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DESCRIPCIÓN 
 
Métodos para evaluar la capacidad de respuesta de un linfoma de células B al tratamiento con anticuerpos anti-CD40 
 
Campo técnico 5 
 
La presente invención se refiere en general a los campos de la predicción, la evaluación y la ayuda a la evaluación de 
la sensibilidad de un paciente con linfoma de células B al tratamiento con anticuerpos anti-CD40, y a métodos para 
tratar a individuos identificados como candidatos para el tratamiento con anticuerpo anti-CD40. 
 10 
Antecedentes 
 
CD40 es una proteína transmembrana de tipo I de la superfamilia del receptor de necrosis tumoral. CD40 es una 
molécula importante implicada en la proliferación y diferenciación de células B, en el cambio de isotipo de 
inmunoglobulinas, y en la viabilidad celular. La señalización del receptor se inicia por la unión de CD40 al ligando de 15 
CD40 (CD40L o CD 154), que se expresa principalmente en células T CD4+ activadas. 
 
En las células normales, CD40 se expresa en células con un elevado potencial proliferativo, incluyendo progenitores 
hematopoyéticos, células epiteliales y endoteliales, y todas las células presentadoras de antígenos (células 
dendríticas, linfocitos B activados, y monocitos activados). CD40 está altamente expresado en varios tipos de 20 
neoplasias hematológicas de células B, incluyendo mieloma múltiple, linfoma no de Hodgkin (NHL), y leucemia linfoide 
crónica (CLL). La alta prevalencia de la expresión de CD40 en las neoplasias de células B hace que sea una diana 
tumoral potencial atractiva para la terapia para el cáncer basada en anticuerpos. CD40 se expresa también en una 
mayoría de cánceres de vejiga y en un porcentaje significativo de otros tumores sólidos, incluyendo cánceres de 
cabeza y cuello, carcinomas de células renales, y cáncer de pulmón y de ovario. 25 
 
Se han descrito anticuerpos anti-CD40 y sus usos para tratar neoplasias hematológicas de células B. Véase, por 
ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos 6.946.129; 6.843.989; 6.838.261; WO 2000/075348; US-2002-0197256; 
WO 2006/128103; y WO 2007/075326. Se ha demostrado que un anticuerpo humanizado anti-CD40 induce la 
inhibición del crecimiento y la apoptosis de células positivas a CD40 en un subconjunto de líneas celulares tumorales 30 
hematológicas mediante transducción directa de señales. Documentos WO 2006/128103; WO 2007/075326. Además, 
el anticuerpo humanizado anti-CD40 elimina a las células tumorales mediante funciones efectoras inmunitarias, 
incluyendo citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) y fagocitosis celular dependiente de anticuerpo 
(ADCP). In vivo, usando modelos de xenoinjerto de mieloma múltiple (MM) y de linfoma no de Hodgkin (NHL), el 
anticuerpo anti-CD40 suprime el crecimiento tumoral y mejor ala supervivencia en ratones con inmunodeficiencia 35 
severa combinada (SCID). La comparación del anticuerpo anti-CD40 con rituximab (Genentech, Inc.) en varios 
modelos reveló que la actividad antitumoral del anticuerpo anti-CD40 era al menos tan eficaz como rituximab. Se 
iniciaron ensayos clínicos para probar el anticuerpo humanizado anti-CD40 en pacientes con mieloma múltiple (MM) 
recidivante y refractario, linfoma no de Hodgkin (NHL) recidivante, linfoma linfoide crónico (CLL), o en el linfoma difuso 
de células B grandes (DLBCL) recidivante. 40 
 
Aunque se ha demostrado que los anticuerpos anti-CD40 pueden inducir inhibición del crecimiento y apoptosis de las 
células positivas a CD40 y que puede tener actividad antitumoral en diversos tipos de pacientes con linfoma de células 
B, no todas las células de linfoma de células B son sensibles a la muerte celular mediada por anticuerpo anti-CD40. 
Sigue habiendo la necesidad de identificar uno o más marcadores predictivos para la sensibilidad de los pacientes con 45 
linfoma de células B a una terapia con anticuerpo anti-CD40. 
 
El documento WO2009/062125, que se presentó antes pero se publicó después de la fecha de prioridad de la presente 
solicitud, divulga métodos y kits útiles para predecir o evaluar la sensibilidad del linfoma de células B al tratamiento con 
anticuerpos anti-CD40. 50 
 
Sumario de la invención 
 
La invención proporciona métodos para predecir la sensibilidad de un sujeto que tiene un tipo de linfoma de células B 
al tratamiento con un anticuerpo anti-CD40 y composiciones para su uso tal como se define en las reivindicaciones. 55 
 
Se divulgan métodos para evaluar o ayudar en la evaluación de la sensibilidad de un sujeto que tiene un linfoma de 
células B al tratamiento con un anticuerpo anti-CD40, que comprende comparar un nivel de expresión medido de al 
menos un gen marcador seleccionado del grupo que consiste en UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, 
IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B en una muestra de linfoma de células B del sujeto con 60 
un nivel de referencia. 
 
Se divulgan métodos para predecir la sensibilidad o para controlar el tratamiento/sensibilidad a un tratamiento con 
anticuerpo anti-CD40 en un sujeto que tiene un linfoma de células B, que comprende comparar un nivel de expresión 
medido de al menos un gen marcador seleccionado del grupo que consiste en UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, 65 
CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B en una muestra de linfoma de células B 
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del sujeto con un nivel de referencia. 
 
Se divulgan métodos para predecir, evaluar o ayudar en la evaluación de la sensibilidad de un sujeto que tiene linfoma 
de células B a un tratamiento con anticuerpo anti-CD40, que comprende las etapas de: (a) medir el nivel de expresión 
de uno o más genes marcadores en una muestra que comprende células de linfoma de células B obtenida de dicho 5 
sujeto, en el que dichos uno o más genes marcadores se seleccionan del grupo que consiste en IFITM1, CD40, 
RGS13, VNN2, LMO2, CD79B, CD22, BTG2, IGF1R, CD44, CTSC, EPDR1, UAP1, PUS7, y BCL6; y (b) predecir si el 
sujeto tiene probabilidades de responder al tratamiento con anticuerpos anti-CD40 basándose en el nivel de expresión 
medido de dichos uno o más genes marcadores de la etapa (a). En algunas realizaciones, se miden los niveles de 
expresión de al menos dos, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos 10 
nueve, al menos diez, al menos once, al menos doce, al menos trece, al menos catorce o de quince genes marcadores 
del grupo y se usan para la predicción, evaluación, o ayuda a la evaluación. En algunas realizaciones, la predicción, 
evaluación, o ayuda a la evaluación se determina comparando el nivel de expresión medido de uno o más genes 
marcadores con un nivel de referencia. En algunas realizaciones, un nivel de referencia es un valor o un intervalo 
determinado basándose en el nivel de expresión medido del gen marcador correspondiente en muestras que 15 
comprenden células de linfoma de células B de sujetos que tienen un volumen tumoral aumentado o reducido después 
del tratamiento con anticuerpo anti-CD40. En algunas realizaciones, las muestras de sujetos para la determinación del 
nivel de referencia comprenden el mismo tipo de células de linfoma de células B que la muestra del sujeto cuya 
sensibilidad al tratamiento con anticuerpo anti-CD40 se está prediciendo. En algunas realizaciones, se predice o 
evalúa la sensibilidad usando el valor de índice de sensibilidad determinado basándose en el nivel de expresión 20 
medido de uno o más de los genes marcadores. De acuerdo con la invención, se predice o evalúa la sensibilidad 
clasificando al sujeto usando un análisis de K-vecinos más próximos descrito en el presente documento. 
 
