 750 yg / ml (CRL-2610) o 500 pg / ml (HTB-14) para
seleccionar aquellas células en el cultivo que expresaron el casete de ADN integrado que expresa tanto el marcador
seleccionable de neomicina como el ORF para el tipo silvestre humano o R132H. Se generaron poblaciones
combinadas de células resistentes a G418 y se confirmd la expresion tanto de IDH1 de tipo silvestre como IDH1
R132 mediante andlisis estandar de transferencias tipo Western de lisados celulares utilizando anticuerpos
comerciales que reconocen tanto el antigeno IDH1 humano como la etiqueta de expresion MYC-DDK del terminal
carboxilo modificado genéticamente. Estas combinaciones estables clonales fueron luego utilizadas para la
preparacién y el analisis del metabolito.

Procedimiento para la preparacién y el analisis de metabolito. Las lineas celulares de glioblastoma (CRL-2610 y
HTB-14) que expresan proteina IDH1 mutante o de tipo silvestre fueron cultivadas usando técnicas de cultivo
estandar de tejidos de mamifero sobre medio DMEM que contenia 10% de FCS, glucosa 25 mM, glutamina 4 mM, y
antibidtico G418 (CRL- 2610 a 750 yg / ml; HTB-14 a 500 pg / ml) para asegurar la seleccidon en curso para
preservar las secuencias de expresién mutante transfectadas. En la preparacion para los experimentos de
extraccion del metabolito, se pasaron las células a placas de cultivo redondas de 10 cm con una densidad de 1 x 10°
células. Aproximadamente 12 horas antes de la extraccion del metabolito, se cambié el medio de cultivo (8 ml por
placa) a DMEM que contenia 10% de FCS dializado (10000 mwco), glucosa 5 mM, glutamina 4 mM, y antibiético
G418 anteriormente; el FCS dializado remueve multiples moléculas pequefas del medio de cultivo celular y permite
la evaluacion especifica del cultivo celular de niveles de metabolito. Se cambié nuevamente el medio 2 horas antes
de la extraccion del metabolito. La extraccion del metabolito se logré mediante aspiracion rapida del medio de las
placas de cultivo en una campana estéril, colocando inmediatamente los tapas en una bandeja que contenia hielo
seco para enfriarlas a -80°C, y tan rapido como sea posible, afiadir 2,6 ml de 80% de MeOH / 20% de agua,
previamente enfriados a - 80°C en un bafio de hielo seco / acetona. Estas células enfriadas extraidas en metanol
fueron luego fisicamente separadas de las placas de cultivo raspando con un levantador de células de polietileno
estéril (Corning # 3008), puesto en suspension y transferido a un vial cénico de 15 ml, luego enfriado a -20°C. Se
aplicé 1,0 ml adicional de 80% de MeOH / 20% de agua a la placa de cultivo enfriada, y se repitié el procedimiento
de levantamiento de células, para producir un volumen de extraccion final de 3,6 ml. Se centrifugaron los extractos a
20.000 x g durante 30 minutos para sedimentar los residuos celulares, y se transfirieron 3,0 ml de los sobrenadantes
a un vial de congelador con tapa rosca y se almacend a -80°C hasta estar listo para el analisis.

En la preparacion para el analisis, se removieron los extractos del congelador y se secaron en un soplador de
nitrégeno para remover el metanol. Se analizaron las muestras 100% acuosas mediante LCMS de la siguiente
forma. Se inyect6 el extracto (10 pyL) en una columna de HPLC de fase inversa (Synergi 150 mm x 2 mm,
Phenomenex Inc.) y se eluy6 utilizando un gradiente lineal de metanol grado LCMS (Regulador B) en tributilamina
acuosa 10 mM, acido acético 15 mM (Regulador A), corriendo desde 3% de regulador B hasta 95% de regulador B
durante 45 minutos a 200 pyL/min. Se detectaron los iones eluidos del metabolito utilizando un espectrémetro de
masas de triple cuadrupolo, sintonizado para detectar en modo negativo con el conjunto de transicion en modo de
control de reacciéon multiple (MRM) de acuerdo con los pesos moleculares y los patrones de fragmentacion para 38
metabolitos centrales conocidos, incluyendo 2-hidroxiglutarato (los pardmetros de GRM se optimizaron para la
infusién previa de estadndares conocidos del compuesto). Se procesaron los datos utilizando software Analyst
(Applied Biosystems, Inc.) y se convirtieron las intensidades de la sefial del metabolito en concentraciones absolutas
utilizando curvas elaboradas de sefial de mezclas inyectadas de estdndares de metabolitos a concentraciones
conocidas. Las concentraciones finales de metabolito se presentan como media de al menos tres repeticiones, +/- la
desviacion estandar.

Resultados. Los analisis revelaron niveles significativamente altos de 2-HG en células que expresan la proteina

mutante IDH-1 R132H. Como se muestra en la figura 26A, los niveles de 2-HG en lineas celulares CRL-2610 que
expresan la proteina mutante IDH-1 R132H son aproximadamente 28 veces mayores que las lineas idénticas que
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expresan la proteina de tipo silvestre. En forma similar, los niveles de 2-HG en lineas celulares HTB-14 que
expresan la proteina mutante IDH-1 R132H son aproximadamente 38 veces mayores que las lineas idénticas que
expresan la proteina de tipo silvestre, como se muestra en la figura 26B.

Evaluacidon de la produccion de 2-hidroxiglutarato (2-HG) en tumores de glioblastoma humano que contenian
mutaciones en isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1) en el aminoacido 132.

Las mutaciones somaticas heterocigotas en la posicion del nucleétido 395 (codon aminoacido 132) en el transcripto
que codifica la isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1) pueden ocurrir en tumores de cerebro.

Fuente de tejido: Los tumores de cerebro humano fueron obtuvieron durante reseccion quirdrgica, congelacion
instantanea en nitrogeno liquido y almacenados a -80°C. La clasificacion clinica del tejido como gliomas se realizd
utilizando categorizacion y clasificacion patoldgica clinica estandar.

Andlisis de la secuencia genémica para identificar muestras de tumor de cerebro que contienen ya sea isocitrato
deshidrogenasa (IDH1) de tipo silvestre o mutaciones que alteran el aminoacido 132. Se aisl6 ADN gendmico de 50-
100 mg de tejido tumoral de cerebro utilizando métodos estandar. Se realiz6 luego un procedimiento de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) sobre el ADN gendmico aislado para amplificar un fragmento 295 de pares de bases
del ADN gendmico que contiene tanto las secuencias de intrén y como del 2% exon de IDH1 humano (Fig. 27). Enla
figura 27, se muestra la secuencia del intrén en letra minuscula; el 2do exdén de la secuencia de ADN de IDH1 se
muestra en letra mayuscula; las secuencias del cebador directo (5') e inverso (3') se muestran en caracteres
subrayados; el nucleétido guanina mutado en un subgrupo de tumores de glioma humano se muestra en caracteres
subrayados y en negrita.

El fragmento de ADN amplificado fue luego secuenciado utilizando protocolos estandar y se realizaron las
alineaciones de secuencias para clasificar las secuencias, ya sea como de tipo silvestre o mutante en el nucleétido
guanina en el par de bases 170 del fragmento PCR amplificado. Se identificaron los tumores que contenia ADN
gendmico que tenia ya sea dos copias de guanina (tipo silvestre) o una combinacion mixta o monoalélica de un alelo
IDH1 que contenia guanina y el otro una secuencia de adenina (mutante) en el par de bases 170 del producto
amplificado (Tabla 15). El cambio de nucledtido resulta en un cambio en la posicion del aminoacido 132 de la
proteina IDH1 humana de arginina (tipo silvestre) en histidina (mutante) como se report6 previamente.

Tabla 15. varianza de secuencia en el par de bases 170 del ADN genémico amplificado de muestras de glioma

humano.

ID de la muestra Base 170 IDH1 Amino acido 132 Genotipo
1102 G arginina Tipo silvestre
1822 A histidina mutante
496 G arginina Tipo silvestre
1874 A Histidina mutante
816 A Histidina mutante
534 G Arginina Tipo silvestre
AP-1 A Histidina mutante
AP-2 A histidina mutante

Procedimiento para preparacion y el analisis del metabolito. La extraccion del metabolito se logré mediante la adicion
de un volumen 10 X (relacion m/v) de una mezcla de metanol:agua a -80°C (80%:20%) al tejido de cerebro
(aproximadamente 100 mg) seguido por 30 segundos de homogeneizacion a 4°C. Estos tejidos homogenizados
enfriados, extraidos en metanol fueron luego centrifugaron a 14.000 rpm durante 30 minutos para sedimentar los
residuos celulares y de tejido y se transfirieron los sobrenadantes de tejido aclarados a un vial de congelador de tapa
rosca y se almacenaron a -80°C. Para el analisis, se afiadié un volumen 2X de tributilamina (10 mM) acido acético
(10 mM), pH 5,5 a las muestras y se analizaron por LCMS la siguiente forma. Se filtraron los extractos de la
muestras usando un disco Millex-FG de 0,20 micras y se inyectaron 10 pL en una columna de HPLC de fase inversa
(Synergi 150 mm x 2 mm, Phenomenex Inc.) y se eluyeron utilizando metanol grado LC-MS en gradiente lineal
(50%) con tributilamina 10 mM y acido acético 10 mM) con una rampa de 80% de metanol: tributilamina 10 mM:
acido acético 10 mM durante 6 minutos a 200 uL/min. Se detectaron los iones eluidos del metabolito utilizando un
espectrometro de masas de triple cuadrupolo, sintonizado para detectar en modo negativo con el conjunto de
transicion en modo de control de reaccion multiple (de MRM) de acuerdo con los pesos moleculares y los patrones
de fragmentacion para 8 metabolitos centrales conocidos, incluyendo 2-hidroxiglutarato (los pardametros de MRM
fueron optimizados por infusion previa de estandares conocidos del compuestos). Se procesaron los datos utilizando
software Analyst (Applied Biosystems, Inc.) y se obtuvieron las intensidades de sefal del metabolito mediante
métodos estandar de integracion de pico.

Resultados. Los analisis revelaron niveles dramaticamente mas altos de 2-HG en muestras de células de tumor que
expresan la proteina mutante IDH-1 R132H. Los datos se resumen en la Tabla 16 y en la fig. 28.
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Para determinar si la produccién de 2HG es caracteristico de los tumores que albergan mutaciones en IDH1, se
extrajeron metabolitos de gliomas malignos humanos que eran o bien de tipo silvestre o0 mutantes para IDH1. Se ha
sugerido que los niveles de a-KG disminuyen en las células transfectadas con IDH1 mutante (Zhao, S. y
colaboradores. Science 324, 261 - 5 (2009)). El nivel promedio de a-KG de 12 muestras de tumores que albergan
diversas mutaciones de R132 fue ligeramente menor que el nivel promedio de a-KG observado en 10 tumores que
son de tipo silvestre para IDH1. Esta diferencia en a-KG no fue estadisticamente significativa, y se observd un
intervalo de niveles de a-KG tanto en tumores de tipo silvestre como mutantes. Por el contrario, se encontraron
niveles mayores de 2HG en todos los tumores que contenian una mutacion R132 IDH1. Todos los tumores IDH1
mutantes R132 examinados tenian entre 5 y 35 ymol de 2HG por gramo de tumor, mientras que los tumores con
IDH1 de tipo silvestre tenian méas de 100 veces menos 2HG. Este aumento en 2HG en tumores mutantes de R132
era estadisticamente significativa (p <0,0001). Se confirmé que (R)-2HG era el isémero presente en las muestras de
tumor (datos no mostrados). Estos datos en conjunto, establecen que la nueva actividad enzimatica asociada con
mutaciones R132 en IDH1 traen como resultado la produccion de 2HG en tumores de cerebro humano que albergan
estas mutaciones.

Se sabe que 2HG se acumulan en el trastorno metabolico heredado aciduria 2-hidroxiglutarica. Esta enfermedad es
causada por deficiencia en la enzima 2-hidroxiglutarato deshidrogenasa, que convierte 2HG en a-KG (Strays, E. A. y
colaboradores. Am J Hum Genet 76, 358-60 (2005)). Los pacientes con deficiencias en 2-hidroxiglutarato
deshidrogenasa acumulan 2HG en el cerebro como se evalia mediante analisis de MRI y CSF, desarrollan
leucoencefalopatia, y tienen un mayor riesgo de desarrollar tumores cerebrales (Aghili, M., Zahedi, F. & Rafiee, J
Neurooncol 91, 233 -6 (2009); Kolker, S., Mayatepek, E. & Hoffmann, Neuropediatria GF 33, 225-31 (2002); Wajner,
M., Latini, A., Wyse, AT & Dutra-Filho, CS J Inherit Metab Dis 27, 427-48 (2004)). Ademas, elevados niveles de 2HG
en el cerebro dan como resultado mayores niveles de ROS (Kolker, S. y colaboradores Eur J Neurosci 16, 21-8
(2002);.. Latini, A. y colaboradores Eur J Neurosci 17, 2017-22 (2003) ), contribuyendo potencialmente a un mayor
riesgo de cancer. La capacidad de 2HG para actuar como un agonista del receptor NMDA puede contribuir a este
efecto (Kolker, S. y colaboradores. Eur J Neurosci 16, 21-8 (2002)). 2HG también puede ser téxico para las células
inhibiendo competitivamente glutamato y / o a-KG utilizando enzimas. Estas incluyen transaminasas que permiten la
utilizacién de nitrégeno glutamato para la biosintesis de aminoacidos y acido nucleico, y las prolil hidroxilasas que
dependen de a-KG tal como aquellas que regulan los niveles de Hif1a. Las alteraciones en Hif1a se ha reportado de
resultan de la expresidon de proteina IDH1 mutante (Zhao, S. y colaboradores. Ciencia 324, 261-5 (2009)).
Independientemente del mecanismo, parece probable que la capacidad de ganancia de funcién de las células para
producir 2HG como resultado de las mutaciones de R132 en IDH1 contribuye a la tumorigénesis. Los pacientes con
deficiencia de 2-hidroxiglutarato deshidrogenasa tienen un alto riesgo de neoplasia del SNC (Aghili, M., Zahedi, F. &
Rafiee, E. J Neurooncol 91, 233-6 (2009)). La capacidad de IDH1 mutante para actuar directamente sobre a-KG
puede explicar la prevalencia de mutaciones IDH1 en tumores de tejido del SNC, que son unicos en su alto nivel de
absorcion de glutamato y su facil conversion en a-KG en el citosol (Tsacopoulos, M. J Physiol Paris 96, 283-8
(2002)), proporcionando de esta manera altos niveles de sustrato para la produccién de 2HG. La codominancia
aparente de la actividad de IDH1 mutante con aquella de la enzima de tipo silvestre es consistente con la genética
de la enfermedad, en donde Unicamente se muta una sola copia del gen. Como se discutié anteriormente, la IDH1
de tipo silvestre podria proporcionar directamente NADPH y a-KG a la enzima mutante. Estos datos también
demuestran que la mutacion de R132 en histidina, serina, cisteina, glicina o leucina comparte una capacidad comun
para catalizar la conversion que depende de NADPH de a-KG en 2HG. Estos hallazgos ayudan a aclarar por qué las
mutaciones en otros residuos aminoacidos de IDH1, incluyendo otros residuos esenciales para la actividad
catalitica, no se encuentran. Finalmente, estos hallazgos tienen implicaciones clinicas ya que sugieren que la
produccién de 2HG identificara los pacientes con tumores de cerebro con IDH1 mutante. Esto sera importante para
pronosticar como los pacientes con mutaciones IDH1 viven mas que los pacientes con gliomas caracterizados por
otras mutaciones (Parsons, D. W. y col., Science 321, 1807-1812 (2008)). Ademas, los pacientes con gliomas de
menor grado pueden beneficiarse por la inhibicion terapéutica de la produccién de 2HG. La inhibiciéon de la
produccion de 2HG por IDH1 mutante puede hacer mas lenta o detener la conversiéon de glioma de menor grado en
un glioblastoma secundario letal, cambiando el curso de la enfermedad.

El producto de reaccion ICDH1 R132H de a-KG inhibe la descarboxilacion oxidativa del isocitrato por ICDH1 de tipo
silvestre.

Se ensamblé una reaccion que contiene ICDH1 de tipo silvestre, NADP, y a-KG (bajo las condiciones descritas
anteriormente) a la que se afiadié en una serie de titulacion o bien (R)-2-hidroxiglutarato o el producto de reaccién
de la reduccion del mutante ICDH1 R1321H de a-KG en 2-hidroxiglutarato. El producto de reaccion 2-HG ha
demostrado inhibir la descarboxilacion oxidativa del isocitrato por el ICDH1 de tipo silvestre, mientras que el (R)-2-
hidroxiglutarato no mostré ningun efecto sobre la velocidad de la reaccidén. Puesto que hay sdélo dos posibles
productos quirales de la reduccion de mutante ICDH1 R132H de a-KG en 2-HG, y la (R)-2-HG no mostré inhibicion
en este ensayo, se deduce que el producto de la reaccion del mutante es la forma (S)-2-HG. Este experimento se
presenta en la figura. 25.