Se divulgan métodos para preparar un perfil genómico personalizado para un sujeto que tiene linfoma de células B que 
comprende las etapas de: (a) determinar el nivel de expresión de uno o más genes marcadores seleccionados entre el 25 
grupo que consiste en IFITM1, CD40, RGS13, VNN2, LMO2, CD79B, CD22, BTG2, IGF1R, CD44, CTSC, EPDR1, 
UAP1, PUS7, y BCL6 en una muestra que comprende células de linfoma de células B obtenidas del sujeto; y (b) 
generar un informe que resume el nivel de expresión de uno o más genes marcadores obtenido en la etapa (a). En 
algunas realizaciones, se miden los niveles de expresión de al menos dos, al menos cuatro, al menos cinco, al menos 
seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, al menos once, al menos doce, al menos trece, al 30 
menos catorce o de quince genes marcadores del grupo y se usan para generar el informe para el perfil genómico 
personalizado. En algunas realizaciones, el informe incluye una recomendación de tratamiento con anticuerpo 
anti-CD40 para el sujeto. En algunas realizaciones, la recomendación se determina comparando el nivel de expresión 
medido de los genes marcadores con un nivel de referencia. En algunas realizaciones, un nivel de referencia es un 
valor o un intervalo determinado basándose en el nivel de expresión medido del gen marcador correspondiente en 35 
muestras que comprenden células de linfoma de células B de sujetos que tienen un volumen tumoral aumentado o 
reducido después del tratamiento con anticuerpo anti-CD40. En algunas realizaciones, la recomendación se determina 
según el valor del índice de sensibilidad basándose en el nivel de expresión medido de los genes marcadores. En 
algunas realizaciones, la recomendación se determina clasificando al sujeto usando un análisis de K-vecinos más 
cercanos descrito en el presente documento. 40 
 
Se divulgan métodos para predecir, evaluar o ayudar en la evaluación de la sensibilidad de un sujeto que tiene linfoma 
de células B a un tratamiento con anticuerpo anti-CD40, que comprende las etapas de: (a) medir el nivel de expresión 
de al menos dos genes marcadores seleccionados entre el grupo que consiste en IFITM1, CD40, RGS13, VNN2, 
LMO2, CD79B, CD22, BTG2, IGF1R, CD44, CTSC, EPDR1, UAP1, PUS7, y BCL6 en una muestra que comprende 45 
células de linfoma de células B del sujeto; (B) calcular el valor del índice de sensibilidad (SI) basándose en el nivel de 
expresión medido de los genes marcadores en la etapa (a) mediante la siguiente ecuación: 
 

 
 50 

en la que se mide el nivel de expresión de al menos un gen marcador que tiene un valor de correlación positiva y al 
menos un gen marcador que tiene un valor de correlación negativa mostrado en la tabla 4; 
en la que (i) βj es el valor de coeficiente para cada gen marcador medido; (ii) p es el número de genes marcadores 
medidos; (iii) Xj es el nivel de expresión transformado normalizado para la muestra del sujeto por el nivel de 
expresión de cada marcador medido; e (iv) µj y σj son las medias y desviaciones estándar para gen marcador 55 
medido; en la que βj, µj y σj se determinan a partir de muestras de paciente que comprenden las células de linfoma 
de células B. En algunas realizaciones, un valor igual o mayor de cero para el índice de sensibilidad indica que el 
sujeto tiene probabilidades de responder al tratamiento con anticuerpo anti-CD40, o en el que un valor menor de 
cero para el índice de sensibilidad indica que el sujeto tiene menos probabilidades de responder al tratamiento con 
anticuerpo anti-CD40. En algunas realizaciones, se miden los niveles de expresión de al menos tres, al menos 60 
cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, al menos 
once, al menos doce, al menos trece, al menos catorce o quince genes marcadores y se usan para el cálculo del 

E10715067
24-11-2016ES 2 605 228 T3

 



4 

índice de sensibilidad. En algunas realizaciones, se miden los niveles de expresión de IFITM1, RGS13, CD79B, 
CD22, BTG2, CD44, EPDR1, y UAP y se usan para el cálculo del índice de sensibilidad. En algunas realizaciones, 
βj, µj y σj se determinan a partir de muestras de pacientes que tienen el mismo tipo de células de linfoma de células 
B que la muestra del sujeto cuya sensibilidad al tratamiento anti-CD40 se predice. 

 5 
En un aspecto, la invención proporciona métodos para predecir la sensibilidad de un sujeto que tiene linfoma de 
células B a un tratamiento con anticuerpo anti-CD40, que comprende las etapas de (a) medir el nivel de expresión de 
los genes marcadores BCL6, IFITM1, CD40, RGS13, VNN2, LM02, CD79B, CD22, BTG2, IGF1R, CD44, CTSC, 
EPDR1, UAP1, y PUS7 en una muestra que comprende células de linfoma de células B obtenidas de dicho sujeto; y (b) 
clasificar al sujeto como un sujeto sensible o no sensible usando un análisis de K-vecinos más próximos basado en el 10 
nivel de expresión de dichos genes marcadores en la muestra del sujeto y muestras de referencia con clases 
conocidas. En algunas realizaciones, dicha clasificación se determina usando un análisis ponderado de K-vecinos más 
próximos. En algunas realizaciones, dicha clasificación se determina usando un análisis no ponderado de K-vecinos 
más próximos. En algunas realizaciones, la clasificación del sujeto en la etapa (b) se lleva a cabo (1) determinando el 
parámetro K (es decir, el número de vecinos más próximos); (2) calculando la diferencia entre el nivel de expresión 15 
medido de los genes marcadores en la muestra del sujeto y el nivel de expresión de los genes marcadores respectivos 
en cada muestra de referencia; (3) determinando las muestras de referencia más próximas seleccionado aquellas 
muestras con la menor media ponderada de las diferencias absolutas (WAAD) entre la muestra del sujeto y la muestra 
de referencia; y (4) determinar la clase de sujeto basándose en las clases conocidos de las K-muestras de referencias 
más próximas. En algunas realizaciones, K se determina usando validación cruzada con muestras de ensayos 20 
clínicos. En algunas realizaciones, K es 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, o 13. En algunas realizaciones, las muestras de 
referencia son muestras que comprenden células de linfoma de células B obtenidas de sujetos cuya sensibilidad al 
tratamiento con anticuerpo anti-CD40 ya se ha evaluado o es conocida. En algunas realizaciones, las muestras de 
referencia comprenden el mismo tipo de células de linfoma de células B que la muestra del sujeto cuya sensibilidad al 
tratamiento con anticuerpo anti-CD40 se predice o evalúa. En algunas realizaciones, se normaliza el nivel de expresión 25 
medido. 
 
En otro aspecto, la invención proporciona un anticuerpo anti-CD40 para su uso en un método de tratamiento de un 
sujeto que tiene linfoma de células B, comprendiendo el método administrar al sujeto una cantidad eficaz del 
anticuerpo anti-CD40, en el que se ha predicho la sensibilidad del linfoma de células B en el sujeto mediante métodos 30 
definidos en las reivindicaciones. 
 
En algunas realizaciones, el nivel de referencia es un nivel de expresión medido del gen marcador en una muestra de 
linfoma de células B diferente. En algunas realizaciones, dicha muestra diferente de linfoma de células B comprende 
células de linfoma de células B que son resistentes a la muerte celular inducida por anticuerpo anti-CD40. 35 
 
En algunas realizaciones, se normalizan el nivel de expresión medido del gen marcador y/o el nivel de referencia. 
 
En algunas realizaciones, el nivel de expresión se mide detectando la expresión de ARNm (por ejemplo, 
retrotranscripción PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR)) y/o detectando la expresión de proteínas (por ejemplo, 40 
inmunohistoquímica (IHC)). Las sondas y cebadores mostrados en la tabla 1 pueden usarse en la qRT-PCR. 
 
En algunas realizaciones, el linfoma de células B es linfoma no de Hodgkin (NHL), incluyendo, pero sin limitación, 
linfoma folicular, linfoma folicular recidivante, linfoma linfocítico de células pequeñas, linfoma de células del manto, 
linfoma de la zona marginal, linfoma linfoplasmacítico, micosis fungoide/síndrome de Sezary, linfoma de la zona 45 
marginal esplénica, y linfoma difuso de células B grandes (DLBCL). En algunas realizaciones, el linfoma de células B 
se selecciona entre el grupo que consiste en linfoma indolente, linfoma agresivo, y linfoma altamente agresivo. En 
algunas realizaciones, el linfoma de células B es linfoma recidivante y/o refractario. En algunas realizaciones, el 
linfoma de células B es DLBCL recidivante/refractario. 
 50 
En algunas realizaciones, el tratamiento con anticuerpo anti-CD40 es un tratamiento con un anticuerpo anti-CD40 
agonista. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CD40 agonista estimula a CD40 y potencia la interacción entre 
CD40 y el ligando de CD40. En algunas realizaciones, el anticuerpo agonista anti-CD40 estimula a CD40 pero no 
potencia o inhibe la interacción entre CD40 y el ligando de CD40. En algunas realizaciones, el anticuerpo agonista 
anti-CD40 comprende la secuencia de aminoácidos de cadena pesada mostrada en la SEQ ID NO: 1 y la secuencia de 55 
aminoácidos de cadena ligera mostrada en la SEQ ID NO: 2. 
 
También se divulgan kits que comprenden reactivos para medir los niveles de expresión de al menos un gen marcador 
seleccionado entre el grupo que consiste en UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, 
PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B. En algunas realizaciones, los kits comprenden al menos un par de cebadores 60 
para amplificar mediante PCR al menos un gen marcador. Por ejemplo, pueden usarse los cebadores directos e 
inversos mostrados en la tabla 1. Los kits pueden comprender además una superficie que tiene unida a la misma 
sondas para detectar los productos génicos amplificados, tales como una micromatriz y la invención contempla e 
incluye dichas superficies. En algunas realizaciones, los kits comprenden al menos un par de cebadores y una sonda 
para detectar el nivel de expresión de un gen marcador (tal como UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, 65 
IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B) mediante qRT-PCR. Los kits pueden comprender 
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además un par de cebadores y una sonda para detectar el nivel de expresión de un gen de referencia mediante 
qRT-PCR. En algunas realizaciones, los kits comprenden uno o más anticuerpos que reconocen específicamente a 
una o más proteínas codificadas por el gen marcador. Los kits pueden comprender además otros reactivos y/o 
instrucciones para llevar a cabo cualquiera de los métodos descritos en el presente documento. 
 5 
Debe entenderse que una, algunas, o todas las propiedades de las diversas realizaciones descritas en el presente 
documento pueden combinarse para formar otras realizaciones de la presente invención. Estos y otros aspectos de la 
invención serán evidentes para un experto en la materia. 
 
Breve descripción de las figuras 10 
 

Figura 1-1 a 1-26. Secuencias de GenBank para algunos de los genes listados en la tabla 1. Secuencias de ácido 
nucleico que codifican el ARNm de VNN2 (figura 1-1: SEQ ID NO: 258), RGS13 (figura 1-2: SEQ ID NO: 259), 
CD22 (figura 1-3 y 1-4: SEQ ID NO: 260), CD40 (figura 1-5: SEQ ID NO: 261), IFITM1 (figura 1-6: SEQ ID NO: 262), 
BCL6 (figura 1-7 y 1-8: SEQ ID NO: 263), EPDR1 (figura 1-9: SEQ ID NO: 264), IGF1R (figura 1-10 a 1-13: SEQ ID 15 
NO: 265), BTG2 (figura 1-14 y 1-15: SEQ ID NO: 266), LMO2 (figura 1-16: SEQ ID NO: 267), CD79B (figura 1-17: 
SEQ ID NO: 268), CD44 (figura 1-18 y 1-19: SEQ ID NO: 269), CTSC (figura 1-20: SEQ ID NO: 270), UAP1 (figura 
1-21: SEQ ID NO: 271), PUS7 (figura 1-22 y 1-23: SEQ ID NO: 272), CD22 (figura 1-24 y 1-25: SEQ ID NO: 273), y 
RGS13 (figura 1-26: SEQ ID NO: 274). 
Figura 2. Asociación del índice de sensibilidad multivariable y cambio porcentual en la suma tumoral del producto 20 
de las mediciones de los diámetros (SPD) para 21 pacientes en el ensayo clínico 001. El cambio porcentual de SPD 
se determina comparando el menor SPD después del inicial con el SPD inicial. Un cambio positivo indica aumentos 
del volumen tumoral, y un cambio negativo indica reducciones del volumen tumoral. Las ponderaciones 
(coeficientes) usados para el cálculo del índice de sensibilidad se muestran en la tabla 5. Los mayores valores del 
índice de sensibilidad multivariable se asocian con reducciones de SPD después del inicio (Rho de Sperman = 25 
-0,58; P = 0,006). 
Figura 3. Asociación de la expresión de BCL6 y cambio porcentual en las mediciones de SPD para 26 pacientes 
con DLBCL. El cambio porcentual de SPD se determinó comparando el menor SPD después del inicial con el SPD 
inicial. Un cambio positivo indica aumentos del volumen tumoral, y un cambio negativo indica reducciones del 
volumen tumoral. 30 
Figura 4. Uso de los niveles de expresión de ARNm de los genes marcadores para predecir la sensibilidad al 
tratamiento con el Ab.1 anti-CD40. El cambio porcentual de SPD se determinó comparando el menor SPD después 
del inicial con el SPD inicial. Un cambio positivo indica aumentos del volumen tumoral, y un cambio negativo indica 
reducciones del volumen tumoral. 
Figura 5. Supervivencia libre de progresión para pacientes que se han clasificado como sensibles (Dx positiva) al 35 
tratamiento con Ab.1 anti-CD40 o no sensibles (Dx negativa) basándose en los niveles de expresión de ARNm de 
los genes marcadores. 

 
Descripción detallada 
 40 
La presente invención se basa en el hallazgo de que determinados genes se expresan de manera diferencial entre 
células de linfoma de células B que son sensibles a la muerte celular inducida por anticuerpo anti-CD40 y células de 
linfoma de células B que son resistentes a la muerte celular inducida por anti-CD40. Los datos de ensayos clínicos 
descritos en los ejemplos 1 y 2 indican que el nivel de expresión de uno o más de los quince genes, UAP1, BTG2, 
CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B puede usarse para 45 
predecir, evaluar o ayudar en la evaluación de la sensibilidad al tratamiento con anticuerpo anti-CD40 (tal como 
tratamiento con Ab.1 anti-CD40). Algunos de los genes expresados de manera diferencial entre las células de linfoma 
de células B sensibles y las células de linfoma de células B resistentes son los genes de la vía regulada negativamente 
por el ligando de CD40; y algunos se encuentran en la vía de señalización del receptor de células B. Por consiguiente, 
pueden usarse los niveles de expresión de uno o más de estos genes expresados de manera diferencial para evaluar 50 
o ayudar en la evaluación de la sensibilidad de un sujeto que tiene linfoma de células B al tratamiento con anticuerpos 
anti-CD40, a predecir la sensibilidad del sujeto al tratamiento con anticuerpos anti-CD40, y a controlar el 
tratamiento/sensibilidad en el sujeto. 
 
A. Técnicas generales 55 
 
La práctica de la presente invención empleará, salvo que se indique lo contrario, técnicas convencionales de biología 
molecular (incluyendo técnicas recombinantes), microbiología, biología celular, bioquímica, e inmunología, que se 
encuentran dentro de las capacidades de la técnica. Dichas técnicas se explican detalladamente en la bibliografía, tal 
como, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", segunda edición (Sambrook et al., 1989); "Oligonucleotide 60 
Synthesis" (M. J. Gait, ed., 1984); "Animal Cell Culture" (R. I. Freshney, ed., 1987); "Methods in Enzymology" 
(Academic Press, Inc.); "Current Protocols in Molecular Biology" (F. M. Ausubel et al., eds., 1987, y las actualizaciones 
periódicas); "PCR: The Polymerase Chain Reaction", (Mullis et al., eds., 1994). 
 
Los cebadores, oligonucleótidos y polinucleótidos empleados en la presente invención pueden generarse usando 65 
técnicas convencionales conocidas en la técnica. 
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A menos que se defina de otro modo, los términos técnicos y científicos utilizados en el presente documento tienen el 
mismo significado que el que entiende comúnmente una persona normalmente experta en la técnica a la cual 
pertenece la presente invención. Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 2ª ed., J. Wiley & 
Sons (Nueva York, N.Y. 1994), y March, Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Structure 4ª ed., 
John Wiley & Sons (Nueva York, N.Y. 1992), ofrecen a un experto en la materia una guía general para muchos de los 5 
términos usados en la presente solicitud. 
 