Para determinar la quiralidad del 2HG producido, se formaron derivados de los productos de la reaccion de R132H

con diacetil-L-tartarico anhidrido, lo que permitié la separacion de los enantiomeros (S) y (R) de 2HG por simple LC
de fase inversa y detectando los productos por espectrometria de masas en tandem (Strays, EA, Jansen, EE,
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Verhoeven, NM y Jakobs, C. Clin Chem 50, 1391-5 (2004)) (Fig. 31B). Los picos correspondientes a los isémeros
(S) y (R) de 2HG fueron confirmados usando estandares racémico y R(-)-2HG. El producto de reaccién de R132H
luido conjuntamente con el pico de R(-)-2HG, demostrando que el estereoisémero R(-) es el producto producido a
partir de a-KG por IDH1 mutante R132H.

La observacion de que el producto de reaccion de la enzima mutante es capaz de inhibir una reaccion metabdlica
que se sabe que ocurre en las células sugiere que este producto de reaccion puede inhibir también otras reacciones
que utilizan a-KG, isocitrato, o citrato como sustratos o los produce como productos in vivo o in vitro.

Ejemplo 3 analisis metabolomicos de IDH1 de tipo silvestre y mutantes

La investigacién de metabolémicos puede proporcionar la base mecanica de por qué las mutaciones de R132
confieren una ventaja para la supervivencia de pacientes con GBM que portan dichas mutaciones.

1. Metaboldmicos de lineas celulares de tumor GBM: tipo silvestre vs mutantes de R132

Las lineas celulares con mutaciones de R132 pueden ser identificadas y perfiladas. Se pueden realizar
experimentos en combinaciones de metabolitos proximales con un amplio alcance de metabolitos.

2. Tratamiento con Oxalomalato de lineas de células de GBM

El Oxalomalato es un inhibidor competitivo de IDH1. Se puede examinar el cambio de NADPH (Metabolémicos)
cuando IDH1 es inhibido por una pequefia molécula.

3. Metaboldmicos de tumores GBM primarios: de tipo silvestre vs mutaciones de R132

Se pueden identificar los tumores primarios con mutaciones de R132. Se pueden realizar los experimentos en una
combinacién de metabolitos proximales con un amplio alcance de metabolitos.

4. Deteccion de 2-hidroxiglutarato en células que sobreexpresan mutantes IDH1 132

La sobreexpresion de un mutante IDH1 132 en células puede causar un nivel elevado de 2-hidroxiglutarato y / o un
nivel reducido de alfa-cetoglutarato. Se puede realizar un experimento metabolomico para demostrar la
consecuencia de esta mutacion sobre la combinacion de metabolitos celulares.

Ejemplo 4 Evaluacion de IDH1 como un objetivo del cancer

La desactivacion génica que puede ser inducida con mirARNhc se puede realizar para examinar los perfiles
metabolémicos y del fenotipo celular. Las enzimas IDH1 grado HTS estan disponibles. Se pueden utilizar las
mutaciones de IDH descritos en esta memoria para la seleccion del paciente.

Ejemplo 5 ARNci
IDH1

Los ejemplos de ARNci se presentan en las siguientes tablas. Se pueden usar métodos conocidos en la técnica para
seleccionar otros ARNci. Los ARNci pueden ser evaluadas, por ejemplo, mediante la determinacion de la capacidad
de un ARNci para silenciar un IDH, por ejemplo, IDH1, por ejemplo, en un sistema in vitro, por ejemplo, en células
cultivadas, por ejemplo, células HeLa o células de glioma en cultivadas. Los ARNci conocido en la técnica para
silenciar el objetivo también se puede usar, véase, por ejemplo, Silencing of cytosolic NADP+ dependent isocitrate
dehydrogehnse by small interfering RNA enhanced the sensitivity of Help cells toward stauropin, Lee y
colaboradores., 2009, Free Radical Research, 43: 165-173.

Los ARNci en la Tabla 7 (con la excepcion de la entrada 1356) fueron generados utilizando la herramienta de
seleccion de ARNci disponible en Internet en jura.wi.mit.edu/bioc/siRNAext/. (Yuan y colaboradores. Nucl. Acids.
Res. 2004 32: W130-W134. ) Se pueden utilizar también otras herramientas de seleccion. Se adapt6 la entrada
1356 de Silencing of cytosolic NADP+ dependent isocitrate dehydrogehnse by small interfering RNA enhanced the
sensitivity of Help cells toward stauropin, Lee y colaboradores., 2009, Free Radical Research, 43: 165-173.

Los ARNci en las Tablas 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 y 14 representan candidatos que abarcan los ARNm de IDH1 en las
posiciones de los nucleétidos 628 y 629 de acuerdo con la secuencia en el GenBank con acceso No. NM_005896.2
(SEQ ID NO: 9, la Fig. 22).

Los ARN de las tablas se pueden modificar, por ejemplo, como se describe en esta memoria. Las modificaciones

incluyen modificaciones quimicas para mejorar las propiedades, por ejemplo, la resistencia a la degradacion, o el
uso de salientes. Por ejemplo, ya sea una o ambas de las cadenas sentido o antisentido de las tablas, pueden incluir
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Tabla 7. Los ARNci que direccionan a IDH1 de tipo silvestre

I(DFc:gc':lg?Bs)obre ARNm sentido (5’ a 3) ﬁgQ ID antisentido (5’ a 3’) EgQ ID
13 GGUUUCUGCAGAGUCUACU 14 AGUAGACUCUGCAGAAACC 15
118 CUCUUCGCCAGCAUAUCAU 16 AUGAUAUGCUGGCGAAGAG 17
140 GGCAGGCGAUAAACUACAU 18 AUGUAGUUUAUCGCCUGCC 19
145 GCGAUAAACUACAUUCAGU 20 ACUGAAUGUAGUUUAUCGC 21
199 GAAAUCUAUUCACUGUCAA 22 UUGACAGUGAAUAGAUUUC 23
257 GUUCUGUGGUAGAGAUGCA 24 UGCAUCUCUACCACAGAAC 25
272 GCAAGGAGAUGAAAUGACA 26 UGUCAUUUCAUCUCCUUGC 27
277 GGAGAUGAAAUGACACGAA 28 UUCGUGUCAUUUCAUCUCC 29
278 GAGAUGAAAUGACACGAAU 30 AUUCGUGUCAUUUCAUCUC 31
280 GAUGAAAUGACACGAAUCA 32 UGAUUCGUGUCAUUUCAUC 33
292 CGAAUCAUUUGGGAAUUGA 34 UCAAUUCCCAAAUGAUUCG 35
302 GGGAAUUGAUUAAAGAGAA 36 UUCUCUUUAAUCAAUUCCC 37
332 CCUACGUGGAAUUGGAUCU 38 AGAUCCAAUUCCACGUAGG 39
333 CUACGUGGAAUUGGAUCUA 40 UAGAUCCAAUUCCACGUAG 41
345 GGAUCUACAUAGCUAUGAU 42 AUCAUAGCUAUGUAGAUCC 43
356 GCUAUGAUUUAGGCAUAGA 44 UCUAUGCCUAAAUCAUAGC 45
408 GGAUGCUGCAGAAGCUAUA 46 UAUAGCUUCUGCAGCAUCC 47
416 CAGAAGCUAUAAAGAAGCA 48 UGCUUCUUUAUAGCUUCUG 49
418 GAAGCUAUAAAGAAGCAUA 50 UAUGCUUCUUUAUAGCUUC 51
432 GCAUAAUGUUGGCGUCAAA 52 UUUGACGCCAACAUUAUGC 53
467 CUGAUGAGAAGAGGGUUGA 54 UCAACCCUCUUCUCAUCAG 55
481 GUUGAGGAGUUCAAGUUGA 56 UCAACUUGAACUCCUCAAC 57
487 GAGUUCAAGUUGAAACAAA 58 UUUGUUUCAACUUGAACUC 59
495 GUUGAAACAAAUGUGGAAA 60 UUUCCACAUUUGUUUCAAC 61
502 CAAAUGUGGAAAUCACCAA 62 UUGGUGAUUUCCACAUUUG 63
517 CCAAAUGGCACCAUACGAA 64 UUCGUAUGGUGCCAUUUGG | 65
528 CAUACGAAAUAUUCUGGGU 66 ACCCAGAAUAUUUCGUAUG 67
560 GAGAAGCCAUUAUCUGCAA 68 UUGCAGAUAAUGGCUUCUC 69
614 CUAUCAUCAUAGGUCGUCA 70 UGACGACCUAUGAUGAUAG 71
618 CAUCAUAGGUCGUCAUGCU 72 AGCAUGACGACCUAUGAUG 73
621 CAUAGGUCGUCAUGCUUAU 74 AUAAGCAUGACGACCUAUG 75
691 GAGAUAACCUACACACCAA 76 UUGGUGUGUAGGUUAUCUC | 77
735 CCUGGUACAUAACUUUGAA 78 UUCAAAGUUAUGUACCAGG 79
747 CUUUGAAGAAGGUGGUGGU 80 ACCACCACCUUCUUCAAAG 81
775 GGGAUGUAUAAUCAAGAUA 82 UAUCUUGAUUAUACAUCCC 83
811 GCACACAGUUCCUUCCAAA 84 UUUGGAAGGAACUGUGUGC | 85
818 GUUCCUUCCAAAUGGCUCU 86 AGAGCCAUUUGGAAGGAAC 87
844 GGUUGGCCUUUGUAUCUGA 88 UCAGAUACAAAGGCCAACC 89
851 CUUUGUAUCUGAGCACCAA 90 UUGGUGCUCAGAUACAAAG 91
882 GAAGAAAUAUGAUGGGCGU 92 ACGCCCAUCAUAUUUCUUC 93
942 GUCCCAGUUUGAAGCUCAA 94 UUGAGCUUCAAACUGGGAC 95
968 GGUAUGAGCAUAGGCUCAU 96 AUGAGCCUAUGCUCAUACC 97
998 GGCCCAAGCUAUGAAAUCA 98 UGAUUUCAUAGCUUGGGCC 99
1001 CCCAAGCUAUGAAAUCAGA 100 UCUGAUUUCAUAGCUUGGG 101
1127 CAGAUGGCAAGACAGUAGA 102 UCUACUGUCUUGCCAUCUG 103
1133 GCAAGACAGUAGAAGCAGA 104 UCUGCUUCUACUGUCUUGC 105
1184 GCAUGUACCAGAAAGGACA 106 UGUCCUUUCUGGUACAUGC 107
1214 CCAAUCCCAUUGCUUCCAU 108 AUGGAAGCAAUGGGAUUGG 109
1257 CCACAGAGCAAAGCUUGAU 110 AUCAAGCUUUGCUCUGUGG 111
1258 CACAGAGCAAAGCUUGAUA 112 UAUCAAGCUUUGCUCUGUG 113
1262 GAGCAAAGCUUGAUAACAA 114 UUGUUAUCAAGCUUUGCUC 115
1285 GAGCUUGCCUUCUUUGCAA 116 UUGCAAAGAAGGCAAGCUC 117
1296 CUUUGCAAAUGCUUUGGAA 118 UUCCAAAGCAUUUGCAAAG 119
1301 CAAAUGCUUUGGAAGAAGU 120 ACUUCUUCCAAAGCAUUUG 121
1307 CUUUGGAAGAAGUCUCUAU 122 AUAGAGACUUCUUCCAAAG 123
1312 GAAGAAGUCUCUAUUGAGA 124 UCUCAAUAGAGACUUCUUC 125
1315 GAAGUCUCUAUUGAGACAA 126 UUGUCUCAAUAGAGACUUC 127
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1356 GGACUUGGCUGCUUGCAUU 128 AAUGCAAGCAGCCAAGUCC 129
1359 CUUGGCUGCUUGCAUUAAA 130 UUUAAUGCAAGCAGCCAAG 131
1371 CAUUAAAGGUUUACCCAAU 132 AUUGGGUAAACCUUUAAUG 133
(continuacién)
FFcig(.:g;'nBs)obre ARNm sentido (5’ a 3’) ﬁgQ ID antisentido (5’ a 3’) E%Q ID
1385 CCAAUGUGCAACGUUCUGA 134 UCAGAACGUUGCACAUUGG 135
1390 GUGCAACGUUCUGACUACU 136 AGUAGUCAGAACGUUGCAC 137
1396 CGUUCUGACUACUUGAAUA 138 UAUUCAAGUAGUCAGAACG 139
1415 CAUUUGAGUUCAUGGAUAA 140 UUAUCCAUGAACUCAAAUG 141
1422 GUUCAUGGAUAAACUUGGA 142 UCCAAGUUUAUCCAUGAAC 143
1425 CAUGGAUAAACUUGGAGAA 144 UUCUCCAAGUUUAUCCAUG 145
1455 CAAACUAGCUCAGGCCAAA 146 UUUGGCCUGAGCUAGUUUG | 147
1487 CCUGAGCUAAGAAGGAUAA 148 UUAUCCUUCUUAGCUCAGG 149
1493 CUAAGAAGGAUAAUUGUCU 150 AGACAAUUAUCCUUCUUAG 151
1544 CUGUGUUACACUCAAGGAU 152 AUCCUUGAGUGUAACACAG 153
1546 GUGUUACACUCAAGGAUAA 154 UUAUCCUUGAGUGUAACAC 155
1552 CACUCAAGGAUAAAGGCAA 156 UUGCCUUUAUCCUUGAGUG 157
1581 GUAAUUUGUUUAGAAGCCA 158 UGGCUUCUAAACAAAUUAC 159
1646 GUUAUUGCCACCUUUGUGA 160 UCACAAAGGUGGCAAUAAC 161
1711 CAGCCUAGGAAUUCGGUUA 162 UAACCGAAUUCCUAGGCUG 163
1713 GCCUAGGAAUUCGGUUAGU 164 ACUAACCGAAUUCCUAGGC 165
1714 CCUAGGAAUUCGGUUAGUA 166 UACUAACCGAAUUCCUAGG 167
1718 GGAAUUCGGUUAGUACUCA 168 UGAGUACUAACCGAAUUCC 169
1719 GAAUUCGGUUAGUACUCAU 170 AUGAGUACUAACCGAAUUC 171
1725 GGUUAGUACUCAUUUGUAU 172 AUACAAAUGAGUACUAACC 173
1730 GUACUCAUUUGUAUUCACU 174 AGUGAAUACAAAUGAGUAC 175
1804 GGUAAAUGAUAGCCACAGU 176 ACUGUGGCUAUCAUUUACC 177
1805 GUAAAUGAUAGCCACAGUA 178 UACUGUGGCUAUCAUUUAC 179
1816 CCACAGUAUUGCUCCCUAA 180 UUAGGGAGCAAUACUGUGG 181
1892 GGGAAGUUCUGGUGUCAUA 182 UAUGACACCAGAACUUCCC 183
1897 GUUCUGGUGUCAUAGAUAU 184 AUAUCUAUGACACCAGAAC 185
1934 GCUGUGCAUUAAACUUGCA 186 UGCAAGUUUAAUGCACAGC 187
1937 GUGCAUUAAACUUGCACAU 188 AUGUGCAAGUUUAAUGCAC 189
1939 GCAUUAAACUUGCACAUGA 190 UCAUGUGCAAGUUUAAUGC 191
1953 CAUGACUGGAACGAAGUAU 192 AUACUUCGUUCCAGUCAUG 193
1960 GGAACGAAGUAUGAGUGCA 194 UGCACUCAUACUUCGUUCC 195
1961 GAACGAAGUAUGAGUGCAA 196 UUGCACUCAUACUUCGUUC 197
1972 GAGUGCAACUCAAAUGUGU 198 ACACAUUUGAGUUGCACUC 299
1976 GCAACUCAAAUGUGUUGAA 200 UUCAACACAUUUGAGUUGC 201
1982 CAAAUGUGUUGAAGAUACU 202 AGUAUCUUCAACACAUUUG 203
1987 GUGUUGAAGAUACUGCAGU 204 ACUGCAGUAUCUUCAACAC 205
1989 GUUGAAGAUACUGCAGUCA 206 UGACUGCAGUAUCUUCAAC 207
2020 CCUUGCUGAAUGUUUCCAA 208 UUGGAAACAUUCAGCAAGG 209
2021 CUUGCUGAAUGUUUCCAAU 210 AUUGGAAACAUUCAGCAAG 211
2024 GCUGAAUGUUUCCAAUAGA 212 UCUAUUGGAAACAUUCAGC 213
2035 CCAAUAGACUAAAUACUGU 214 ACAGUAUUUAGUCUAUUGG 215
2067 GAGUUUGGAAUCCGGAAUA 216 UAUUCCGGAUUCCAAACUC 217
2073 GGAAUCCGGAAUAAAUACU 218 AGUAUUUAUUCCGGAUUCC 219
2074 GAAUCCGGAAUAAAUACUA 220 UAGUAUUUAUUCCGGAUUC 221
2080 GGAAUAAAUACUACCUGGA 222 UCCAGGUAGUAUUUAUUCC 223
2133 GGCCUGGCCUGAAUAUUAU 224 AUAAUAUUCAGGCCAGGCC 225
2134 GCCUGAAUAUUAUACUACU 226 AGUAGUAUAAUAUUCAGGC 227
2136 CUGGCCUGAAUAUUAUACU 228 AGUAUAAUAUUCAGGCCAG 229
2166 CAUAUUUCAUCCAAGUGCA 230 UGCACUUGGAUGAAAUAUG 231
2180 GUGCAAUAAUGUAAGCUGA 232 UCAGCUUACAUUAUUGCAC 233
2182 GCAAUAAUGUAAGCUGAAU 234 AUUCAGCUUACAUUAUUGC 235
2272 CACUAUCUUAUCUUcCUCCcU 236 AGGAGAAGAUAAGAUAGUG 237
2283 CUUCUCCUGAACUGUUGAU 238 AUCAACAGUUCAGGAGAAG 239
Tabla 8. Los ARNci que direccionan IDH1 de tipo silvestre
igsr\'ﬁ,:]o?;gt_)rzem) sentido (5’ a 3’) ﬁgQ ID antisentido (5’ a 3’) ISDEQ
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NO:
611 AACCUAUCAUCAUAGGUCG 240 CGACCUAUGAUGAUAGGUU 241
612 ACCUAUCAUCAUAGGUCGU 242 ACGACCUAUGAUGAUAGGU 243
613 CCUAUCAUCAUAGGUCGUC 244 GACGACCUAUGAUGAUAGG 245
(continuacién)

(PFC;E?'S?BS)Obre ARNm sentido (5’ a 3’) EI(E)Q ID antisentido (5’ a 3’) E%Q ID
614 CUAUCAUCAUAGGUCGUCA | 246 UGACGACCUAUGAUGAUAG | 247
615 UAUCAUCAUAGGUCGUCAU | 248 AUGACGACCUAUGAUGAUA | 249
616 AUCAUCAUAGGUCGUCAUG | 250 CAUGACGACCUAUGAUGAU | 251
617 UCAUCAUAGGUCGUCAUGC | 252 GCAUGACGACCUAUGAUGA | 253
618 CAUCAUAGGUCGUCAUGCU | 254 AGCAUGACGACCUAUGAUG | 255
619 AUCAUAGGUCGUCAUGCUU | 256 AAGCAUGACGACCUAUGAU | 257
620 UCAUAGGUCGUCAUGCUUA | 258 UAAGCAUGACGACCUAUGA | 259
621 CAUAGGUCGUCAUGCUUAU | 260 AUAAGCAUGACGACCUAUG | 261
622 AUAGGUCGUCAUGCUUAUG | 262 CAUAAGCAUGACGACCUAU | 263
623 UAGGUCGUCAUGCUUAUGG | 264 CCAUAAGCAUGACGACCUA | 265
624 AGGUCGUCAUGCUUAUGGG | 266 CCCAUAAGCAUGACGACCU | 267
625 GGUCGUCAUGCUUAUGGGG | 268 CCCCAUAAGCAUGACGACC | 269
626 GUCGUCAUGCUUAUGGGGA | 270 UCCCAUAAGCAUGACGACC | 271
627 UCGUCAUGCUUAUGGGGAU | 272 AUCCCAUAAGCAUGACGAC | 273

Tabla 9. Los ARNci que direccionan el IDH1 mutante G395A (SEQ ID NO: 5) (equivalente a G629A de la SEQ ID

NO: 9 (Fig. 21B))

I(DFc:gc-:lg?Bs)obre ARNm sentido (5’ a 3’) EEQ ID antisentido (5’ a 3) EI(E)Q ID
611 AACCUAUCAUCAUAGGUCA 274 UGACCUAUGAUGAUAGGUU | 275
612 ACCUAUCAUCAUAGGUCAU 276 AUGACCUAUGAUGAUAGGU | 277
613 CCUAUCAUCAUAGGUCAUC 278 GAUGACCUAUGAUGAUAGG | 279
614 CUAUCAUCAUAGGUCAUCA 280 UGAUGACCUAUGAUGAUAG | 281
615 UAUCAUCAUAGGUCAUCAU 282 AUGAUGACCUAUGAUGAUA | 283
616 AUCAUCAUAGGUCAUCAUG 284 CAUGAUGACCUAUGAUGAU | 285
617 UCAUCAUAGGUCAUCAUGC 286 GCAUGAUGACCUAUGAUGA | 287
618 CAUCAUAGGUCAUCAUGCU 288 AGCAUGAUGACCUAUGAUG | 289
619 AUCAUAGGUCAUCAUGCUU 290 AAGCAUGAUGACCUAUGAU | 291
620 UCAUAGGUCAUCAUGCUUA 292 UAAGCAUGAUGACCUAUGA | 293
621 CAUAGGUCAUCAUGCUUAU 294 AUAAGCAUGAUGACCUAUG | 295
622 AUAGGUCAUCAUGCUUAUG 296 CAUAAGCAUGAUGACCUAU | 297
623 UAGGUCAUCAUGCUUAUGG 298 CCAUAAGCAUGAUGACCUA | 299
624 AGGUCAUCAUGCUUAUGGG 300 CCCAUAAGCAUGAUGACCU | 301
625 GGUCAUCAUGCUUAUGGGG | 302 CCCCAUAAGCAUGAUGACC | 303
626 GUCAUCAUGCUUAUGGGGA | 304 UCCCCAUAAGCAUGAUGAC | 305
627 UCAUCAUGCUUAUGGGGAU 306 AUCCCCAUAAGCAUGAUGA | 307

Tabla 10. Los ARNCci que direccionan el IDH1 mutante C394A (SEQ ID NO:

NO: 9 (Fig. 21B)) (Arg132Ser (SEQ ID NO: 8))

5) (equivalente a C628A de la SEQ ID

I(DFcig?lg?Bs)obre ARNm sentido (5" a 3) EgQ ID antisentido (5’ a 3’) ﬁléQ ID
611 AACCUAUCAUCAUAGGUAG | 308 CUACCUAUGAUGAUAGGUU | 309
612 ACCUAUCAUCAUAGGUAGU | 310 ACUACCUAUGAUGAUAGGU | 311
613 CCUAUCAUCAUAGGUAGUC | 312 GACUACCUAUGAUGAUAGG | 313
614 CUAUCAUCAUAGGUAGUCA | 314 UGACUACCUAUGAUGAUAG | 315
615 UAUCAUCAUAGGUAGUCAU | 316 AUGACUACCUAUGAUGAUA | 317
616 AUCAUCAUAGGUAGUCAUG | 318 CAUGACUACCUAUGAUGAU | 319
617 UCAUCAUAGGUAGUCAUGC | 320 GCAUGACUACCUAUGAUGA | 321
618 CAUCAUAGGUAGUCAUGCU | 322 AGCAUGACUACCUAUGAUG | 323
619 AUCAUAGGUAGUCAUGCUU | 324 AAGCAUGACUACCUAUGAU | 325
620 UCAUAGGUAGUCAUGCUUA | 326 UAAGCAUGACUACCUAUGA | 327
621 CAUAGGUAGUCAUGCUUAU | 328 AUAAGCAUGACUACCUAUG | 329
622 AUAGGUAGUCAUGCUUAUG | 330 CAUAAGCAUGACUACCUAU | 331
623 UAGGUAGUCAUGCUUAUGG | 332 CCAUAAGCAUGACUACCUA | 333
624 AGGUAGUCAUGCUUAUGGG | 334 CCCAUAAGCAUGACUACCU | 335
625 GGUAGUCAUGCUUAUGGGG | 336 CCCCAUAAGCAUGACUACC | 337
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626

GUAGUCAUGCUUAUGGGGA

338

UCCCCAUAAGCAUGACUAC

339

627

UAGUCAUGCUUAUGGGGAU

340

AUCCCCAUAAGCAUGACUA

341

Tabla 11. Los ARNci que direccionan el IDH1 mutante C394U (SEQ ID NO: 5) (equivalente a C628U de la SEQ ID
NO: 9 (Fig. 21B)) (Arg132Cvs (SEQ ID NO: 8))

I(DFolgleg?Bs)obre ARNm sentido (5’ a 3’) EI(E)Q ID antisentido (5’ a 3) E%Q ID
611 AACCUAUCAUCAUAGGUUG 342 CAACCUAUGAUGAUAGGUU | 343
612 ACCUAUCAUCAUAGGUUGU 244 ACAACCUAUGAUGAUAGGU | 345
613 CCUAUCAUCAUAGGUUGUC 246 GACAACCUAUGAUGAUAGG | 347
614 CUAUCAUCAUAGGUUGUCA 248 UGACAACCUAUGAUGAUAG | 349
615 UAUCAUCAUAGGUUGUCAU 350 AUGACAACCUAUGAUGAUA | 351
616 AUCAUCAUAGGUUGUCAUG 352 CAUGACAACCUAUGAUGAU | 353
617 UCAUCAUAGGUUGUCAUGC 354 GCAUGACAACCUAUGAUGA | 355
618 CAUCAUAGGUUGUCAUGCU 256 AGCAUGACAACCUAUGAUG | 357
619 AUCAUAGGUUGUCAUGCUU 358 AAGCAUGACAACCUAUGAU | 359
620 UCAUAGGUUGUCAUGCUUA 360 UAAGCAUGACAACCUAUGA | 361
621 CAUAGGUUGUCAUGCUUAU 362 AUAAGCAUGACAACCUAUG | 363
622 AUAGGUUGUCAUGCUUAUG 364 CAUAAGCAUGACAACCUAU | 365
623 UAGGUUGUCAUGCUUAUGG 366 CCAUAAGCAUGACAACCUA | 367
624 AGGUUGUCAUGCUUAUGGG | 368 CCCAUAAGCAUGACAACCU | 369
625 GGUUGUCAUGCUUAUGGGG | 370 CCCCAUAAGCAUGACAACC | 371
626 GUUGUCAUGCUUAUGGGGA | 372 UCCCCAUAAGCAUGACAAC | 373
627 UUGUCAUGCUUAUGGGGAU 374 AUCCCCAUAAGCAUGACAA | 375

Tabla 12. Los ARNCci que direccionan el IDH1 mutante C394G (SEQ ID NO: 5) (equivalente a C628G de la SEQ ID
NO: 9 (Fig. 21B)) (Arg132Gly (SEQ ID NO: 8))

I(DFc:gleg?Bs)obre ARNm sentido (5’ a 3’) EgQ ID antisentido (5’ a 3’) ﬁléQ ID
611 AACCUAUCAUCAUAGGUGG | 376 CCACCUAUGAUGAUAGGUU | 377
612 ACCUAUCAUCAUAGGUGGU | 378 ACCACCUAUGAUGAUAGGU | 379
613 CCUAUCAUCAUAGGUGGUC | 380 GACCACCUAUGAUGAUAGG | 381
614 CUAUCAUCAUAGGUGGUCA | 382 UGACCACCUAUGAUGAUAG | 383
615 UAUCAUCAUAGGUGGUCAU | 384 AUGACCACCUAUGAUGAUA | 385
616 AUCAUCAUAGGUGGUCAUG | 386 CAUGACCACCUAUGAUGAU | 387
617 UCAUCAUAGGUGGUCAUGC | 388 GCAUGACCACCUAUGAUGA | 389
618 CAUCAUAGGUGGUCAUGCU | 390 AGCAUGACCACCUAUGAUG | 391
619 AUCAUAGGUGGUCAUGCUU | 392 AAGCAUGACCACCUAUGAU | 393
620 UCAUAGGUGGUCAUGCUUA | 394 UAAGCAUGACCACCUAUGA | 395
621 CAUAGGUGGUCAUGCUUAU | 396 AUAAGCAUGACCACCUAUG | 397
622 AUAGGUGGUCAUGCUUAUG | 398 CAUAAGCAUGACCACCUAU | 399
623 UAGGUGGUCAUGCUUAUGG | 400 CCAUAAGCAUGACCACCUA | 401
624 AGGUUGUCAUGCUUAUGGG | 402 CCCAUAAGCAUGACCACCU | 403
625 GGUUGUCAUGCUUAUGGGG | 404 CCCCAUAAGCAUGACCACC | 405
626 GUUGUCAUGCUUAUGGGGA | 406 UCCCCAUAAGCAUGACCAC | 407
627 UUGUCAUGCUUAUGGGGAU | 408 AUCCCCAUAAGCAUGACCA | 409

Tabla 13. Los ARNCci que direccionan el IDH1 mutante G395C (SEQ ID NO: 5) (equivalente a G629C de la SEQ ID
NO: 9 (Fig. 21B)) (Arg132Pro (SEQ ID NO: 8))

E’Fcigc-:lg?Bs)obre ARNm sentido (5" a 3’) ﬁI(E)Q ID antisentido (5’ a 3) ﬁgQ ID
611 AACCUAUCAUCAUAGGUCG | 410 CGACCUAUGAUGAUAGGUU | 411
612 ACCUAUCAUCAUAGGUCGU | 412 ACGACCUAUGAUGAUAGGU | 413
613 CCUAUCAUCAUAGGUCGUC | 414 GACGACCUAUGAUGAUAGG | 415
614 CUAUCAUCAUAGGUCGUCA | 416 UGACGACCUAUGAUGAUAG | 417
615 UAUCAUCAUAGGUCGUCAU | 418 AUGACGACCUAUGAUGAUA | 419
616 AUCAUCAUAGGUCGUCAUG | 420 CAUGACGACCUAUGAUGAU | 421
617 UCAUCAUAGGUCGUCAUGC | 422 GCAUGACGACCUAUGAUGA | 423
618 CAUCAUAGGUCGUCAUGCU | 424 AGCAUGACGACCUAUGAUG | 425
619 AUCAUAGGUCGUCAUGCUU | 426 AAGCAUGACGACCUAUGAU | 427
620 UCAUAGGUCGUCAUGCUUA | 428 UAAGCAUGACGACCUAUGA | 429
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621 CAUAGGUCGUCAUGCUUAU | 430 AUAAGCAUGACGACCUAUG | 431
622 AUAGGUCGUCAUGCUUAUG | 432 CAUAAGCAUGACGACCUAU | 433
623 UAGGUCGUCAUGCUUAUGG | 434 CCAUAAGCAUGACGACCUA | 435
624 AGGUCGUCAUGCUUAUGGG | 436 CCCAUAAGCAUGACGACCU | 437
(continuacién)
I(DFolg?lg?Bs)obre ARNm sentido (5" a 3’) ﬁgQ ID antisentido (5’ a 3) E%Q ID
625 GGUCGUCAUGCUUAUGGGG | 438 CCCCAUAAGCAUGACGACC | 439
626 GUCGUCAUGCUUAUGGGGA | 440 UCCCCAUAAGCAUGACGAC | 441
627 UCGUCAUGCUUAUGGGGAU | 442 AUCCCCAUAAGCAUGACGA | 443

Tabla 14. Los ARNCci que direccionan el IDH1 mutante G395U (SEQ ID NO: 5) (equivalente a G629U de la SEQ ID
NO: 9 (Fig. 21B)) (Arg132Leu (SEQ ID NO: 8))

ch:SC‘S'?'ZO?BS)Obre ARNm sentido (5’ a 3’) EI(E)Q D antisentido (5’ a 3’) EgQ ID
611 AACCUAUCAUCAUAGGUCU | 444 AGACCUAUGAUGAUAGGUU | 445
612 ACCUAUCAUCAUAGGUCUU | 446 AAGACCUAUGAUGAUAGGU | 447
613 CCUAUCAUCAUAGGUCUUC | 448 GAAGACCUAUGAUGAUAGG | 449
614 CUAUCAUCAUAGGUCUUCA | 450 UGAAGACCUAUGAUGAUAG | 451
615 UAUCAUCAUAGGUCUUCAU | 452 AUGAAGACCUAUGAUGAUA | 453
616 AUCAUCAUAGGUCUUCAUG | 454 CAUGAAGACCUAUGAUGAU | 455
617 UCAUCAUAGGUCUUCAUGC | 456 GCAUGAAGACCUAUGAUGA | 457
618 CAUCAUAGGUCUUCAUGCU | 458 AGCAUGAAGACCUAUGAUG | 459
619 AUCAUAGGUCUUCAUGCUU | 460 AAGCAUGAAGACCUAUGAU | 461
620 UCAUAGGUCUUCAUGCUUA | 462 UAAGCAUGAAGACCUAUGA | 463
621 CAUAGGUCUUCAUGCUUAU | 464 AUAAGCAUGAAGACCUAUG | 465
622 AUAGGUCUUCAUGCUUAUG | 466 CAUAAGCAUGAAGACCUAU | 467
623 UAGGUCUUCAUGCUUAUGG | 468 CCAUAAGCAUGAAGACCUA | 469
624 AGGUCUUCAUGCUUAUGGG | 470 CCCAUAAGCAUGAAGACCU | 471
625 GGUCUUCAUGCUUAUGGGG | 472 CCCCAUAAGCAUGAAGACC | 473
626 GUCUUCAUGCUUAUGGGGA | 474 UCCCCAUAAGCAUGAAGAC | 475
627 UCUUCAUGCUUAUGGGGAU | 476 AUCCCCAUAAGCAUGAAGA | 477
IDH2

Los ejemplos de ARNci se presentan en las siguientes tablas. Se pueden usar métodos conocidos en la técnica para
seleccionar otros. Los ARNci pueden ser evaluados, por ejemplo, mediante la determinacién de la capacidad de un
ARNGCi para silenciar un, por ejemplo, IDH2, por ejemplo, en un sistema in vitro, por ejemplo, en células cultivadas,
por ejemplo, células HelLa o células de glioma cultivadas, por ejemplo,

Los ARNci en la Tabla 15 fueron generados utilizando la herramienta de seleccion de ARNci disponible en Internet
en jura.wi.mit.edu/bioc/siRNAext/. (Yuan y colaboradores. Nucl. Acids. Res. 2004 32: W130-W134). Se pueden
utilizar también otras herramientas de seleccion. Se adapté la entrada 1356 de Silencing of cytosolic NADP+
dependent isocitrate dehydrogehnse by small interfering RNA enhanced the sensitivity of Help cells toward
stauropin, Lee y colaboradores., 2009, Free Radical Research, 43: 165-173.