B. Definiciones 
 
Tal como se usan en el presente documento, las expresiones "un sujeto que tiene un linfoma de células B" y "paciente 10 
de linfoma de células B" se refieren a un sujeto al que se le ha diagnosticado un tipo de linfoma de células B o al que se 
le ha dado un diagnóstico probable de un tipo de linfoma de células B. 
 
El término "biomarcador" o "marcador", tal como se usa en el presente documento, se refiere en general a una 
molécula, incluyendo un gen, proteína, estructura de carbohidrato, o glucolípido, cuya expresión en un tejido o célula 15 
de mamífero o su secreción pueden detectarse mediante métodos conocidos (o métodos divulgados en el presente 
documento) y es predictivo o puede usarse para predecir (o ayudar en la predicción) la sensibilidad de una célula o 
tejido de mamífero a, y en algunas realizaciones, a predecir (o ayudar en la predicción) de la sensibilidad de un sujeto 
a regímenes de tratamientos basados en anticuerpos anti-CD40. 
 20 
El término "muestra", tal como se usa en el presente documento, se refiere a una composición que se obtiene o deriva 
de un sujeto de interés que contiene una entidad celular y/o molecular distinta que se va a caracterizar y/o identificar, 
por ejemplo, basándose en características físicas, bioquímicas, químicas y/o fisiológicas. Por ejemplo, la frase 
“muestra de enfermedad” y variaciones de ésta se refieren a cualquier muestra obtenida de un sujeto de interés que se 
esperaría o se sabe que contiene la entidad celular y/o molecular que va a caracterizarse. 25 
 
Por "muestra de tejido o de células" se entiende una colección de células similares obtenidas a partir de un tejido de un 
sujeto o paciente. La fuente de la muestra de tejido o células puede ser tejido sólido tal como de un órgano fresco, 
congelado y/o conservado o una muestra o biopsia o aspirado de tejido; sangre o cualquier componente de la sangre; 
fluidos corporales, tales como fluido cefalorraquídeo, fluido amniótico, fluido peritoneal, o fluido intersticial; células de 30 
cualquier momento de la gestación o desarrollo del sujeto. La muestra de tejido también puede ser de células o líneas 
celulares primarias o cultivadas. Opcionalmente, la muestra tisular o celular se obtiene de un tejido/órgano enfermo. La 
muestra de tejido puede contener compuestos que no se encuentren mezclados con el tejido de manera natural, tales 
como conservantes, anticoagulantes, tampones, fijativos, nutrientes, antibióticos, o similares. 
 35 
Para los fines del presente documento, se entiende que una "sección" de una muestra de tejido es una sola parte o 
trozo de una muestra de tejido, por ejemplo, una fina lámina de tejido o células cortada de una muestra de tejido. Se 
entiende que pueden tomarse múltiples secciones de muestras de tejido y someterse a análisis de acuerdo con la 
presente invención, siempre que se entienda que la presente invención comprende un método mediante el cual se 
analiza la misma sección de tejidos a niveles tanto morfológicos como moleculares, o se analiza respecto tanto de 40 
proteínas como de ácidos nucleicos. 
 
Tal como se usa en el presente documento, una "muestra de linfoma de células B" o una "muestra que comprende 
células de linfoma de células B" es una muestra de tejido o células que contiene células de linfoma de células B de un 
sujeto o de un paciente al que se le ha diagnosticado un tipo de linfoma de células B. 45 
 
Tal como se usa en el presente documento, un método para "ayudar en la evaluación" se refiere a métodos que 
ayudan a efectuar una determinación clínica (por ejemplo, la sensibilidad de un linfoma de células B al tratamiento con 
anticuerpos anti-CD40), y puede ser o no determinante respecto de la evaluación definitiva. 
 50 
Un "sujeto" o un "individuo" es un mamífero, más preferentemente un ser humano. Los mamíferos incluyen, pero sin 
limitación, a seres humanos, primates, animales de granja, animales de deporte, roedores, y mascotas (por ejemplo, 
perros y gatos). 
 
Tal como se usa en el presente documento, un "valor de referencia" puede ser un valor absoluto; un valor relativo; un 55 
valor que tiene un límite superior y/o inferior; un intervalo de valores; un valor promedio; un valor mediano; un valor 
medio; o un valor comparado con un valor de control o inicial particular. 
 
El término "matriz" o "micromatriz", tal como se usa en el presente documento se refiere a una disposición ordenada de 
elementos de matriz hibridables, tales como sondas de polinucleótidos (por ejemplo, oligonucleótidos) y anticuerpos, 60 
sobre un sustrato. El sustrato puede ser un sustrato sólido, tal como un portaobjetos de vidrio, o un sustrato semisólido, 
tal como una membrana de nitrocelulosa. Las secuencias de nucleótidos pueden ser ADN, ARN, o cualquier 
permutación de los mismos. 
 
La "amplificación", tal como se usa en el presente documento, se refiere en general al proceso de producir múltiples 65 
copias de una secuencia deseada. "Múltiples copias" significa al menos 2 copias. Una "copia" no significa 
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necesariamente una complementariedad o identidad perfecta de la secuencia con respecto a la secuencia del molde. 
Por ejemplo, las copias pueden incluir análogos de nucleótidos, tales como desoxiinosina, alteraciones de secuencia 
intencionadas (tales como alteraciones de secuencia introducidas mediante un cebador que comprende una 
secuencia que es hibridable, pero no complementaria, al molde), y/o errores de secuencia que se producen durante la 
amplificación. 5 
 
La expresión/cantidad de un gen o biomarcador en una primera muestra se encuentra a un nivel "mayor que" el nivel 
en una segunda muestra si el nivel/cantidad de expresión del gen o biomarcador en la primera muestra es al menos 
aproximadamente 1,5X, 1.75X, 2X, 3X, 4X, 5X, 6X, 7X, 8X, 9X o 10X el nivel/cantidad de expresión del gen o 
biomarcador en la segunda muestra. Los niveles/cantidades de expresión pueden determinarse basándose en 10 
cualquier adecuado conocido en la técnica, incluyendo, pero sin limitación, ARNm, ADNc, proteínas, fragmentos de 
proteínas y/o copias de genes. Los niveles/cantidades de expresión pueden determinarse cualitativa o 
cuantitativamente. 
 
Un "polinucleótido" o "ácido nucleico" tal como se usa de manera indistinta en el presente documento, se refiere a 15 
polímeros de nucleótidos de cualquier longitud, e incluyen ADN y ARN. Los nucleótidos pueden ser 
desoxirribonucleótidos, ribonucleótidos, nucleótidos o bases modificadas, y/o sus análogos, o cualquier sustrato que 
pueda incorporarse en un polímero mediante ADN o ARN polimerasa. Un polinucleótido puede comprender 
nucleótidos modificados, tales como nucleótidos metilados y sus análogos. Si está presente, puede conferirse la 
modificación a la estructura del nucleótido antes o después del ensamblaje del polímero. La secuencia de nucleótidos 20 
se puede interrumpir mediante componentes no nucleótidos. Un polinucleótido puede modificarse además después de 
la polimerización, tal como mediante conjugación con un componente de marcado. Otros tipos de modificaciones 
incluyen, por ejemplo, "tapones", sustitución de uno o más de los nucleótidos de origen natural con un análogo, 
modificaciones internucleótido, tales como, por ejemplo, aquellas con enlaces no cargados (por ejemplo, fosfonatos de 
metilo, fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos, etc.) y con enlaces cargados (por ejemplo, fosforotioatos, 25 
fosforoditioatos, etc.), aquellos que contienen restos colgantes, tal como, por ejemplo, proteínas (por ejemplo, 
nucleasas, toxinas, anticuerpos, péptidos de señal, poli-L-lisina, etc.), aquellos con intercalantes (por ejemplo, 
acridina, psoraleno, etc.), aquellos que contienen quelantes (por ejemplo, metales, metales radioactivos, boro, metales 
oxidantes, etc.), aquellos que contienen alquilantes, aquellos con enlaces modificados (por ejemplo, ácidos nucleicos 
alfa-anoméricos, etc.), así como formas no modificadas de los polinucleótidos. Además, cualquiera de los grupos 30 
hidroxilo normalmente presentes en los azúcares pueden reemplazarse, por ejemplo, por grupos fosfonato, grupos 
fosfato, protegerse mediante grupos protectores convencionales, o activarse para preparar enlaces adicionales a 
nucleótidos adicionales, o pueden conjugarse a soportes sólidos. Los OH en los 5' y 3' terminales pueden fosforilarse o 
sustituirse con aminas o restos de grupos de tapado orgánicos de desde 1 hasta 20 átomos de carbono. También 
pueden derivatizarse otros hidroxilos a grupos protectores convencionales. Los polinucleótidos también pueden 35 
contener formas análogas de azúcares de ribosa o desoxirribosa que se conocen generalmente en la técnica, 
incluyendo, por ejemplo, 2’O-metil-2’-Oalilo, 2’-fluoro o 2’-azido-ribosa, análogos carbocíclicos de azúcares, azúcares 
α-anoméricas, azúcares epiméricas, tales como arabinosa, xilosas o lixosas, azúcares de piranosa, azúcares de 
furanosa, sedoheptulosas, análogos acíclicos y análogos de nucleósidos básicos, tales como metil ribósido. Pueden 
reemplazarse uno o más enlaces fosfodiéster por grupos de enlace alternativos. Estos grupos de enlace alternativos 40 
incluyen, pero sin limitación, realizaciones en las que el fosfato se reemplaza por P(O)S ("tioato"), P(S)S ("ditioato"), 
"(O)NR 2 ("amidato"), P(O)R, P(O)OR’, CO o CH 2 ("formacetal"), en los que cada uno de R o R' es 
independientemente H o alquilo (C 1-20) sustituido o no sustituido que contiene opcionalmente un enlace éter (-O-), 
arilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo o araldilo. No todos los enlaces de un polinucleótido tienen que ser 
idénticos. La descripción anterior se aplica a todos los polinucleótidos citados en el presente documento, incluyendo 45 
ADN y ARN. 
 
Un "oligonucleótido", tal como se usa en el presente documento, se refiere generalmente a polinucleótidos cortos, 
generalmente monocatenarios, generalmente sintéticos que, generalmente, pero no necesariamente, tienen menos de 
aproximadamente 200 nucleótidos de longitud. Los términos "oligonucleótido" y "polinucleótido" no son mutuamente 50 
excluyentes. La descripción anterior para los polinucleótidos puede aplicarse igual y por completo a los 
oligonucleótidos. 
 
Un "cebador" es en general un polinucleótido monocatenario corto, generalmente con un grupo 3'-OH libre, que se une 
a una diana potencialmente presente en una muestra de interés mediante hibridación con una secuencia diana, y 55 
posteriormente promueve la polimerización de un polinucleótido complementario a la diana. Un "par de cebadores" se 
refiere a un cebador 5' y a un cebador 3' que pueden usarse para amplificar una porción de un gen diana específico. 
 
El término "3'" se refiere generalmente a una región o posición en un polinucleótido u oligonucleótido 3' (cadena abajo) 
de otra región o posición en el mismo polinucleótido u oligonucleótido. El término "5'" se refiere generalmente a una 60 
región o posición en un polinucleótido u oligonucleótido 5' (cadena arriba) de otra región o posición en el mismo 
polinucleótido u oligonucleótido. 
 
La expresión "amplificación génica" se refiere a un proceso mediante el cual se forman múltiples copias de un gen o 
fragmento génico en una célula o línea celular concreta. La región duplicada (un fragmento de ADN amplificado) a 65 
menudo se cita como "amplicón". Generalmente, la cantidad del ARN mensajero (ARNm) producido, es decir, el nivel 
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de expresión génica, también aumenta en función del número de copias producidas del gen particular expresado. 
 
La "detección" incluye cualquier medio de detección, incluyendo la detección directa e indirecta. 
 
El término "predicción" se utiliza en el presente documento para referirse a la probabilidad de que un paciente 5 
responda de forma favorable o desfavorable a un fármaco o conjunto de fármacos. En una realización, la predicción se 
refiere al alcance de esas respuestas. En una realización, la predicción se refiere a la si el paciente sobrevivirá o 
mejorará y/o a la probabilidad de supervivencia o mejora del paciente después del tratamiento, por ejemplo, 
tratamiento con un agente terapéutico concreto, y durante un periodo de tiempo determinado sin recurrencia de la 
enfermedad. Los métodos predictivos de la invención se pueden usar clínicamente para tomar las decisiones del 10 
tratamiento escogiendo las modalidades de tratamiento más adecuadas para cualquier paciente concreto. Los 
métodos predictivos de la presente invención son herramientas valiosas para predecir si es probable que un paciente 
responda favorablemente a un régimen de tratamiento, tal como un régimen terapéutico dado, incluyendo, por 
ejemplo, la administración de un agente o combinación terapéutica dada, una intervención quirúrgica, un tratamiento 
con esteroides, etc., o si es probable la supervivencia a largo plazo del paciente después de un régimen terapéutico. 15 
 
La expresión supervivencia "a largo plazo" se usa en el presente documento para referirse a la supervivencia durante 
al menos 1 año, 5 años, 8 años, o 10 años después del tratamiento terapéutico. 
 
La "respuesta del paciente" puede evaluarse usando cualquier criterio de valoración que indique un beneficio para le 20 
paciente, incluyendo, sin limitación, (1) la inhibición, hasta cierto punto, de la progresión de la enfermedad, incluyendo 
la ralentización y la detención completa; (2) la reducción en el número de episodios y/o síntomas de la enfermedad; (3) 
la reducción del tamaño lesional; (4) la inhibición (es decir, reducción, ralentización o detención completa) de la 
infiltración de células enfermas en los órganos y/o tejidos periféricos adyacentes; (5) la inhibición (es decir, reducción, 
ralentización o detención completa) de la diseminación de la enfermedad; (6) el alivio, hasta cierto punto, de uno o más 25 
síntomas asociados con el trastorno; (7) el aumento de la duración de la presentación sin enfermedad después del 
tratamiento; y/u (8) la mortalidad reducida en un instante dado después del tratamiento. 
 
El término "anticuerpo" se usa en el sentido más amplio y abarca específicamente anticuerpos monoclonales 
(incluyendo anticuerpos monoclonales de longitud completa), anticuerpos multiespecíficos (por ejemplo, anticuerpos 30 
biespecíficos), y fragmentos de anticuerpo siempre que muestren la actividad o función biológica deseada. 
 
Los "fragmentos de anticuerpo" comprenden una porción de un anticuerpo de longitud completa, generalmente la 
región de unión a antígeno o variable del mismo. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos Fab, 
Fab’, F(ab’)2, y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo monocatenarias; y anticuerpos 35 
multiespecíficos formados a partir de fragmentos de anticuerpo. 
 