Los ARNCci en las Tablas 16-23 representan candidatos que abarcan los ARNm de IDH2 en las posiciones de los
nucleotidos 600, 601 y 602 de acuerdo con la secuencia de ARNm presentada en el GenBank con acceso No.
NM_002168.2 datos registrados el 16 de agosto de 2009; G128178831) (SEQ ID NO: 12 Figura 22B; equivalente a
las posiciones de los nucledtidos 514, 515, y 516 de la secuencia de ADNc representada por la SEQ ID NO: 11,
Figura 22A).

Los ARN de las tablas se pueden maodificar, por ejemplo, como se describe en esta memoria. Las modificaciones
incluyen modificaciones quimicas para mejorar las propiedades, por ejemplo, la resistencia a la degradacion, o el
uso de salientes. Por ejemplo, ya sea una o ambas de las cadenas sentido o antisentido de las tablas, pueden incluir
un dinucledtido adicional en el extremo 3', por ejemplo, TT, UU, dTdT.

Tabla 15. Los ARNci que direccionan IDH2 de tipo silvestre

E’Fcig.clggBe)n ARNm sentido (5" a 3’) EICE)Q ID antisentido (5’ a 3’) ﬁI(E)Q ID
250 GUGAUGAGAUGACCCGUAU | 478 AUACGGGUCAUCUCAUCAC | 479
252 GAUGAGAUGACCCGUAUUA | 480 UAAUACGGGUCAUCUCAUC | 481
264 CGUAUUAUCUGGCAGUUCA | 482 UGAACUGCCAGAUAAUACG | 483
274 GGCAGUUCAUCAAGGAGAA | 484 UUCUCCUUGAUGAACUGCC | 485
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451 GUGUGGAAGAGUUCAAGCU | 486 AGCUUGAACUCUUCCACAC | 487
453 GUGGAAGAGUUCAAGCUGA | 488 UCAGCUUGAACUCUUCCAC | 489
456 GAAGAGUUCAAGCUGAAGA | 490 UCUUCAGCUUGAACUCUUC | 491
795 CAGUAUGCCAUCCAGAAGA | 492 UCUUCUGGAUGGCAUACUG | 493
(continuacién)
I(DFolg?lggBe)n ARNm sentido (5" a 3’) EI(E)Q ID antisentido (5’ a 3) E%Q ID
822 CUGUACAUGAGCACCAAGA | 494 UCUUGGUGCUCAUGUACAG | 495
832 GCACCAAGAACACCAUACU | 496 AGUAUGGUGUUCUUGGUGC | 497
844 CCAUACUGAAAGCCUACGA | 498 UCGUAGGCUUUCAGUAUGG | 499
845 CAUACUGAAAGCCUACGAU | 500 AUCGUAGGCUUUCAGUAUG | 501
868 GUUUCAAGGACAUCUUCCA | 502 UGGAAGAUGUCCUUGAAAC | 503
913 CCGACUUCGACAAGAAUAA | 504 UUAUUCUUGUCGAAGUCGG | 505
915 GACUUCGACAAGAAUAAGA | 506 UCUUAUUCUUGUCGAAGUC | 507
921 GACAAGAAUAAGAUCUGGU | 508 ACCAGAUCUUAUUCUUGUC | 509
949 GGCUCAUUGAUGACAUGGU | 510 ACCAUGUCAUCAAUGAGCC | 511
1009 GCAAGAACUAUGACGGAGA | 512 UCUCCGUCAUAGUUCUUGC | 513
1010 CAAGAACUAUGACGGAGAU | 514 AUCUCCGUCAUAGUUCUUG | 515
1024 GAGAUGUGCAGUCAGACAU | 516 AUGUCUGACUGCACAUCUC | 517
1096 CUGAUGGGAAGACGAUUGA | 518 UCAAUCGUCUUCCCAUCAG | 519
1354 GCAAUGUGAAGCUGAACGA | 520 UCGUUCAGCUUCACAUUGC | 521
1668 CUGUAAUUUAUAUUGCCCU | 522 AGGGCAAUAUAAAUUACAG | 523
1694 CAUGGUGCCAUAUUUAGCU | 524 AGCUAAAUAUGGCACCAUG | 525
1697 GGUGCCAUAUUUAGCUACU | 526 AGUAGCUAAAUAUGGCACC | 527
1698 GUGCCAUAUUUAGCUACUA | 528 UAGUAGCUAAAUAUGGCAC | 529
1700 GCCAUAUUUAGCUACUAAA | 530 UUUAGUAGCUAAAUAUGGC | 531
Tabla 16. Los ARNci que direccionan IDH2 de tipo silvestre
I(DFc:gleggBe)n ARNm sentido (5" a 3’) ﬁléQ ID antisentido (5’ a 3’) EléQ ID
584 GCCCAUCACCAUUGGCAGG | 532 CCUGCCAAUGGUGAUGGGC | 533
585 CCCAUCACCAUUGGCAGGC | 534 GCCUGCCAAUGGUGAUGGG | 535
586 CCAUCACCAUUGGCAGGCA | 536 UGCCUGCCAAUGGUGAUGG | 537
587 CAUCACCAUUGGCAGGCAC | 538 GUGCCUGCCAAUGGUGAUG | 539
588 AUCACCAUUGGCAGGCACG | 540 CGUGCCUGCCAAUGGUGAU | 541
589 UCACCAUUGGCAGGCACGC | 542 GCGUGCCUGCCAAUGGUGA | 543
590 CACCAUUGGCAGGCACGCC | 544 GGCGUGCCUGCCAAUGGUG | 545
591 ACCAUUGGCAGGCACGCCC | 546 GGGCGUGCCUGCCAAUGGU | 547
592 CCAUUGGCAGGCACGCCCA | 548 UGGGCGUGCCUGCCAAUGG | 549
593 CAUUGGCAGGCACGCCCAU | 550 AUGGGCGUGCCUGCCAAUG | 551
594 AUUGGCAGGCACGCCCAUG | 552 CAUGGGCGUGCCUGCCAAU | 553
595 UUGGCAGGCACGCCCAUGG | 554 CCAUGGGCGUGCCUGCCAA | 555
596 UGGCAGGCACGCCCAUGGC | 556 GCCAUGGGCGUGCCUGCCA | 557
597 GGCAGGCACGCCCAUGGCG | 558 CGCCAUGGGCGUGCCUGCC | 559
598 GCAGGCACGCCCAUGGCGA | 560 UCGCCAUGGGCGUGCCUGC | 561
599 CAGGCACGCCCAUGGCGAC | 562 GUCGCCAUGGGCGUGCCUG | 563
600 AGGCACGCCCAUGGCGACC | 564 GGUCGCCAUGGGCGUGCCU | 565
Tabla 17. Los ARNCci que direccionan IDH2 mutante A514G (equivalente a A600G de la SEQ ID NO: 12 (Figura
22B))

(PFOIS(';"_;';;‘Be)” ARNm sentido (5" a 3") ﬁg? D" | antisentido (5’ a 3') ﬁ'é? ID
584 GCCCAUCACCAUUGGCGGG | 566 CCCGCCAAUGGUGAUGGGC | 567
585 CCCAUCACCAUUGGCGGGC | 568 GCCCGCCAAUGGUGAUGGG | 569
586 CCAUCACCAUUGGCGGGCA | 570 UGCCCGCCAAUGGUGAUGG | 571
587 CAUCACCAUUGGCGGGCAC | 572 GUGCCCGCCAAUGGUGAUG | 573
588 AUCACCAUUGGCGGGCACG | 574 CGUGCCCGCCAAUGGUGAU | 575
589 UCACCAUUGGCGGGCACGC | 576 GCGUGCCCGCCAAUGGUGA | 577
590 CACCAUUGGCGGGCACGCC | 578 GGCGUGCCCGCCAAUGGUG | 579
591 ACCAUUGGCGGGCACGCCC | 580 GGGCGUGCCCGCCAAUGGU | 581
592 CCAUUGGCGGGCACGCCCA | 582 UGGGCGUGCCCGCCAAUGG | 583
593 CAUUGGCGGGCACGCCCAU | 584 AUGGGCGUGCCCGCCAAUG | 585
594 AUUGGCGGGCACGCCCAUG | 586 CAUGGGCGUGCCCGCCAAU | 587
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595 UUGGCGGGCACGCCCAUGG | 588 CCAUGGGCGUGCCCGCCAA | 589
596 UGGCGGGCACGCCCAUGGC | 590 GCCAUGGGCGUGCCCGCCA | 591
597 GGCGGGCACGCCCAUGGCG | 592 CGCCAUGGGCGUGCCCGLC | 593
598 GCGGGCACGCCCAUGGCGA | 594 UCGCCAUGGGCGUGCCCGC | 595
599 CGGGCACGCCCAUGGCGAC | 596 GUCGCCAUGGGCGUGCCCG | 597
600 GGGCACGCCCAUGGCGACC | 598 GGUCGCCAUGGGCGUGCCC | 599
Tabla 18. Los ARNCci que direccionan IDH2 mutante A514U (equivalente a AG0O0U de la SEQ ID NO: 12 (Figura
22B))
fF?g?ISSBe)n ARNm sentido (5’ a 3’) EEQ ID antisentido (5’ a 3) EIEQ ID
584 GCCCAUCACCAUUGGCUGG | 600 CCAGCCAAUGGUGAUGGGC | 601
585 CCCAUCACCAUUGGCUGGC | 602 GCCAGCCAAUGGUGAUGGG | 603
586 CCAUCACCAUUGGCUGGCA | 604 UGCCAGCCAAUGGUGAUGG | 605
587 CAUCACCAUUGGCUGGCAC | 606 GUGCCAGCCAAUGGUGAUG | 607
588 AUCACCAUUGGCUGGCACG | 608 CGUGCCAGCCAAUGGUGAU | 609
589 UCACCAUUGGCUGGCACGC | 610 GCGUGCCAGCCAAUGGUGA | 611
590 CACCAUUGGCUGGCACGCC | 612 GGCGUGCCAGCCAAUGGUG | 613
591 ACCAUUGGCUGGCACGCCC | 614 GGGCGUGCCAGCCAAUGGU | 6125
592 CCAUUGGCUGGCACGCCCA | 616 UGGGCGUGCCAGCCAAUGG | 617
593 CAUUGGCUGGCACGCCCAU | 618 AUGGGCGUGCCAGCCAAUG | 619
594 AUUGGCUGGCACGCCCAUG | 620 CAUGGGCGUGCCAGCCAAU | 621
595 UUGGCUGGCACGCCCAUGG | 622 CCAUGGGCGUGCCAGCCAA | 623
596 UGGCUGGCACGCCCAUGGC | 624 GCCAUGGGCGUGCCAGCCA | 625
597 GGCUGGCACGCCCAUGGCG | 626 CGCCAUGGGCGUGCCAGCC | 627
598 GCUGGCACGCCCAUGGCGA | 628 UCGCCAUGGGCGUGCCAGC | 629
599 CUGGCACGCCCAUGGCGAC | 630 GUCGCCAUGGGCGUGCCAG | 631
600 UGGCACGCCCAUGGCGACC | 632 GGUCGCCAUGGGCGUGCCA | 633
Tabla 19. Los ARNCci que direccionan IDH2 mutante G515A (equivalente a G601A de la SEQ ID NO: 12 (Figura
22B))
I(:’Fcig?lggBe)n ARNm sentido (5’ a 3’) EI(E)Q ID antisentido (5’ a 3’) ‘E’ng ID
584 GCCCAUCACCAUUGGCAAG | 634 CUUGCCAAUGGUGAUGGGC | 635
585 CCCAUCACCAUUGGCAAGC | 636 GCUUGCCAAUGGUGAUGGG | 637
586 CCAUCACCAUUGGCAAGCA | 638 UGCUUGCCAAUGGUGAUGG | 639
587 CAUCACCAUUGGCAAGCAC | 640 GUGCUUGCCAAUGGUGAUG | 641
588 AUCACCAUUGGCAAGCACG | 642 CGUGCUUGCCAAUGGUGAU | 643
589 UCACCAUUGGCAAGCACGC | 644 GCGUGCUUGCCAAUGGUGA | 645
590 CACCAUUGGCAAGCACGCC | 646 GGCGUGCUUGCCAAUGGUG | 647
591 ACCAUUGGCAAGCACGCCC | 648 GGGCGUGCUUGCCAAUGGU | 649
592 CCAUUGGCAAGCACGCCCA | 650 UGGGCGUGCUUGCCAAUGG | 651
593 CAUUGGCAAGCACGCCCAU | 652 AUGGGCGUGCUUGCCAAUG | 653
594 AUUGGCAAGCACGCCCAUG | 654 CAUGGGCGUGCUUGCCAAU | 655
595 UUGGCAAGCACGCCCAUGG | 656 CCAUGGGCGUGCUUGCCAA | 657
596 UGGCAAGCACGCCCAUGGC | 658 GCCAUGGGCGUGCUUGCCA | 659
597 GGCAAGCACGCCCAUGGCG | 660 CGCCAUGGGCGUGCUUGCC | 661
598 GCAAGCACGCCCAUGGCGA | 662 UCGCCAUGGGCGUGCUUGC | 663
599 CAAGCACGCCCAUGGCGAC | 664 GUCGCCAUGGGCGUGCUUG | 665
600 AAGCACGCCCAUGGCGACC | 666 GGUCGCCAUGGGCGUGCUU | 667
Tabla 20. Los ARNci que direccionan IDH2 mutante G515C (equivalente a G601C de la SEQ ID NO: 12 (Figura
22B))
fFOIS(‘BI?ISQBe)n ARNm sentido (5" a 3’) fng D antisentido (5’ a 3’) ﬁgQ ID
584 GCCCAUCACCAUUGGCACG | 668 CGUGCCAAUGGUGAUGGGC | 669
585 CCCAUCACCAUUGGCACGC | 670 GCGUGCCAAUGGUGAUGGG | 671
586 CCAUCACCAUUGGCACGCA | 672 UGCGUGCCAAUGGUGAUGG | 673
587 CAUCACCAUUGGCACGCAC | 674 GUGCGUGCCAAUGGUGAUG | 675
588 AUCACCAUUGGCACGCACG | 676 CGUGCGUGCCAAUGGUGAU | 677
589 UCACCAUUGGCACGCACGC | 678 GCGUGCGUGCCAAUGGUGA | 679
590 CACCAUUGGCACGCACGCC | 680 GGCGUGCGUGCCAAUGGUG | 681
591 ACCAUUGGCACGCACGCCC | 682 GGGCGUGCGUGCCAAUGGU | 683

101




ES 2594402 T3

592 CCAUUGGCACGCACGCCCA | 684 UGGGCGUGCGUGCCAAUGG | 685
593 CAUUGGCACGCACGCCCAU | 686 AUGGGCGUGCGUGCCAAUG | 687
594 AUUGGCACGCACGCCCAUG | 688 CAUGGGCGUGCGUGCCAAU | 689
595 UUGGCACGCACGCCCAUGG | 690 CCAUGGGCGUGCGUGCCAA | 691
596 UGGCACGCACGCCCAUGGC | 692 GCCAUGGGCGUGCGUGCCA | 693
597 GGCACGCACGCCCAUGGCG | 694 CGCCAUGGGCGUGCGUGCC | 695
598 GCACGCACGCCCAUGGCGA | 696 UCGCCAUGGGCGUGCGUGC | 697
599 CACGCACGCCCAUGGCGAC | 698 GUCGCCAUGGGCGUGCGUG | 699
600 ACGCACGCCCAUGGCGACC | 700 GGUCGCCAUGGGCGUGCGU | 701
Tabla 21. Los ARNCci que direccionan IDH2 mutante G515U (equivalente a G601U de la SEQ ID NO: 12 (Figura
22B))
fpﬁgflgogge)n ARNm sentido (5’ a 3’) EI(E)Q ID antisentido (5’ a 3) EIEQ ID
584 GCCCAUCACCAUUGGCAUG | 702 CAUGCCAAUGGUGAUGGGC | 703
585 CCCAUCACCAUUGGCAUGC | 704 GCAUGCCAAUGGUGAUGGG | 705
586 CCAUCACCAUUGGCAUGCA | 706 UGCAUGCCAAUGGUGAUGG | 707
587 CAUCACCAUUGGCAUGCAC | 708 GUGCAUGCCAAUGGUGAUG | 709
588 AUCACCAUUGGCAUGCACG | 710 CGUGCAUGCCAAUGGUGAU | 711
589 UCACCAUUGGCAUGCACGC | 712 GCGUGCAUGCCAAUGGUGA | 713
590 CACCAUUGGCAUGCACGCC | 714 GGCGUGCAUGCCAAUGGUG | 715
591 ACCAUUGGCAUGCACGCCC | 716 GGGCGUGCAUGCCAAUGGU | 717
592 CCAUUGGCAUGCACGCCCA | 718 UGGGCGUGCAUGCCAAUGG | 719
593 CAUUGGCAUGCACGCCCAU | 720 AUGGGCGUGCAUGCCAAUG | 721
594 AUUGGCAUGCACGCCCAUG | 722 CAUGGGCGUGCAUGCCAAU | 723
595 UUGGCAUGCACGCCCAUGG | 724 CCAUGGGCGUGCAUGCCAA | 725
596 UGGCAUGCACGCCCAUGGC | 726 GCCAUGGGCGUGCAUGCCA | 727
597 GGCAUGCACGCCCAUGGCG | 728 CGCCAUGGGCGUGCAUGCC | 729
598 GCAUGCACGCCCAUGGCGA | 730 UCGCCAUGGGCGUGCAUGC | 731
599 CAUGCACGCCCAUGGCGAC | 732 GUCGCCAUGGGCGUGCAUG | 733
600 AUGCACGCCCAUGGCGACC | 734 GGUCGCCAUGGGCGUGCAU | 735
Tabla 22. Los ARNCci que direccionan IDH2 mutante G516C (equivalente a G602C de la SEQ ID NO: 12 (Figura
22B)
;ggl)mon en ARNm (FIG. sentido (5’ a 3’) ﬁI(E)Q ID antisentido (5’ a 3’) ﬁI(E)Q ID
584 GCCCAUCACCAUUGGCAGC | 736 GCUGCCAAUGGUGAUGGGC | 737
585 CCCAUCACCAUUGGCAGCC | 738 GGCUGCCAAUGGUGAUGGG | 739
586 CCAUCACCAUUGGCAGCCA | 740 UGGCUGCCAAUGGUGAUGG | 741
587 CAUCACCAUUGGCAGCCAC | 742 GUGGCUGCCAAUGGUGAUG | 743
588 AUCACCAUUGGCAGCCACG | 744 CGUGGCUGCCAAUGGUGAU | 745
589 UCACCAUUGGCAGCCACGC | 746 GCGUGGCUGCCAAUGGUGA | 747
590 CACCAUUGGCAGCCACGCC | 748 GGCGUGGCUGCCAAUGGUG | 749
591 ACCAUUGGCAGCCACGCCC | 750 GGGCGUGGCUGCCAAUGGU | 751
592 CCAUUGGCAGCCACGCCCA | 752 UGGGCGUGGCUGCCAAUGG | 753
593 CAUUGGCAGCCACGCCCAU | 754 AUGGGCGUGGCUGCCAAUG | 755
594 AUUGGCAGCCACGCCCAUG | 756 CAUGGGCGUGGCUGCCAAU | 757
595 UUGGCAGCCACGCCCAUGG | 758 CCAUGGGCGUGGCUGCCAA | 759
596 UGGCAGCCACGCCCAUGGC | 760 GCCAUGGGCGUGGCUGCCA | 761
597 GGCAGCCACGCCCAUGGCG | 762 CGCCAUGGGCGUGGCUGCC | 763
598 GCAGCCACGCCCAUGGCGA | 764 UCGCCAUGGGCGUGGCUGC | 765
599 CAGCCACGCCCAUGGCGAC | 766 GUCGCCAUGGGCGUGGCUG | 767
600 AGCCACGCCCAUGGCGACC | 768 GGUCGCCAUGGGCGUGGCU | 769
Tabla 23. Los ARNci que direccionan IDH2 mutante G516U (equivalente a G602U de la SEQ ID NO: 12 (Figura
22B))
(F’Folg‘f'g;Be)” ARNm sentido (5' a 3') SedD | antisentido (5'a 3) N
584 GCCCAUCACCAUUGGCAGU | 770 ACUGCCAAUGGUGAUGGGC | 771
585 CCCAUCACCAUUGGCAGUC | 772 GACUGCCAAUGGUGAUGGG | 773
586 CCAUCACCAUUGGCAGUCA | 774 UGACUGCCAAUGGUGAUGG | 775
587 CAUCACCAUUGGCAGUCAC | 776 GUGACUGCCAAUGGUGAUG | 777
588 AUCACCAUUGGCAGUCACG | 778 CGUGACUGCCAAUGGUGAU | 779
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589 UCACCAUUGGCAGUCACGC | 780 GCGUGACUGCCAAUGGUGA | 781
590 CACCAUUGGCAGUCACGCC | 782 GGCGUGACUGCCAAUGGUG | 783
591 ACCAUUGGCAGUCACGCCC | 784 GGGCGUGACUGCCAAUGGU | 785
592 CCAUUGGCAGUCACGCCCA | 786 UGGGCGUGACUGCCAAUGG | 787
593 CAUUGGCAGUCACGCCCAU | 788 AUGGGCGUGACUGCCAAUG | 789
594 AUUGGCAGUCACGCCCAUG | 790 CAUGGGCGUGACUGCCAAU | 791
595 UUGGCAGUCACGCCCAUGG | 792 CCAUGGGCGUGACUGCCAA | 793
596 UGGCAGUCACGCCCAUGGC | 794 GCCAUGGGCGUGACUGCCA | 795
597 GGCAGUCACGCCCAUGGCG | 796 CGCCAUGGGCGUGACUGCC | 797
598 GCAGUCACGCCCAUGGCGA | 798 UCGCCAUGGGCGUGACUGC | 799
599 CAGUCACGCCCAUGGCGAC | 800 GUCGCCAUGGGCGUGACUG | 801
600 AGUCACGCCCAUGGCGACC | 802 GGUCGCCAUGGGCGUGACU | 803

Ejemplo 6 analisis estructural de IDH1 mutante R132H

Para definir como las mutaciones de R132 alteran las propiedades enzimaticas de IDH1, la estructura cristalina de
IDH1 mutante R132H enlazada a a-KG, NADPH y Ca®" se resolvio con una resolucion de 2,1 A.

La estructura cuaternaria total de la enzima mutante R132H homodimérica adopta la misma conformacion
competente cataliticamente cerrada (mostrada como un monémero en la Fig. 29A) que ha sido previamente descrita
para la enzima de tipo silvestre (Xu, X. y colaboradores. J Biol Chem 279, 33946-57 (2004)). NADPH se posiciona
como se esperaba para la transferencia de hidruro a a-KG en una orientacién que produciria R(-)-2HG, consistente
con la determinacion quiral del producto 2HG.

Se observador dos caracteristicas importantes por el cambio de R132 a histidina: el efecto sobre el equilibrio de la
conformacion catalitica y la reorganizacion del sitio activo. Localizacion en cima de una lamina B en el dominio
pequefio relativamente rigido, R132 actia como un residuo portero y parece orquestar el movimiento de bisagra
entre las conformaciones abierta y cerrada. La fraccién de guanidinio de R132 oscila desde la conformacién abierta
hasta la cerrada con una distancia de casi 8 A. La sustitucién de la histidina por arginina es probable que cambie el
equilibrio a favor de la conformacion cerrada que forma la hendidura catalitica para que el cofactor y el sustrato se
enlacen eficientemente, lo que explica parcialmente la alta afinidad por NADPH exhibida por la enzima mutante
R132H. Esta caracteristica puede ser ventajosa para la reduccion que dependiente de NADPH de a-KG hasta R(-)-
2HG en un ambiente donde las concentraciones de NADPH son bajas. En segundo lugar, un examen mas detallado
del bolsillo catalitico de la estructura IDH1 mutante en comparacion con la enzima de tipo silvestre mostré no
solamente la pérdida esperada de las interacciones puente clave de sal entre el guanidinio de R132 y los
carboxilatos a / B del isocitrato, asi como los cambios en la red que coordina al i6n metalico, pero también una
reorganizacion inesperada del sitio activo. La mutacién por histidina resulté en un cambio significativo en la posicion
de los residuos altamente conservados Y139 de la subunidad A y K212' de la subunidad B (Fig. 29B), ambos de los
cuales se cree que son criticos para la catdlisis de esta familia de enzimas (Aktas, DF & Cook, Bioquimica PF 48,
3565-77 (2009)). En particular, la fraccion hidroxilo de Y139 ahora ocupa el espacio de la B-carboxilato del isocitrato.
Ademas, un importante reposicionamiento de a-KG comparado con isocitrato donde el carboxilato distal de a-KG
ahora apunta hacia arriba para hacer nuevos contactos con N96 y se observé S94. En general, esta mutacion R132
individual resulta en la formacion de un sitio activo distinto en comparacion con IDH1 de tipo silvestre IDH1.

Ejemplo 7 Materiales y métodos
Resumen

Las mutaciones R132H, R132C, R132L y R132S fueron intriducidas en IDH1 humano mediante técnicas estandar
de biologia molecular. Lineas de células 293T y de glioblastoma humano U87MG y LN-18 fueron cultivadas en
DMEM, 10% de suero bovino fetal. Las células se transfectaron y se seleccionaron utilizando técnicas estandar. Los
niveles de expresion de proteina se determinaron mediante analisis de transferencia tipo Western usando un
anticuerpo IDHc (Santa Cruz Biotechnology), anticuerpo IDH1 (Proteintech), anticuerpo con etiqueta MYC (Cell
Signaling Technology), y anticuerpo IDH2 (Abcam). Los metabolitos se extrajeron a partir de células cultivadas y de
muestras de tejidos de acuerdo con ligeras variaciones de un método previamente reportado (Lu, W., Kimball, E. y
Rabinowitz, JD J Am Soc misa Spectrom 17, 37-50 (2006)), utilizando metanol acuoso al 80% (-80°C) y, o bien
raspando tejido u homogeneizacion para romper las células. La actividad enzimatica en los lisados celulares se
evaluo siguiendo un cambio en la fluorescencia de NADPH con el tiempo en presencia de isocitrato y NADP, o a-KG
y NADPH. Para los ensayos enzimaticos utilizando enzima recombinante IDH1, se produjeron las proteinas en E.
coli y se purificaron usando cromatografia de afinidad Ni seguida de cromatografia de exclusién por tamafo
Sephacryl S-200. La actividad enzimatica de la proteina recombinante IDH1 se evalué siguiendo un cambio en
NADPH absorbancia UV con 340 nm usando un espectrofotometro de flujo de parada en presencia de isocitrato y
NADP o a-KG y NADPH. Se determiné la quiralidad del 2HG como se describi6 previamente (Strays, E. A., Jansen,
E. E., Verhoeven, N. M. & Jakobs, C. Clin Chem 50, 1391-5 (2004)). Para los estudios de cristalografia, se incub6
previamente IDH1 recombinante purificada (R132H) a razén de 10 mg / ml en Tris 20 mM pH 7,4, NaCl 100 mM
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durante 60 min con NADPH 10 mM, cloruro de calcio 10 mM, y a-KG 75 mM. Los cristales se obtuvieron a 20°C por
equilibrio de difusién en vapor usando gotas de 3 pL 2:1 (proteina:precipitante) contra una solucion verdadera de
MES 100 mM pH 6,5, 20% de PEG 6000. Se obtuvieron muestras del tumor del pacientes después del
consentimiento informado como parte de un protocolo de investigacién aprobado por el IRB de UCLA. Se obtuvieron
muestras de tumor de cerebro después de reseccion quirdrgica, congelacion instantanea en isopentano enfriado por
medio de nitrégeno liquido y enfriadas a -80°C. El estado de la mutacion IDH1 de cada muestra se determind
usando técnicas estandar de biologia molecular como se describié previamente (Yan, H. y colaboradores. N Engl J
Med 360, 765-73 (2009)). Se extrajeron los metabolitos y se analizaron por LC-MS / MS como se describid
anteriormente. Métodos completos se encuentran disponibles en el material complementario.

Métodos complementarios

Clonacién, expresion y purificacion de ICDH1 e tipo silvestre y mutantes en E. coli. Se adquirié el clon del marco de
lectura abierto (ORF) de isocitrato deshidrogenasa 1 humana (ADNc) (IDH1; ref. ID NM_005896) a través de
Invitrogen en pENTR221 (Carlsbad, CA) y Origene Inc. en pCMV6 (Rockville, MD). Para transfectar las células con
IDH1 mutante o de tipo silvestre, se utilizaron técnicas de mutagénesis estandar de biologia molecular para alterar la
secuencia de ADN en el par de bases 395 del ORF en pCMV6 para introducir el cambio en el par de bases de
guanina a adenina, lo que resulta en un cambio en el cddigo del amino acido en la posicion 132 de arginina (tipo
silvestre) en histidina (mutante; o R132H), y se confirmé por métodos estandar de secuenciacion de DNA. Para la
transfeccion de células 293T, se subclonaron IDH1 mutante R132H y de tipo silvestre en pCMV-Sport6 con o sin
una etiqueta de Myc-DDK en el terminal carboxilo. Para la generacion estable de la linea celular, se utilizaron
constructos en pCMV6. Para la expresion en E. coli, se amplificé la region de codificacion de pENTR221 por PCR
usando cebadores disefiados para afiadir sitios de restriccion en Ndel y Xho1 en los extremos 5 'y 3
respectivamente. Se cloné el fragmento resultante en el vector pET41a (EMD Biosciences, Madison, WI) para
permitir la expresion en E. coli de la proteina etiquetada con His8 en el terminal C. La mutagénesis dirigida al sitio
fue realizada en el plasmido pET41a-ICHD usando el kit de mutagénesis dirigida QuikChange® MultiSite
(Stratagene, La Jolla, CA) para cambiar G395 por A, resultando en la mutacién de Arg por His. Se introdujeron los
mutantes R132C, R132L y R132S en pET41a-ICHD1 de una forma analoga.

Se expresaron proteinas mutantes y de tipo silvestre y se purificaron a partir de la cepa Rosetta™™ de E. coli
(Invitrogen, Carlsbad, CA) de la siguiente forma. Se cultivaron las células en LB (20 g / ml de kanamicina) a 37°C
con agitacion hasta que DO600 alcanzé 0,6. Se cambio la temperatura 18°C y se indujo la expresiéon de proteina
mediante la adicién de IPTG hasta una concentracion final concentracion de 1 mM. Después de 12-16 horas de
induccion con IPTG, se resuspendieron las células en regulador de lisis (Tris 20 mM, pH 7,4, 0,1% de Triton X-100,
NaCl 500 mM, PMSF 1 mM, B-mercaptoetanol 5 mM, 10% de glicerol) y se rompieron por microfluidizacion. Se
cargo el sobrenadante a 20.000 g en una resina de afinidad de quelato metalico (MCAC) equilibrada con regulador A
de la columna de niquel (Tris 20 mM, pH 7,4, NaCl 500 mM, B-mercaptoetanol 5 mM, 10% de glicerol) y se lavé a
través de 20 volumenes de columna. La elucidon de la columna se efectué mediante un gradiente lineal de 20
volimenes de columna de 10% hasta 100% de regulador B de columna de niquel (Tris 20 mM, pH 7,4, NaCl 500
mM, B-mercaptoetanol 5 mM, imidazol 500 mM, 10% de glicerol) en regulador A de columna de niquel. Las
fracciones que contenian la proteina de interés fueron identificadas por SDS-PAGE, reunidas, y dializadas dos
veces contra un exceso de 200 volumen de regulador de filtracién en gel (NaCl 200 mM, Tris 50 mM 7,5, B-
mercaptoetanol 5 mM, MnSO4 2 mM, 10% de glicerol), luego se concentré hasta 10 ml usando concentradrores
centrifugos Centricon (Millipore, Billerica, MA). La purificacién de los dimeros activos se logré aplicando el eluyente
concentrado de la columna MCAC a una columna de Sephacryl S-200 (GE Life Sciences, Piscataway, NJ)
equilibrada con regulador de filtracion en gel y eluyendo la columna con 20 volimenes de columna del mismo
regulador. Las fracciones correspondientes al tiempo de retencion de la proteina dimérica se identificaron mediante
SDS-PAGE y se reunieron para almacenamiento a -80°C.