"Fv" es el fragmento de anticuerpo mínimo que contiene un sitio de reconocimiento y de unión a antígeno completo. 
Este fragmento consiste en un dímero de un dominio de región variable de cadena ligera y de cadena pesada en 
asociación estrecha no covalente. A partir del plegamiento de estos dos dominios surgen seis bucles hipervariables (3 40 
bucles en cada una de las cadenas H y L) que aportan los restos de aminoácidos para la unión al antígeno y que 
confieren especificidad de unión a antígeno al anticuerpo. Sin embargo, incluso un solo dominio variable (o la mitad de 
un Fv que comprende solo tres CDR específicas para un antígeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse al 
antígeno, aunque con una afinidad menor que el sitio de unión completo. 
 45 
La expresión "anticuerpo monoclonal", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo 
procedente de una población de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que 
comprenden la población son idénticos y/o se unen a los mismos epítopos, salvo por posibles variantes que puedan 
surgir durante la producción del anticuerpo monoclonal, estando dichas variantes presentes generalmente en 
cantidades menores. Dicho anticuerpo monoclonal incluye normalmente un anticuerpo que comprende una secuencia 50 
polipeptídica que se une a una diana, en el que la secuencia polipeptídica de unión a antígeno se obtuvo mediante un 
proceso que incluye la selección de una sola secuencia de polipéptido de unión a diana de diversas secuencias 
polipeptídicas. Por ejemplo, el proceso de selección puede ser la selección de un único clon de diversos clones, tales 
como un grupo de clones de hibridoma, clones de fago o clones de ADN recombinante. Debe entenderse que la 
secuencia de unión a diana seleccionada puede alterarse adicionalmente, por ejemplo, para mejorar la afinidad por la 55 
diana, para humanizar la secuencia de unión a diana, para mejorar su producción en cultivo celular, para reducir su 
inmunogenicidad in vivo, para crear un anticuerpo multiespecífico, etc., y que un anticuerpo que comprende la 
secuencia de unión a diana alterada también es un anticuerpo monoclonal de la presente invención. A diferencia de las 
preparaciones de anticuerpos policlonales que incluyen normalmente diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes 
determinantes (epítopos), cada anticuerpo monoclonal de una preparación de anticuerpos monoclonales se dirige 60 
contra un solo determinante o antígeno. Además de su especificidad, las preparaciones de anticuerpos monoclonales 
son ventajosas en tanto que normalmente no están contaminadas por otras inmunoglobulinas. El modificador 
"monoclonal" indica el carácter del anticuerpo como obtenido a partir de una población de anticuerpos sustancialmente 
homogénea, y no debe entenderse que requiera la producción del anticuerpo mediante cualquier método particular. 
Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales para su uso de acuerdo con la presente invención pueden prepararse 65 
mediante diversas técnicas, incluyendo, por ejemplo, el método de hibridoma (por ejemplo, Kohler et al., Nature, 
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256:495 (1975); Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2ª ed. 1988); 
Hammerling et al., en: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681, (Elsevier, N.Y., 1981)), métodos de 
ADN recombinante (véase, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos n.º 4.816.567), tecnologías de presentación 
en fagos (véase, por ejemplo, Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 
(1991); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2):299-310 (2004); Lee et al., J.Mol.Biol.340(5):1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. 5 
Nat. Acad. Sci. USA 101(34):12467-12472 (2004); y Lee et al. J. Immunol. Methods 284(1-2):1119-132 (2004), y 
tecnologías para producir anticuerpos humanos o similares a humanos en animales que tienen la totalidad o partes de 
los locus de inmunoglobulina humana o genes que codifican secuencias de inmunoglobulina humana (véanse, por 
ejemplo, WO 1998/24893; WO 1996/34096; WO 1996/33735; WO 1991/10741; Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
EE.UU., 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362:255-258 (1993); Bruggemann et al., Year in Immuno., 7:33 10 
(1993); Patentes de los Estados Unidos n.º 5.545.806; 5.569.825; 5.591.669 (todas de GenPharm); 5.545.807; WO 
1997/17852; Patentes de los Estados Unidos n.º 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; y 5.661.016; 
Marks et al., Bio/Technology, 10: 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature, 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature, 368: 
812-813 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnology, 14: 845-851 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology, 14: 826 
(1996); y Lonberg Y Huszar, Intern. Rev. Immunol., 13: 65-93 (1995). 15 
 
Los anticuerpos monoclonales del presente documento incluyen específicamente anticuerpo "quiméricos". Los 
anticuerpos (inmunoglobulinas) "quiméricas" tienen una porción de la cadena pesada y/o ligera idéntica u homóloga a 
secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o 
subclase de anticuerpo concreta, mientras que la cadena (o las cadenas) restante es idéntica u homóloga a 20 
secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otras especies o que pertenecen a otra clase o subclase de 
anticuerpos, así como fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que muestren la actividad biológica deseada 
(Patente de los Estados Unidos n.º 4.816.567; y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)). Un 
anticuerpo humanizado, tal como se usa en el presente documento es un subconjunto de anticuerpos quiméricos. 
 25 
Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos quiméricos que 
contienen una mínima parte de la secuencia derivada de inmunoglobulina no humana. En su mayoría, los anticuerpos 
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor o aceptor) en el que los restos de la región 
hipervariable se reemplazan con restos de la región hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante), tal 
como un ratón, rata, conejo o un primate no humano que tiene la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En 30 
algunos casos, los restos de la región marco conservada (FR) de Fv de la inmunoglobulina humana se reemplazan por 
restos correspondientes no humanos. Además, los anticuerpos humanizados pueden comprender restos que no se 
encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se efectúan para refinar 
adicionalmente el rendimiento del anticuerpo, tal como la afinidad de unión. En general, el anticuerpo humanizado 
comprenderá sustancialmente todas de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en el que todos o 35 
sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden a aquellos de una inmunoglobulina no humana y todas 
o sustancialmente todas las regiones FR son aquellas de una secuencia de inmunoglobulina humana, aunque las 
regiones FR pueden incluir una o más sustituciones de aminoácidos que mejoran la afinidad de unión. El número de 
estas sustituciones de aminoácidos en la FR es normalmente no mayor de 6 en la cadena H, y en la cadena L, de no 
más de 3. El anticuerpo humanizado también comprenderá de manera opcional al menos una porción de la región 40 
constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente aquella de una inmunoglobulina humana. Para detalles adicionales, 
véase Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Reichmann et al., Nature 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. 
Struct. Biol. 2:593-596 (1992). 
 
Un "anticuerpo humano" es uno que posee una secuencia de aminoácidos que corresponde con aquella de un 45 
anticuerpo producido por un ser humano y/o se ha producido usando cualquiera de las técnicas conocidas para 
producir anticuerpos humanos. Esta definición de un anticuerpo humano excluye específicamente a un anticuerpo 
humanizado que comprende restos de unión a antígeno no humanos. 
 
Un anticuerpo "madurado por afinidad" es uno con una o más alteraciones en una o más CDR/HVR del mismo que dan 50 
como resultado una mejora de la afinidad del anticuerpo por el antígeno, en comparación con un anticuerpo parental 
que no posee dichas alteraciones. Los anticuerpos madurados por afinidad preferidos tendrán afinidades nanomolares 
o incluso picomolares por el antígeno diana. Los anticuerpos madurados por afinidad se producen mediante 
procedimientos conocidos en la técnica. Marks et al. Bio/Technology 10:779-783 (1992) describen la maduración por 
afinidad mediante reordenamiento de los dominios VH y VL. La mutagénesis al azar de restos de CDR/HVR y/o marco 55 
conservados se describe por: Barbas et al. Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813 (1994); Schier et al. Gene 
169:147-155 (1995); Yelton et al. J. Immunol. 155:1994-2004 (1995); Jackson et al., J. Immunol. 154(7):3310-9 (1995); 
y Hawkins et al, J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992). 
 
La expresión "región Fc" se usa para definir la región C-terminal de una cadena pesada de inmunoglobulina que puede 60 
generarse mediante digestión con papaína de un anticuerpo intacto. La región Fc puede ser una región Fc de 
secuencia nativa o una región Fc variante. Aunque los límites de la región Fc de una cadena pesada de 
inmunoglobulina pueden variar, se ha definido que la región Fc de la cadena pesada de IgG humana se extiende desde 
un resto de aminoácido aproximadamente en la posición Cys226, o aproximadamente en la posición Pro230, respecto 
del extremo carboxilo de la región Fc. La región Fc de una inmunoglobulina comprende generalmente dos dominios 65 
constantes, un dominio CH2 y un dominio CH3, y opcionalmente comprende un dominio CH4. Por "cadena de región 
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Fc" se entiende en el presente documento una de las dos cadenas polipeptídicas de una región Fc. 
 
Las "funciones efectoras" de anticuerpo se refieren a aquellas actividades biológicas atribuibles a la región Fc (una 
región Fc de secuencia nativa o una región Fc de secuencia de aminoácidos variante) de un anticuerpo, y varían con el 
isotipo de anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen: Unión a C1q y citotoxicidad 5 
dependiente de complemento; unión a receptor Fc; citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo 
(ADCC); fagocitosis; regulación negativa de los receptores de la superficie celular (por ejemplo, receptor de células B); 
y activación de células B. 
 