Lineas celulares y cultivo celular. Se cultivaron células 293T en DMEM (medio de Eagle modificado de Dulbecco)
con 10% de suero bovino fetal y se transfectaron usando constructos IDH1 con base en pCMV-6 en placas de 6
pozos con Fugene 6 (Roche) o Lipofectamina 2000 (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
vector parental pCMV6 (no insertado), IDH1 o pCMV6-ts o pCMV6-R132H fueron transfectados en lineas celulares
de glioblastoma humano (U87MG; LN-18 (ATCC, HTB-14 y CRL-2610; respectivamente) cultivadas en DMEM con
10% de suero bovino fetal. Aproximadamente 24 horas después de la transfeccion, se transladaron los cultivos
celulares a un medio que contenia sal de sodio G418 en concentraciones ya sea de 500 pg / ml (U87MG) o 750 ug /
ml (LN-18) para seleccionar los transfectantes estables. Se generaron poblaciones combinadas de células
resistentes a G418 y se confirmd la expresion ya sea de IDH1 de tipo silvestre o de IDH1 R132 mediante analisis
estandar de transferencia tipo Western.

Transferencia tipo Western. Para experimentos de transfeccion transitoria en células 293, se lisaron células 72 horas
después de la transfeccion con regulador RIPA estandar. Se separaron los lisados mediante SDS-PAGE, se
transfirieron a nitrocelulosa y se sondaron con anticuerpo de anti-IDHc de cabra (Santa Cruz Biotechnology
sc49996) o anticuerpo antietiqueta MYC de conejo- (Cell Signaling Technology # 2278) y luego se detectaron con
anticuerpo anticabra de asno conjugado con HRP o anticonejo de cabra conjugado con HRP (Santa Cruz
Biotechnology SC2004). El anticuerpo IDH1 para confirmar la expresion tanto de IDH1 de tipo silvestre y como
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R132H se obtuvo de Proteintech. El anticuerpo monoclonal de raton IDH2 utilizado fue obtenido de Abcam.

Deteccion de isocitrato, a-KG, y 2HG en reacciones con enzima purificada por LC-MS/MS. Las reacciones de la
enzima realizadas como se describe en el texto se llevaron a cabo hasta su finalizacion como se juzga por la
medicion del estado de oxidacion de NADPH a 340 nm. Las reacciones se extrajeron con ocho volumenes de
metanol, y se centrifugaron para eliminar la proteina precipitada. El sobrenadante se secé bajo una corriente de
nitrégeno y se resuspendié en H2O. El analisis se llevdé a cabo en un LC-MS/MS API2000 (Applied Biosystems,
Foster City, CA). La separacion y el analisis de las muestras se realizé en una columna de 150 x 2 mm, 4 yM
Synergi Hydro-RP 80 A, utilizando un gradiente de regulador A (tributilamina 10 mM, acido acético 15 mM, metanol
al 3% (v/v), en agua) y regulador B (metanol) usando transiciones de MRM.

Ensayos enzimaticos con base en lisados celulares. Los lisados de células 293T para medir la actividad enzimatica
se obtuvieron 48 horas después de la transfeccion con regulador de lisis M-PER complementado con inhibidores de
proteasa y fosfatasa. Después, los lisados fueron sonicados y centrifugados a 12.000 g, se recolectaron los
sobrenadantes y se normalizaron para la concentracion total de proteina. Para medir la actividad oxidativa IDH, se
afiadieron 3 g de lisado de proteina a 200 pL de una solucién de ensayo que contenia regulador Tris-acetato 33
mM (pH 7,4), MgCl, 1,3 mM, EDTA 0,33 mM, B-NADP 100 uM, y diferentes concentraciones de D-(+)-treo-isocitrato.
La absorbancia a 340 nm, que refleja la produccion de NADPH, fue medida cada 20 segundos durante 30 minutos
en un espectrofotdmetro SpectraMax 190 (Molecular Devices). Los puntos de datos representan la actividad media
de 3 replicas por lisado, promediadas entre 5 puntos de tiempo centrados en cada 5 min. Para medir la actividad
reductora de IDH, se afadieron 3 pg de lisado de proteina a 200 yL de una solucién de ensayo que contenia Tris-
acetato 33 mM (pH 7,4), MgCl, 1,3 mM; B-NADPH 25 yM, NaHCO3 40 mM y a-KG 0,6 mM. La disminuciéon en la
absorbancia a 340 nm con el tiempo fue medida para evaluar el consumo de NADPH, con 3 réplicas por lisado.

Ensayos de enzima IDH1 recombinantes. Todas las reacciones fueron realizadas en regulador estandar de reaccion
de la enzima (NaCl 150 mM, Tris-Cl 20 mM, pH 7,5, 10% de glicerol, MgCl, 5 mM y albumina de suero bovino al
0,03% (p / v)). Para determinacién de los parametros cinéticos, se afiadié suficiente enzima para producir una
reaccion lineal durante 1 a 5 segundos. Se control6 el progreso de la reaccion mediante la observacion del estado
de reduccion del cofactor a 340 nm en un espectrémetro de flujo detenido SFM-400 (BioLogic, Knoxville, TN). Las
constantes enzimaticas fueron determinadas utilizando algoritmos de ajustes de la curva para modelos cinéticos
estandar con el paquete de software Sigmaplot (Systat Software, San Jose, CA).

Determinacion de la quiralidad de los productos de reaccion de las reacciones enzimaticas y de los tumores. Las
reacciones enzimaticas se llevaron a cabo hasta la terminacién y se extrajeron con metanol como se ha descrito
anteriormente, a continuacion, se formaron derivados con acido tartarico enantioméricamente puro antes de la
resolucion y el analisis por LC-MS/MS. Después de ser secadas completamente, las muestras se resuspendieron en
50 mg/ml de acido (2R, 3R)-(+)-tartarico en diclorometano:acido acético (4:1) recientemente preparado y se incubd
durante 30 minutos a 75°C. Después de enfriar a temperatura ambiente, se centrifugaron brevemente las muestras
a 14.000 g, se secaron bajo una corriente de nitrdgeno, y se resuspendieron en H;O. El analisis se llevé a cabo en
un LC-MS/MS API200 (Applied Biosystems, Foster City, CA), utilizando un flujo isocratico de 90:10 (formiato de
amonio 2 mM, pH 3,6: MeOH) en una columna Luna C18 (2) 150 x 2 mm, 5 uM. Se detectd6 2HG que forma
derivados con acido tartarico utilizando la transicion MRM 362,9/146,6 y los siguientes ajustes del instrumento: DP-
1, FP-310, EP-4, CE-12, CXP-26. Se realizé6 de manera similar el analisis del estandar (R)-2HG, mezcla racémica de
2HG, y la biomasa del tumor extraido con metanol (véase también).

Condiciones de cristalografia. Los cristales se obtuvieron a 20°C por equilibrado de difusién de vapor usando gotas
de 3 pL mezcladas 2:1 (proteina: precipitante) en contra una solucién verdadera de MES 100 mM pH 6,5, 20% de
PEG 6000.

Caracterizacion de la proteina. Se suministraron aproximadamente 90 mg de isocitrato deshidrogenasa citosdlica
humana (HcIDH) al Xtal Biostructures por Agios. Esta proteina era una forma mutante modificada por ingenieria
genética, R132S, con una etiqueta de purificacion por afinidad en el terminal C residuo 11 (secuencia
SLEHHHHHHHH). EI peso molecular monomérico calculado fue de 48,0 kDa y el pl tedrico fue 6,50. La proteina,
con una concentracion aproximadamente de 6 mg / mL, fue almacenada en alicuotas de 1 mL en Tris-Hcl 50 mM
(pH 7,4), NaCl 500 mM, B-mercaptoetanol 5 mM y 10% de glicerol a -80°C. Como se muestra en la figura 32A, se
realizé6 una SDS-PAGE para probar la pureza de la proteinas y se hizo una transferencia tipo Western anti-histidina
para demostrar que la proteina estaba realmente etiquetada con His. Se inyecté una muestra de la proteina en una
columna de exclusién por tamafio FPLC para evaluar la pureza de la muestra y para determinar el estado polimérico
en solucién. La figura 32B es un cromatograma de este corrimiento que muestra un solo pico corriendo con un
estimado de 87,6 kDa, lo que sugiere que IDH existe como un dimero a pH 7,4. Antes de la cristalizacién, se
intercambid la proteina Tris-Hcl 20 mM (pH 7,4) y NaCl 100 mM usando concentradores de centrifugacion Amicon.
En este punto, se concentré también la proteina también hasta aproximadamente 15 mg/mL. A esta concentracion
de proteina y fuerza idnica, la proteina tendié a formar un nivel detectable de precipitado. Después de centrifugar el
precipitado, la solucion era estable con ~10 mg/ml a 4°C.

Los primeros intentos de cristalizacion. La estrategia para la obtencion de cristales de calidad de difraccion se deriva
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de las condiciones de la literatura, especificamente "Structures of Human Cytosolic NADP-dependent Isocitrate
Dehydrogenase Reveal a Novel Self-regulatory Mechanism of Activity," Xu, et al. (2005) J.Biol.Chem. 279: 33946-56.
En este estudio, se produjeron dos formas cristalinas de la proteina de tipo silvestre HcIDH. Una contenia su
"complejo binario", IDH-NADP, que cristalizé a partir de las gotas suspendidas en el grupo de espacio tetragonal
P43242. Las gotas se forman a partir de partes iguales de solucion de proteina (15 mg / mL de IDH, NADP 10 mM) y
el precipitante consistia de MES 100 mM (pH 6 5) y 12% de PEG 20000. La otra forma cristalina contenia su
"complejo cuaternario”, IDH-NADP / isocitrato / ca®, que cristalizd en el grupo del espacial monoclinico P24 usando
MES 100 mM (pH 5,9) y 20% de PEG 6000 como el precipitante. Aqui habian afiadido DL-isocitrato 10 mM y cloruro
de calcio 10 mM a la solucion de la proteina. Los primeros intentos de cristalizacion del mutante R132S en este
estudio se centraron alrededor de estas dos condiciones reportadas, con poca variacion. Se enumeran los
componentes de la cristalizacion que podrian ser variadas; se probaron varias combinaciones diferentes de estos
componentes en el proceso de seleccion.

En la solucién de proteina:

HcIDH (R132S) siempre ~10 mg / ml 0 ~0,2 mM

Tris-HCI (pH 7,4) Siempre 20 mM

NaCl Siempre 100 mM

NADP+ / NADPH ausente o NADP" 5 mM (no se intenté NADPH)

Acido DL-isocitico, sal trisddica ausente o 5 mM

Cloruro de calcio ausente 0 10 mM

En el precipitante: MES 100 mM (pH 6,5) y 12% de PEG 20000 o
MES 100 mM (pH 6,0) y 20% de PEG 6000

Tamano de gota: siempre 3 L

Relacion de gotas: 2:1, 1:1 0 1:2 (proteina: precipitante)

Después de la formacion de las gotas suspendidas, se observd siempre un precipitado lechoso. En la inspeccion
después de 2-4 dias a 20°C, la mayoria de las gotas mostré una precipitacion densa o una separacion de fases. En
algunos casos, el precipitado se hundié y fue a partir de este tipo de gotas que crecieron pequefios cristales, por
ejemplo, como se muestra en la figura 33.

Optimizacion de cristal. Una vez que se lograron cristales auténticos, la siguiente etapa fue optlmlzar las condiciones
para obtener cristales mas grandes y de forma mas regular de IDH- NADP / isocitrato / Ca®* de una manera
oportuna y consistente. La seleccidn optima se enfoco en variar el pH de 5,7 a 6,2, la concentracion de MES de 50 a
200 mM y la concentracion de PEG 6000 del 20 a 25%. También, se prepararon gotas mas grandes (5-6 yL) y se
variaron nuevamente las relaciones de gota. Estos intentos fallaron en producir cristales mayores en calidad de
difraccién, pero reprodujeron los resultados reportados anteriormente. Se observaron o bien un precipitado mas
denso, una separacién de fases oleosa o cristales pequefios.

El uso de a-cetoglutarato. Concurrente a la optimizacién de los cristales de isocitrato, se realizaron otras selecciones
para obtener cristales de IDH (R132S) complejados con a-cetoglutarato en su lugar. La solucién de proteina fue
consistentemente 10 mg / mL de IDH en Tris-HCI 20 mM (pH 7,4) y NaCl 100 mM. Se afadieron a continuacion en
este orden: NADP 5 mM, acido a-cetoglutarico 5 mM (acido libre, pH equilibrado con NaOH) y cloruro de calcio 10
mM. Se incubd la proteina con estos compuestos durante al menos una hora antes de preparar las gotas. El
precipitante fue o bien MES 100 mM (pH 6,5) y 12% de PEG 20.000 o MES 100 mM (pH 6,5) y 20% de PEG 6000.
Nuevamente, se observd principalmente precipitacion o separacion de fase, pero en algunas gotas se formaron
cristales pequefios. En el borde de una de las gotas, se formé un solo cristal grande, mostrado mas adelante. Este
fue el cristal unico utilizado en la siguiente determinacion de la estructura. La figura 34 muestra el cristal obtenido a
partir de una solucién de proteina que contenia NADP 5 mM, a-cetoglutarato 5 mM, Ca® 10 mM. Precipitante
contenia MES 100 mM (pH 6,5) y 12% de PEG 20.000.

Crio condiciones. Con el fin de enviar el cristal a la fuente de rayos X y protegerlo durante la crio-cristalografia, se
requirié de un crio-protector adecuado. El glicerol es ampliamente utilizado y fue la primera escogencia. Se elaboro
una crio solucidn, basicamente como una mezcla del regulador de proteina y solucién precipitante mas glicerol: Tris-
HCI 20 mM (pH 7,5), NaCl 100 mM, NADP 5 mM, acido a-cetoglutarico 5 mM, cloruro de calcio 10 mM, MES 100
mM (pH 6,5), 12% de PEG 20000 y, o bien 12,5% de glicerol o 25% de glicerol. El cristal se transfiri6 a la crio
solucién en dos etapas. Primero, se afadieron 5 pL de la solucién de glicerol al 12,5% a la gota y se incubd durante
10 minutos, observando el posible rompimiento del cristal. Se removié el liquido de la gota y se afiadieron 10 L de
la soluciéon de glicerol al 25% en la parte superior del cristal. Nuevamente, se incub6é durante 10 minutos, se
recolectd en un bucle de nylon y se sumergié en nitrégeno liquido. Se almacend el cristal sumergido en un vaso
dewar de nitrégeno liquido para el transporte.

Recoleccion y procesamiento de datos. Se monto el cristal congelado en un instrumento de rayos X Rigaku RAXIS
IV bajo una corriente de gas nitr6geno a temperaturas cercanas a -170°C. Se recolectd un conjunto de datos a
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200°C con el detector de placa de imagen utilizando radiacién de longitud de onda de 1,54 A de una fuente casera
anddica de cobre en rotacion, oscilaciones 1° y exposiciones durante 10 minutos. La presencia de 25% de glicerol
como crioprotector fue suficiente para una congelaciéon adecuada, ya que no se observaron signos de rompimiento
del cristal (manchas de division o reticulos superpuestos). Se observé un anillo difuso con una resolucion de 3,6 A,
muy probablemente causada por la formacion de hielo. El patrén de difraccion de rayos X mostro planos reticulares
claros y separacion puntual razonable, aunque el espaciamiento a lo largo de un eje reciproco era bastante pequefio
(b = 275,3). Los datos se indexan para una resolucion de 2,7 A en el grupo espacial P2:212 con HKL2000
(Otwinowski y Minor, 1997). Se conocen tres estructuras para HclDH, que designan la forma cerrada (1TOL), la
forma abierta (1T09 subunidad A) y forma la semiabierta (1T09 subunidad B). Se realiz6 el reemplazo molecular con
el programa CCP4 PHASER (Bailey, 1994) usando Unicamente los atomos de proteina de estas tres formas.
Unicamente la forma cerrada produjo un resultado de reemplazo molecular éxito con 6 subunidades de proteina en
la unidad asimétrica. La celda unitaria contiene aproximadamente 53,8% de disolvente.