La "citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo" o "ADCC" se refiere a una forma de citotoxicidad en 10 
la que una Ig unida a receptores de Fc (FcR) presentes en determinadas células citotóxicas (por ejemplo, linfocitos 
citolíticos naturales (NK), neutrófilos, y macrófagos) permiten a estas células efectoras citotóxicas unirse 
específicamente a una célula diana que porta un antígeno y posteriormente eliminar a la célula diana con citotoxinas. 
Los anticuerpos "arman" a las células citotóxicas y son absolutamente necesarios para dicha eliminación. Las células 
principales para mediar la ADCC, las células NK, solo expresan FcγRIII, mientras que los monocitos expresan FcγRI, 15 
FcγRII y FcγRIII. La expresión de FcR en células hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 de la página 464 de 
Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991). Para evaluar la actividad de ADCC de una molécula de interés, 
puede efectuarse un ensayo de ADCC in vitro, tal como el descrito en las Patentes de los Estados Unidos n.º 5.500.362 
o 5.821.337 o en Presta, Patente de los Estados Unidos n.º 6.737.056. Las células efectoras útiles para dichos 
ensayos incluyen células mononucleadas de sangre periférica (PBMC) y linfocitos citolíticos naturales (NK). Como 20 
alternativa, o adicionalmente, la actividad de ADCC de la molécula de interés se puede evaluar in vivo, por ejemplo, en 
un modelo animal tal como el descrito en Clynes et al., PNAS (USA) 95:652-656 (1998). 
 
"Tratar" o "tratamiento" o "alivio" se refiere al tratamiento terapéutico en el que el objetivo es frenar (aminorar) si no 
curar la patología o trastorno diana o prevenir la recidiva de la afección. Un sujeto se "trata" de manera satisfactoria 25 
para la neoplasia de células B si, después de recibir una cantidad terapéutica de un anticuerpo de unión a CD40, el 
sujeto muestra una reducción observable y/o medible en o la ausencia de uno o más signos y síntomas de la 
enfermedad particular. Por ejemplo, una reducción significativa en el número de células cancerosas o la ausencia de 
células cancerosas; una reducción en el tamaño del tumor; la inhibición (es decir, ralentizar hasta cierto punto y 
preferentemente detener) de la metástasis tumoral; la inhibición, hasta cierto punto, del crecimiento tumoral; el 30 
aumento de la duración de la remisión, y/o el alivio hasta cierto punto, de uno o más de los síntomas asociados con el 
cáncer específico; morbilidad y mortalidad reducidas, y mejora en los asuntos relacionados con la calidad de vida. La 
reducción en los signos o síntomas de una enfermedad también pueden percibirse por el paciente. El tratamiento 
puede lograr una respuesta completa, definida como la desaparición de todos los signos de cáncer, o una respuesta 
parcial, en la que se reduce el tamaño del tumor, preferentemente en más de un 50 por ciento, más preferentemente 35 
en un 75 %. También se considera a un paciente como tratado si el paciente experimenta una enfermedad estable. En 
un criterio, los anticuerpos de la invención logran una eliminación de células B de sangre periférica > 95 % y las células 
B retornan a un 25 % de las iniciales. En algunas realizaciones, el tratamiento con los anticuerpos anti-CD40 es eficaz 
para dar como resultado que los pacientes de cáncer estén libres de progresión en cáncer 3 meses después del 
tratamiento, preferentemente 6 meses, más preferentemente un año, aún más preferentemente 2 o más años después 40 
del tratamiento. Estos parámetros para evaluar un tratamiento exitoso y una mejora en la enfermedad son fácilmente 
medibles mediante procedimientos rutinarios familiares para un médico experto en la materia. 
 
La expresión "linfoma no de Hodgkin" o "NHL", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un cáncer del 
sistema linfático distinto de los linfomas de Hodgkin. Los linfomas de Hodgkin pueden distinguirse generalmente de los 45 
linfomas no de Hodgkin por la presencia de células de Reed-Sternberg en los linfomas de Hodgkin y por la ausencia de 
dichas células en los linfomas no de Hodgkin. 
 
Una "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad que es eficaz, en las dosis y durante los periodos de tiempo necesarios, 
para lograr el resultado terapéutico o profiláctico deseado. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un agente 50 
terapéutico puede variar dependiendo de factores tales como la patología, la edad, el sexo, y el peso del individuo, y de 
la capacidad del anticuerpo para provocar una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente 
eficaz es también aquella en la que cualquier efecto tóxico o perjudicial del agente terapéutico se ve sobrepasada por 
los efectos terapéuticamente beneficiosos. Una "cantidad profilácticamente eficaz" se refiere a una cantidad que es 
eficaz, en las dosis y durante los periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado profiláctico deseado. Típica 55 
pero no necesariamente, ya que se usa una dosis profiláctica en sujetos antes de o en una etapa más temprana de la 
enfermedad, la cantidad profilácticamente eficaz será menor que la cantidad terapéuticamente eficaz. 
 
La expresión "gen constitutivo" se refiere a un grupo de genes que codifican proteínas cuyas actividades son 
esenciales para el mantenimiento de la función celular. Estos genes se expresan normalmente de manera similar en 60 
todos los tipos de células. 
 
Por "correlaciona" o "correlacionar" se entiende comparar, de cualquier modo, en rendimiento y/o los resultados de un 
primer análisis o protocolo con el rendimiento y/o los resultados de un segundo análisis o protocolo. Por ejemplo, se 
pueden usar los resultados de un primer análisis o protocolo al llevar a cabo un segundo protocolo y/o se pueden usar 65 
los resultados de un primer análisis o protocolo para determinar si debería realizarse un segundo análisis o protocolo. 
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Con respecto a la realización del análisis o protocolo de expresión génica, pueden usarse los resultados del análisis o 
protocolo de expresión génica para determinar si debe aplicarse un régimen terapéutico específico. 
 
La palabra "marcador", cuando se usa en el presente documento, se refiere a un compuesto o a una composición que 
se conjuga o fusiona directamente o indirectamente a un reactivo, tal como una sonda de ácido nucleico o un 5 
anticuerpo y facilita la detección del reactivo al que se conjuga o fusiona. El marcador puede ser detectable en sí (por 
ejemplo, marcadores de radioisótopos o marcadores fluorescentes) o, en el caso de un marcador enzimático, pueden 
catalizar la alteración química del compuesto o composición de sustrato que es detectable. 
 
Tal como se usa en el presente documento, "un", "una" y "el" o "la" pueden significar singular o plural (es decir, pueden 10 
significar uno o más) a menos que se indique lo contrario. 
 
Se entiende que los aspectos y realizaciones de la invención descrita en el presente documento incluyen "que 
comprende", "que consiste" y "que consiste esencialmente en" aspectos y realizaciones. 
 15 
C. Métodos de la invención 
 
La invención proporciona métodos para evaluar o ayudar en la evaluación de la sensibilidad de un sujeto que tiene 
linfoma de células B al tratamiento con un anticuerpo anti-CD40. La invención también proporciona métodos para 
predecir la sensibilidad o controlar el tratamiento/sensibilidad a un tratamiento con anticuerpo anti-CD40 en un sujeto 20 
que tiene linfoma de células B. La invención proporciona métodos para seleccionar un sujeto que tiene un linfoma de 
células B para su tratamiento con un anticuerpo anti-CD40 y tratar al sujeto con un tratamiento de anticuerpos 
anti-CD40. En algunas realizaciones, los métodos comprenden medir el nivel de expresión de uno o más genes 
marcadores seleccionados entre el grupo que consiste en UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, 
CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B en una muestra que comprende células de linfoma de células B 25 
obtenidas del sujeto; y predecir, evaluar o ayudar en la evaluación de la sensibilidad del sujeto a un tratamiento con 
anticuerpo anti-CD40 basada en la medición del nivel de expresión de dichos uno o más genes marcadores. En 
algunas realizaciones, los métodos comprenden comparar el nivel de expresión medido de al menos un gen marcador 
seleccionado entre UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, 
IGF1R y CD79B en una muestra de linfoma de células B del sujeto con un nivel de referencia para el gen marcador 30 
respectivo. En algunas realizaciones, se predice o evalúa la sensibilidad usando el valor de índice de sensibilidad 
determinado basándose en el nivel de expresión medido de uno o más de los genes marcadores. En algunas 
realizaciones, se predice o evalúa la sensibilidad clasificando al sujeto usando un análisis de K-vecinos más próximos 
descrito en el presente documento. 
 35 
Los métodos de la presente invención son útiles para los médicos para identificar pacientes con linfoma de células B 
para su tratamiento con un anticuerpo anti-CD40, ayudar en la selección de pacientes durante el transcurso del 
desarrollo de terapias con anticuerpo anti-CD40, predecir las posibilidades de éxito cuando se trata a un paciente 
individual con un régimen de tratamiento particular, evaluar y controlar la progresión de la enfermedad, controlar la 
eficacia del tratamiento, y determinar el pronóstico para pacientes individuales. Cualquiera de estas realizaciones se 40 
incluye en la presente invención. 
 