Refinacion del modelo. Usando el programa CCP4 REFMACS, se realizdé un refinamiento de cuerpo rigido para
ajustar cada una de las 6 subunidades IDH en la unidad asimétrica. Esto fue seguido por el refinamiento del cuerpo
rigido de los tres dominios en cada subunidad de proteina. El refinamiento restringié utilizando simetria no
cristalografica promediando los pares relacionados de subunidades produjo una estructura inicial con Reist de 33% y
Ribre de 42%. El modelo de construccidn y el refinamiento del espacio real fueron realizados con el programa de
graficos COOT (Emsley y Cowtan, 2004). Se calculé un mapa de diferencias y este mostré una fuerte densidad de
electrones dentro de la cual se acomodaron manualmente seis copias individuales del ligando NADP y ion calcio con
COQT. La densidad para la estructura de a-cetoglutarato fue menos definida y fue ajustada después de que los
residuos de proteina del sitio de enlazamiento fueran ajustados usando un mapa que omitir el compuesto 2F,-F.. Se
aplicé una optimizacion automatizada del grafico de Ramachandran acoplado con el ajuste manual de la densidad
del espacio real para mejorar la geometria total y el ajuste. Una ronda final de refinamiento restringido, con NCS
produjo un Rgristal del 30,1% y Riipre de 35,2%

a A b, A ¢, A Volumen unitario de

a B v celda, A® z
116,14 275,30 96,28 90° 90° 90° 3,08 x 10° 24
Grupo de trabajo/grupo de prueba 68.755 / 3,608 (5,0%)
Rcristal 30* 1%
Riibre 35,2%

Datos de los rayos X y estadisticas de refinamiento para IDH(R132S)-NADP / a-cetoglurato / ca®

Parametros del cristal

Grupo espacial P242.2
Dimensiones unitarias de la celda

a, b, c A 116.139, 275.297, 96.283
a,B,v,° 90.0, 90.0, 90.0
Volumen, A 3,078,440

No. de moléculas de proteina en la unidad asimétrica 6

No. de moléculas de proteina en la celda unitaria, Z 24

Recoleccion de datos

Linea del haz

Fecha de la recoleccion 25 de abril de 2009
A A 1.5418
Detector Rigaku Raxis IV
Conjunto de datos (phi), ° 200

Resolucion, A 25-2.7 (2.8-2.7)
Reflexiones unicas (N, F > 0) 73,587

Lo completado, % 85.4 (48.4)
</>/ g 9.88 (1.83)
R-fundido 0.109 (0.33)
Redundancia 4.3 (1.8)
Mosaicidad 0.666

Factor B de Wilson 57.9

Factor B de Anisotropia, A2 -1.96
Refinamiento estadistico

Limite de resolucion, A 20.02-2.70

No. de reflexiones utilizadas para R-trabajo® / 68,755 / 3608
Atomos de proteina 19788

Atomos del ligando 348
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No. de aguas 357
lones etc. 6
Coeficiente de Matthews. A®/ Dalton 2.68
Disolvente, % 53.8
R-trabajo® / R-libre®, (%) 30.1/35.2
Figura de mérito© 0.8 (0.74)
Factores B promedio 31.0
Error de coordenadas (grafica de Luzzati), A 0.484
Desviaciones R.M.S.

Longitudes de enlace, A 0.026
Angulos de enlace, ° 2.86

Ese dan para todos los datos y para los datos en la capa de resolucién mas alta. Los valores de la capa mas alta
estan entre paréntesis.

Factor °R = Znq |Fo-Fc| / ZnuFo, donde Fo y Fc son las amplitudes observada y calculada del factor de estructura,
respectivamente para todas las reflexiones hkl usadas en el refinamiento.

®R-libre se calcula para el 5% de los datos que no fueron usados en el refinamiento. °Figura de mérito = v +*

£= (2 Pecos el 25 P). y = ( L Pasine ) (ZEP@), y Ia probabilidad de fase P(a) = exp(A cos a+ B sin a+ C
cos(2a) + D sin(2a)), donde A, B, C, y D son los coeficientes de Hendrickson-Lattman y a s la fase.

Estereoquimica de IDH a-cetoglutarato/Ca®*

Estadisticas de la grafica de Ramachandran Numero de % de residuos
aminoacidos

Residuos en la mayoria de las regiones favorecidas [A, B, L] 1824 82.2

Residuos en las regiones adicionales permitidas [a, b, |, p] 341 154

Residuos en las regiones generosamente permitidas[-a, -b, -l, -p] | 38 1.7

Residuos en las regiones no permitidas 17 0.8

Numero de residuos que no son de glicina ni de prolina 2220 100

Numero de residuos terminales (excluyendo Gly y Pro) 387

Numero de residuos de glicina 198

Numero de residuos de prolina 72

Numero total de residuos 2877

<G> total - puntuacién del factor® (> -1.0) -0.65

Generado por PROCHECK (Laskowski RA, MacArthur MW, Moss DS, Thornton JM (1993) J Appl Crystallogr
26:283-291.)

4G-factores para los angulos dihédricos de la cadena principal y de la cadena secundaria y fuerzas covalentes de la
cadena principal (longitudes de enlace y angulos de enlace). Los valores deben ser idealmente -0,5 o por encima de
-1.0.

Longitud de onda de radiacién, A 1.54

Resolucion, A (capa exterior) 20-2.70 (2.80-2.70)
Reflexiones Unicas 73,587

Lo completado (capa externa) 85.4% (48.4%)
Redundancia (capa externa) 4.3 (1.8)

R-fusién (capa externa) 10.9% (33%)

<I>/ <4(1)> (capa externa) 9.88 (1.83)

Especimenes clinicos, extraccion y analisis de metabolitos. Los tumores cerebrales humanos fueron obtenidos
durante reseccién quirargica, congelacion instantanea en isopentano enfriado con nitrégeno liquido y almacenado a
-80°C. La clasificacién clinica del tejido se realizé mediante la categorizacidon y gradacion de la patologia clinica
estandar como lo establecio la OMS. Se desplegé el andlisis de la secuencia gendémica para identificar muestras de
tumor cerebral que contenian ya sea isocitrato deshidrogenasa de tipo silvestre (IDH1) o mutaciones que alteran al
aminoacido 132. Se aislé el ADN gendémico a partir de 50-100 mg de tejido de tumor cerebral utilizando métodos
estandar. Una reaccién en cadena de la polimerasa en el ADN gendmico aislado se utilizé para amplificar un
fragmento del par de bases 295 del ADN gendmico que contiene tanto las secuencias del intrén como del segundo
exon de IDH1 humano y se evalu6 es estado de la mutacién mediante técnicas estandar de biologia molecular. Se
logro la extraccion de metabolitos mediante la adicion de un volumen 10x (relacion m/v) de una mezcla metanol:
agua a -80°C (80%:20%) al tejido cerebral (aproximadamente 100 mg) seguido por homogeneizacion durante 30 s a
4°C. Estos tejidos homogenizados enfriados, extraidos en metanol fueron luego centrifugaron a 14.000 rpm durante
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30 minutos para sedimentar los residuos celulares y de tejido y se transfirieron los sobrenadantes de tejido
aclarados a un vial de congelador de tapa rosca y se almacenaron a -80°C. Para el andlisis, se afiadié un volumen
2X de tributilamina (10 mM) &cido acético (10 mM), pH 5,5 a las muestras y se analizaron por LCMS la siguiente
forma. Se filtraron los extractos de la muestras usando un disco Millex-FG de 0,20 micras y se inyectaron 10 pL en
una columna de HPLC de fase inversa (Synergi 150 mm x 2 mm, Phenomenex Inc.) y se eluyeron utilizando metanol
grado LC-MS en gradiente lineal (50%) con tributilamina 10 mM y &cido acético 10 mM) con una rampa de 80% de
metanol: tributilamina 10 mM: acido acético 10 mM durante 6 minutos a 200 pL/min. Se detectaron los iones eluidos
del metabolito utilizando un espectrometro de masas de triple cuadrupolo, sintonizado para detectar en modo
negativo con el conjunto de transicion en modo de control de reaccion multiple (de MRM) de acuerdo con los pesos
moleculares y los patrones de fragmentacion para 8 metabolitos centrales conocidos, incluyendo 2-hidroxiglutarato
(los parametros de MRM fueron optimizados por infusion previa de estandares conocidos del compuestos). Se
procesaron los datos utilizando software Analyst (Applied Biosystems, Inc.) y se obtuvieron las intensidades de sefial
del metabolito mediante métodos estandar de integracion de pico.

Ejemplo 9 seleccion de alto rendimiento (HTS) para inhibidores de IDH1 R132H

Los ensayos se realizaron en un volumen de 76 pL del regulador del ensayo (NaCl 150 mM, MgC12 10 mM, Tris 20
mM pH 7,5, albumina de suero bovino al 0,03%) como sigue en una placa estandar de 384 pozos: Para 25 pL de
una mezcla de sustrato (NADPH 8 uM, a-KG 2 mM), se le afiadié 1 pL del compuesto de prueba en DMSO. Se
centrifugd brevemente la placa y luego se afiadieron 25 pL de mezcla de la enzima (0,2 pug/ml de ICDH1 de R132H)
seguido por una breve centrifugacion y agitacién a 100 rpm. Se incubd la reaccién durante 50 minutos a temperatura
ambiente, luego se afadieron 25 yL de la mezcla de deteccion (resazurina 30 yM, 36 pg/ml) y se incubd
adicionalmente la mezcla durante 5 minutos a temperatura ambiente. La conversién de resazurina en resorufina se
detectd mediante espectroscopia de fluorescencia a Ex544 Em590 c/o 590.

La Tabla 24a muestra el perfil de selectividad de tipo silvestre del mutante de los 5 ejemplos principales de
inhibidores IDH1R132H. El ensayo con IDH1 de tipo silvestre se realiz6 a 1x Km de NADPH por oposicidon a
IDHR132H a 10x o 100x Km de NADPH. El segundo ejemplo no mostré inhibicién, incluso con 100 uM. También, el
primer ejemplo tiene un ICsp = 5,74 uyM pero es desplazado significativamente cuando se ensaya con 100x Km, lo
que indica un inhibidor competitivo directo de NADPH. La selectividad entre el tipo silvestre contra el mutante puede
ser > 20 veces.

LDHa | Lomb | 'CDH 1Cso (uM) ICDH ICso Relacién | IDH1ts ICso
ESTRUCTURA c A @ 4uM (MM) @ 40 uM | de ICsp @ 1xKm
%0 %0 | (10x Km) NADPH NADPH (40/4) (M)
25,43 | 64,07 5,74 >100 17,42 16,22
Sin
592 | 17,40 12,26 41,40 3,38 O
inhibicion
8,61 | >100 12,79 14,70 1,15 19,23
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Ejemplos de compuestos adicionales que inhiben a IDH1R132H e proporcionan a continuacion en la Tabla 24b.
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Ejemplo 10. La enzima mutante IDH2-R172K tiene una actividad de catalisis reductiva de NADPH levada compara
con la enzima de IDH2 de tipo silvestre.

Se midi6 la actividad de reduccién para las enzimas IDH2-R172K, IDH2 de tipo silvestre, IDH1-R132H y IDH1 de
tipo silvestre. Las concentraciones finales de reactivo para cada reaccion fueron las siguientes: Tris 20 mM 7,5,
NaCl 150 mM, MnCl, 2 mM, glicerol al 10%, BSA al 0,03%, enzima (1 a 120 pg / ml), NADPH 1 mM, y a-KG 5 mM
(alfa-cetoglutarato). Las actividades especifica resultantes (umol / min / mg) se presentan en la grafica en la figura
35. Los resultados indican que la IDH2 mutante tienen actividad reductora elevada comparada con la IDH2 de tipo
silvestre, aunque tanto las enzimas IDH2 mutantes y de tipo silvestre fueron capaces de elaborar 2HG (2-
hidroxiglutarato) con niveles de saturacion de los reactantes a-KG y NADPH.

Ejemplo 11: 2-HG se acumula en AML con los pacientes y los datos clinicos de las mutaciones IDH1/2

Se recolectaron sangre periférica y médula 6sea de pacientes con AML al momento del diagnéstico y en la recaida,
siguiendo el consentimiento informado aprobado REB. Se separaron las células mediante centrifugacion Ficol
Hypaque, y se almacené a -150°C en 10% de DMSO, 40% de FCS y 50% de medio alfa-MEM. Se almacenaron los
sueros de los pacientes a -80°C. Se realizaron los analisis citogenéticos y molecular en el laboratorio de diagnéstico
de la University Health Network (Toronto, Canada). Un subgrupo de pacientes (n = 132) recibi6 el tratamiento inicial
consistente utilizando una induccién estdndar y un régimen de quimioterapia de consolidacién que consiste en
daunorubicina y citarabina.

Genotipificacion de IDH1 e IDH2

Se extrajo el ADN de células leucémicas y lineas celulares utilizando el kit Puregene de Qiagen (Valencia CA). Para
un subconjunto de muestras (n = 96), se extrajo el ARN de células leucémicas usando un kit RNeasy de Qiagen, y
se transcribiéd en forma inversa en ADNc para la genotipificacion de IDH1 e IDH2. El genotipo de IDH1 e IDH2 se
determin6 en el Analitical Genetics Technology Centre in the University Health Network (Toronto, Canada),
utilizando una plataforma Sequenom MassARRAY™? (Sequenom, San Diego, CA). Se confirmaron los resultados
positivos por secuenciacion directa en un analizador genético ABI PRISM 3130xI (Applied Biosystems, Foster City,
CA).

Lineas celulares

Se obtuvieron las lineas celulares de AML (OCI / AML-1, la OCI / AML-2, la OCI / AML-3, la OCI / AML-4, la OCI /
AML-5, HL-60, MT-4-11, THP-1, K562, y KG1a) y las células 5637 a través del laboratorio de Mark Minden (Ontario
Cancer Institute Ontario, Toronto, Canada). Se -cultivaron células primarias de AML en medio alfa-MEM
complementado con 20% de suero bovino fetal, y 10% de medio acondicionado con células 5637 como se describi6
previamente13. Se generaron curvas de crecimiento mediante el recuento de células viables como se evalué por
exclusion con azul de tripano en un contador de células automatizado Vi-CELL (Beckman Coulter, Fullarton, CA).

Expresion / purificacion de proteinas IDH1 e IDH2

El ADNc de IDH1 humano (ref. ID NM_005896) y el ADNc de IDH2 (ref. ID NM_002168) fueron adquiridos a través
de OriGene Technologies (Rockville, MD). Para la expresion en E. coli, se amplificé la regién de codificacion por
PCR usando cebadores disefiados para afadir sitios de restriccion Ndel y Xhol en los extremos 5' y 3'
respectivamente. Los fragmentos resultantes para IDH1 (longitud completa) e IDH2 (residuos 40-452) fueron
clonados en el vector pET41a vector (EMD Biosciences, Madison, WI) para permitir la expresiéon en E. coli de la
proteina etiquetada con His ‘8 en el terminal C. Se realizé6 una mutagénesis dirigida al sitio en el plasmido pET41a-
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IDH1 y pET41a-IDH2 usando el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange® Lightning (Stratagene, La Jolla,
CA) para cambiar C394 a T en el ADNc de IDH1, resultado en la mutacion R132C, y para cambiar G515 en A en el
ADNCc de IDH2, resultando en la mutacion R172K. Las proteinas IDH1 mutante y de tipo silvestre fueron expresadas
en y purificadas a partir de la cepa Rosetta™™ de E. coli (DE3) de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Invitrogen, Carlsbad, CA). La sobreexpresion de la proteina IDH2 se logrd por cotransfeccion de los plasmidos de
expresion que codifican los clones IDH2 respectivos y pG-KJE8 que expresan proteinas chaperonas.

Ensayos de actividad de IDH1/2

Se evalud la actividad enzimatica siguiendo el cambio en la absorbancia de NADPH a 340 nm con el tiempo en un
espectrofotémetro de flujo detenido SFM-400 (BioLogic, Knoxville, TN) en presencia de isocitrato y NADP” (reaccién
directa), o a-KG y NADPH (reaccion inversa). Todas las reacciones se realizaron en regulador estandar de reaccion
enzimatica (NaCl 150 mM, Tris-Cl 20 mM, pH 7,5, MgCl> 10 mM y albumina de suero bovino al 0,03% (p / v)). Para
la determinacién de los parametros cinéticos, se afiadié suficiente enzima para producir una reaccion lineal durante
1 a 5 segundos. Se determinaron las constantes de enlazamiento enzimatico utilizando algoritmos de ajuste de la
curva para modelos cinéticos estandar con el paquete de software Sigmaplot (Systat Software, San Jose, CA). Para
la determinacion de kcat, se incubo la enzima con 5X Km de sustrato y cofactor; se determiné el consumo de
NADPH o NADP mediante un cambio en la OD340 en el tiempo. En ambos casos, se usé un coeficiente de extincion
de 6200 M cm™ para NADPH.

Analisis de 2-HG y de los metabolitos

Se extrajeron los metabolitos de las células cultivadas, de células leucémicas primarias, y de sueros utilizando
metanol acuoso al 80% (-80°C) como se describié previamente. Para la extraccién de células, se descongelaron
rapidamente biopsias congeladas a 37°C, y se centrifugd una alicuota de 2 millones de células a 4°C. Se
resuspendio el precipitado en metanol al 80% a -80°C. Para la extraccion del suero, se descongel6 rapidamente 1 ml
de suero y se mezclé con 4 ml de metanol a -80°C. Se centrifugaron todos los extractos a 13.000 rpm a 4°C para
remover el precipitado, se secé a temperatura ambiente, y se almacené a -80°C hasta el analisis por LC-MS. Se
determinaron los niveles de metabolitos (2-HG, a-KG, succinato, fumarato, y malato) mediante LC de fase inversa
de iones apareados acoplada a un MS de triple cuadrupolo de electroaspersion en modo negativo usando control de
la reaccion multiple, y se compararon los picos de elucion integrados con curvas estandar de metabolitos para
cuantificacion absoluta como se describid.

Analisis estadistico

Se utilizé una prueba exacta de Fisher para evaluar las diferencias en las variables categoéricas entre IDH1 / 2 de
tipo silvestre e IDH1 / 2 mutante de los pacientes. Se us6 un ANOVA de una sola via seguido por la prueba t de
Student con correccién para comparaciones multiples para analizar las diferencias en la actividad de IDH1 vy las
concentraciones de metabolitos. Las diferencias con p <0,05 se fueron consideradas significativas.

Resultados

Con el fin de investigar el papel de las mutaciones IDH1 R132 en AML, se realizaron genotipificaciones de las
células leucémicas obtenidas en la presentacion inicial, de una serie de 145 pacientes con AML tratados en el
Princess Margaret Hospital, con el animo de identificar las muestras mutantes en nuestro banco de tejidos de
células viables. Se encontraron mutaciones heterocigotas IDH1 R132 en 11 (8%) de estos pacientes (Tabla 25). El
espectro de mutaciones IDH1 observado en AML parece diferir el aquel observado en tumores del SNC. En el SNC,
la mayoria de las mutaciones (80-90%) son sustituciones de IDH1 R132H, mientras que se observaron 5, 4, y 2
pacientes con mutaciones IDH1 R132H, R132C, y R132G, respectivamente (Tabla 25). En cuatro casos, las células
leucémicas también estaban disponibles a partir de muestras tomadas al momento de recaida. Se retuvo la
mutacion IDH1 en 4/4 de estas muestras (Tabla 25). Uno de los pacientes portadores de una mutacién IDH1 habian
progresado hasta AML a partir de un sindrome mielodisplasico temprano (MDS). Cuando las células del MDS previo
en este paciente fueron analizadas se encontré que IDH1 era de tipo silvestre. Se realiz6 la genotipificacion de 14
pacientes adicionales con MDS, y se encontré6 que todos los pacientes eran de tipo silvestre para IDH1, lo que
sugiere que las mutaciones IDH1 no son una caracteristica comun de esta enfermedad. En muestras de un
subconjunto de pacientes con IDH1 mutante (n = 8), se utilizo6 ARN transcrito en forma inversa para la
genotipificacion con el fin de evaluar la expresidon relativa de los alelos mutantes y de tipo silvestre. La
genotipificacion con Seqenom mostré picos de alelos equilibrados para estas muestras, indicando que tanto los
genes de tipo silvestre como los mutantes se expresaron. Se genotipificaron también diez lineas celulares
establecidas de AML (OCI / AML-1, la OCI / AML-2, la OCI / AML-3, la OCI / AML-4, la OCI / 5 de AML, HL-60, MT-
4-11, THP -1, K562, y KG1A) y ninguna portaba a una mutacion IDH1 R132.

Tabla 25: Identificacion de 13 pacientes con AML que portan una mutacién IDH1 R132 o IDH2 R172 *

Tabla 25

ID del Mutacion Cambio de Subtipo Estado de Perfil citogenético Genotipo  Nivel de 2-HG
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paciente aminoacido de FAB NPM1 y con (ng/2x10b
FLT3 recaida células)
Mutaciones
IDH1
Ser90108 G/A R132H M4 n/a Normal n/a 2090
Ser90356 G/A R132H n/a n/a n/a n/a 1529
0034 C/IT R132C M5a Normal Normal n/a 10285
0086 CIG R132G M2 Normal Normal n/a 10470
0488 C/IT R132C MO Normal Normal R132E 13822
8587 G/A R132H n/a Normal Normal n/a 5742
8765 CIT R132C M1 n/a Normal n/a 7217
8741 G/A R132H M4 NPM1 Normal R132H 6419
9544 CIG R132G n/a n/a Normal R132G 4962
0174268 G/A R132H M1 NPM1 Normal 5132H 8464
090148 (o72) R132C M1 n/a 46, xx, 1(7)(p10)[20] n/a n/a
Mutaciones
IDH2
9382 G/A R172K MO Normal Normal n/a 19247
0831 G/A R172K M1 Normal Normal n/a 15877

*NPM1 denota nucleofosmina 1 y tirosina quinasa 3 relacionada con FLT FMS. n/a indica que algunos datos no
estan disponibles para algunos pacientes

Se prepard un ensayo de cribado para medir metabolito 2-HG en este conjunto de muestras de AML. Los niveles de
5 2-HG fueron aproximadamente 50 veces mayores en las muestras que albergan una mutacion IDH1 R132 (Tabla
25, Figura 36A, Tabla 26). 2-HG también fue elevado en los sueros de pacientes de AML con IDH1 R132 mutante
(Figura 36B). No hubo relacion entre la sustitucion de aminoacidos especifica en el residuo 132 de IDH1 y el nivel de
2-HG en este grupo de pacientes.

10 Tabla 26. Concentraciones de metabolito en células de AML de tipo silvestre y mutante IDH1/2 individuales*

Muestra Genotipo de 2-HG a-KG Malato Fumarato Succinato

IDH1/2 (ng/2x10° (ng/2x10° (ng/2x10° (ng/2x10° (ng/2x10°

células) células) células) células) células)
0034 R132C 10285 125 192 239 2651
0086 R132G 10470 124 258 229 3043
0488 R132C 13822 95 184 193 2671
8587 R132H 5742 108 97 95 1409
8665 R132C 7217 137 118 120 1648
8741 R132H 6419 87 66 61 938
9544 R132G 4962 95 76 72 1199
0174268 R132H 8464 213 323 318 2287
090356 R132H 1529 138 657 366 1462
090108 R132H 2090 n/a 246 941 3560
090148t% R132C n/a n/a n/a n/a n/a
8741% R132H 2890 131 113 106 1509
95541 R132G 7448 115 208 227 2658
0174268% R132H 964 72 134 138 2242
04881 R132C 7511 85 289 310 3448
9382 R172K 19247 790 821 766 5481
0831 R172K 15877 350 721 708 5144
(continuacion)
Muestra Genotipo de 2-HG a-KG Malato Fumarato Succinato
IDH1/2 (ng/2x10° (ng/2x10° (ng/2x10° (ng/2x10° (ng/2x10°
células) células) células) células) células)

157 Tipo silvestre 212 121 484 437 3057
202 Tipo silvestre 121 57 161 136 1443
205 Tipo silvestre 147 39 162 153 1011
209 Tipo silvestre 124 111 167 168 1610
239 Tipo silvestre 112 106 305 361 1436
277 Tipo silvestre 157 61 257 257 2029
291 Tipo silvestre 113 118 124 128 1240
313 Tipo silvestre 116 75 151 181 1541
090158 Tipo silvestre 411 217 658 647 3202
090156 Tipo silvestre 407 500 1276 1275 6091
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* IDH1/2 denota isocitrato deshidrogenasa 1 y 2, 2-HG, 2-hidroxiglutarato, y a-KG (alfa-cetoglutarato). Las
mediciones de metabolitos no estaban disponibles para todos los pacientes.

1 las mediciones metabdlicas no se hicieron debido a la muestra limitada del paciente.
1 indica muestras obtenidas en la recaida.

Dos muestras que albergan IDH1 de tipo silvestre también mostraron altos niveles de 2-HG (Tabla 25). La alta
concentracion de 2-HG impulsé la secuenciaciéon del gen IDH2 en estas dos muestras de AML, que establecio la
presencia de mutaciones IDH2 R172K en ambas muestras (Tabla 25).

Evaluacion de las caracteristicas clinicas de los pacientes con o sin mutaciones IDH1/2 revelé una correlacion
significativa entre mutaciones IDH1/2 y el cariotipo normal (p = 0,05), pero no otras diferencias entre estos dos
grupos (Tabla 27). En particular, no hubo diferencia en la respuesta al tratamiento para un subgrupo de pacientes
que recibieron tratamiento consistente (n = 136). Estos resultados son consistentes con el informe inicial de la
identificacion de mutaciones IDH1 en AML.

Tabla 27: Caracteristicas de pacientes con IDH1/2 mutante y de tipo silvestre*

Variable IDH1/2 de tipo silvestre IDH1/2 mutante Valor P
(N=132) (N=13)

Edad (afios) 58,8 £ 16,2 52,6 +7,0 0,17t

Sexo (% de machos) 53 (70/132) 62 (8/13) 0,77t

WVC con diagnéstico (10° 40,7 £ 50,6 28,7+ 341 0,381

células/L)

Respuesta al tratamiento 70 (85/122) 62 (8/13) 0,54%

inicial

(% de remision completa)

Perfil citogenético 62 (72/117) 92 (11/12) 0,05%

(%normal)

Mutaciones adicionales
FLT3 (%) 17 (8/47) 0 (0/8) 0,58%
NPM1 (%) 30 (14/47) 25 (2/8) 1,0%

*Para valores mas-menos, el valor indica la media, y * indica la desviacion estandar. IDH1/2 denota isocitrato
deshidrogenasa 1 y 2, WBC recuento de globulos blancos, FTL3 tirosina quinasa 3 relacionada con FMS, y NPM1
nucleofosmina 1.

T El valor P se calculé utilizando la prueba t de Student.
I El valor P se calculé utilizando la prueba exacta de Fisher.

Los paneles de células de AML de pacientes con IDH1 de tipo silvestre y mutante se cultivaron in vitro. No hubo
diferencia en las tasas de crecimiento o viabilidad de las células mutantes y de tipo silvestre IDH1 R132, con ambos
grupos que muestran una alta variabilidad en su capacidad para proliferar en cultivo, como es caracteristico de las
células de AML primarias (Figura 36C). No hubo relacion entre los niveles de 2-HG en las células mutantes IDH1
R132 y su tasa de crecimiento o la viabilidad en cultivo. Después de 14 dias en cultivo, las células de AML mutantes
retuvieron sus mutaciones IDH1 R132 (11/11), y continuaron acumulando altos niveles de 2-HG (Figura 36A), lo que
confirma, ademas, que las mutaciones IDH1 R132 conducen a la produccion y acumulacion de 2 -HG en las células
de AML.

Para investigar el efecto de las mutaciones IDH1/2 sobre la concentracion de metabolitos celulares proximales para
la reaccién IDH, se midieron los niveles de a-KG, succinato, malato, y fumarato en células de AML con mutaciones
IDH1/2 y en un conjunto de células de AML de tipo silvestre emparejados para el subtipo de AML y el perfil
citogenético. No se encontré ninguno de los metabolitos fuera alterado en gran medida en los mutantes IDH1 en
comparacion con las células de tipo silvestre IDH1 (Figura 27, que complementa la Tabla 26). El nivel medio de a-
KG no fue alterado en las células de AML mutantes IDH1/2, lo que sugiere que la mutacion no disminuye la
concentracion de este metabolito como se habia planteado la hipdtesis anteriormente.

Para confirmar que la mutacion R132C de IDH1, y la mutaciéon R172K de IDH2 confieren una actividad enziméatica
novedosa que produce 2-HG, se ensayaron enzimas mutantes recombinantes con respecto a la reduccion
dependiente de NADPH de a-KG. Cuando se analizaron las muestras por LC-MS tras la terminacion del ensayo de
la enzima, se identificé a 2-HG como el producto final, tanto para las enzimas mutantes IDH1 R132C como IDH2
R172K (Figura 38). No se pudo detectar isocitrato por LC-MS, lo que indica que 2-HG es el unico producto de esta
reaccion (Figura 38). Esta observacion se mantuvo como verdadera incluso cuando la reaccion de reduccién se
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llevd a cabo en un regulador que contenia NaHCO3 saturado de CO..

Una gran proporcién de pacientes IDH1 mutantes en la AML tiene una mutacion IDH1 R132C (Tabla 25). Con el fin
de caracterizar bioquimicamente a IDH1 R132C mutante, se evaluaron las propiedades enzimaticas de la proteina
recombinante R132C in vitro. El analisis cinético mostré que la sustitucion de R132C perjudica gravemente la
descarboxilacion oxidativa del isocitrato en a-KG, con una disminucion significativa en keat, @ pesar de que la afinidad
por el cofactor NADP+ permanece esencialmente sin cambios (Tabla 28). Sin embargo, a diferencia de la enzima
mutante R132H descrita previamente, la mutacion R132C conduce a una draméatica pérdida de afinidad por la
isocitrato (Kwm), y una caida en la eficiencia neta del metabolismo de isocitrato (kcat / KM) de mas de seis 6rdenes de
magnitud (Tabla 28). Esto sugiere una diferencia de potencial en la regulacién del nivel de sustrato de la actividad
enzimatica en el contexto de AML. Aunque la sustitucién de cisteina en R132 inactiva la conversion candnica de
isocitrato en a-KG, la enzima mutante IDH1 R132C adquiere la capacidad de catalizar la reduccién de a-KG en 2-
HG en una forma dependiente de NADPH (Figura 39). Esta reaccion reductora del mutante IDH1 R132C es
altamente eficiente (kcat / KM) en comparacion con la enzima de tipo silvestre, debido al considerable aumento de la
afinidad de enlazamiento tanto de laos sustratos NADPH como a-KG (Kw) (Tabla 28).

Tabla 28: Parametros cinéticos de la enzima mutante IDH1 R132C

Oxidativo (-> NADPH) TS R132C
Kwm, napp+ (UM) 49 21

K, isocitrato (MM) 57 8,7 x 10?
Kwm, Mgciz (UM) 29 45x10°
Ki. axa (UM) 6,1 x 107 61

Keat (s7) 1,3x10° 7.1 x 10°
Keat/ K. isocitrato (M'S™) 2,3 x10° 8,2 x 10°
Reductiva (-> NADP+) TS R132C
Kwm, napPH (UM) n/a* 0,3

Ki, a-KG (UM) n/a 295

Keat (57) ~7 (est.) 5,5 x 10°

*n/a indica que no hay actividad medible
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro de evaluacion de un sujeto con aciduria 2-hidroxiglutarica, comprendiendo el método
determinar si el sujeto tiene una mutacion de isocitrato deshidrogenasa (IDH) que tiene la capacidad de convertir a-

cetoglutarato en 2-hidroxiglutarato (2HG).
2. El método in vitro de la reivindicacion 1, en donde la mutacién es una mutacion IDH2.

3. El método in vitro de la reivindicacion 1 o 2, en donde la mutacién IDH2 es IDH2R172K, IDH2R172M,
IDH2R172S, IDH2R172G, o IDH2R172W.
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Intensidad, cps
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CXICde-MRM {1 par}: 362.9/146.6 Da 1D: DATAN-2HG dela
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[ XiC de-MRM {1 par}: 362.9/146.6 Da 1D: DATAN-2HG dela
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GNIC de-MRM {1 par ) 362.9/1466 Da il DATAN-2HG de la
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MADPH {umol}
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El mutante IDH2 R172K tiene catdlisis reductiva
elevada de NADPH comparado con la enzima de TS
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Comparacion de la reduccién de NADPH entre enzimas IDH2-R172K, IDH2-ts,
IDH1-R132H, y IDH1- ts. Las concentraciones finales de reactante para cada

reaccion fueron las siguientes:
20mM Tris 7.5, 159 miM NaCl, 2 mM MnCl,, 10% Glicerol, 0.03% BSA, diversas enzimas
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Fig. 35
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2-HG (ng / 2x10° células)
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Concentracion de metabolito
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