En algunas realizaciones, el linfoma de células B es linfoma no de Hodgkin (NHL), incluyendo, pero sin limitación, 
linfoma folicular, linfoma folicular recidivante, linfoma linfocítico de células pequeñas, linfoma de células del manto, 
linfoma de la zona marginal, linfoma linfoplasmacítico, micosis fungoide/síndrome de Sezary, linfoma de la zona 45 
marginal esplénica, y linfoma difuso de células B grandes. 
 
En algunas realizaciones, el linfoma de células B es indolente. En algunas realizaciones, el linfoma de células B es 
agresivo. En algunas realizaciones, el linfoma de células B es altamente agresivo. En algunas realizaciones, el linfoma 
indolente de células B es linfoma folicular, linfoma de la zona marginal, o linfoma linfocítico de células pequeñas. En 50 
algunas realizaciones, el linfoma indolente de células B es linfoma folicular. 
 
Genes marcadores 
 
Puede usarse el nivel de expresión de diversos genes marcadores en una muestra de linfoma de células B en los 55 
métodos de la invención para predecir la sensibilidad del linfoma de células B al tratamiento con un anticuerpo 
anti-CD40. En algunas realizaciones, se usa el nivel de expresión de uno o más de los genes marcadores en relación 
a un nivel de referencia en los métodos de la invención. 
 
El uso del nivel de expresión de UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, 60 
BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B para predecir, evaluar o ayudar en la evaluación de la sensibilidad a un tratamiento 
con anticuerpo anti-CD40 se muestra en los ejemplos 1 y 2. Los niveles de expresión de estos diversos genes se usan 
en los métodos de la invención. En algunas realizaciones, se miden los niveles de expresión de al menos tres, al 
menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, al menos 
doce, al menos trece, al menos catorce, al menos quince o quince genes seleccionados entre UAP1, BTG2, CD40, 65 
VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B y se usan en los métodos 
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de la invención. 
 
Los genes (incluyendo las secuencias) usados como marcadores en el presente documento se conocen en la técnica. 
Por ejemplo, los ejemplos de números de referencia de GenBank para genes humanos son VNN2 (NM_004665; 
NM_078488; AJ132100; D89974; BC064641; CR609799; BC126145; BC126147; y AB026705); RGS13 (NM_002927; 5 
NM_144766; BT006929; BC056866; AY562947; CR536532; CR610389; CR599001; BC016667; AF493935; 
BC036950; y AF030107); CD22 (NM_001771; AK026467; BC109306; BC109307; AK225694; AK225625; X52785; y 
X59350); LRRC8A (AY143166; BC051322; AK123611; AY358286; NM_019594; XM_026998; AK001199; AB037858; 
CR619692; CR619448; AK024649; BC000775; AK027495; y AK074723); CD40 (NM_001250; NM_152854; 
BC064518; AY225405; CR619622; CR608994; CR605787; AB209660; AK222896; AJ300189; BT019901; y 10 
BC012419); IFITM1 (NM_003641; BC000897; BT007173; BT009859; CR456894; CR541874; CR604902; X57351; 
X84958; NM_006435; BC009696; X02490; y J04164); SMN1 (NM_000344; BC062723; CR611445; CR593735; 
BC000908; NM_022874; BC015308; y U18423); PRKCA (NM_002737; AB209475; BC109274; BC109273; AF035594; 
BC053321; BX648954; AK125425; BC062759; BC071767; BC103691; BC101403; BC107592; AY633609; BC122530; 
BC015855; AF086287; AF035595; M22199; y X52479); EPDR1 (DQ914439; AY027862; NM_017549; AJ250475; 15 
AF202051; CR624676; CR596656; NM_016616; BC000686; BC018299; AF305596; y BC036816); PRPSAP2 
(NM_002767; AB007851; BX648850; AK126398; CR457082; BC101672; BC101670; y BC106050); IGF1R 
(NM_000875; NM_015883; AY429545; CR624013; BC078157; BC088377; BC107089; BC111046; BC113610; 
BC113612; BC010607; X04434 M24599; y U09023); BTG2 (NM_006763; CR606002; CR604962; CR595352; 
CR591042; BC105948; BC105949; U72649; y Y09943); LMO2 (BC042426; NM_005574; BC073973; AK127915; 20 
CR625714; CR614368; CR604507; AF257211; BC034041; BC035607; y X61118); YIPF3 (AL050274; AK000946; 
CR533541; CR623137; CR622890; CR622532; CR621993; CR619816; CR619437; CR619054; CR618212; 
CR616987; CR616384; CR615623; CR615153; CR615118; CR612415; CR611748; CR611260; CR610983; 
CR610470; CR607768; CR606024; CR603408; CR603202; CR602267; CR601987; CR599615; CR598162; 
CR597677; CR596581; CR596249; CR595236; CR592266; CR590752; CR590349; NM_015388; AK021433; 25 
AK021655; AK022757; BC019297; y AF162672); y BCL6 (NM_001706; NM_138931; BX649185; U00115; BC142705; 
BC146796; BC150184; AL713713; AK090890; AL832990; y Z21943). Los números de referencia de GenBank para los 
genes marcadores se enumeran también en la tabla 1. 
 
La secuencia de ácido nucleico de algunos de los genes se muestra en la figura 1 (1-1 a 1-26). 30 
 
Niveles de referencia 
 
El nivel de expresión medido de uno o más genes marcadores en una muestra de linfoma de células B se compara con 
un nivel de referencia. En algunas realizaciones, el nivel de referencia es el nivel de expresión de un gen cuyo nivel de 35 
expresión no cambia (no cambia significativamente) entre diferentes tipos de linfomas de células B, por ejemplo, entre 
linfoma de células B sensible al anticuerpo anti-CD40 y linfoma de células B resistente al anticuerpo anti-CD40. En 
algunas realizaciones, se usan los niveles de expresión de uno o más genes constitutivos (tales como los genes 
mostrados en las tablas 8 y 9 del documento WO 2009/062125) como niveles de referencia. 
 40 
En algunas realizaciones, el nivel de expresión medido del gen marcador se normaliza usando el nivel de referencia. 
En algunas realizaciones, el nivel de expresión normalizado del gen marcador se calcula como una proporción o 
diferencia entre el gen marcador y los niveles de expresión de referencia, o el original en una escala logarítmica, 
respectivamente. 
 45 
Los genes de referencia pueden seleccionarse como homólogos de normalización específicos para los genes 
marcadores. Los genes de referencia se seleccionaron respecto de su alta expresión media y baja varianza en 
muestras de linfoma de células B. Además, se seleccionaron los genes de referencia para que tuviesen una varianza 
similar entre mediciones de expresión replicadas de líneas celulares individuales en relación a la varianza entre 
mediciones de expresión de líneas celulares biológicamente distintas. Además, se seleccionaron los genes de 50 
referencia para que tuviesen una baja asociación estadística con uno o más marcadores. 
 
En algunas realizaciones, el nivel de referencia es un nivel de expresión medido del gen marcador en una muestra de 
linfoma de células B diferente. En algunas realizaciones, la muestra diferente de linfoma de células B comprende 
células de linfoma de células B que son resistentes a la muerte celular inducida por anticuerpo anti-CD40. 55 
 
En algunas realizaciones, el nivel de referencia se determina basándose en el nivel de expresión del gen marcador 
correspondiente en muestras que comprenden células de linfoma de células B de sujetos que tienen un volumen 
tumoral aumentado después del tratamiento con anticuerpo anti-CD40 y/o que tienen un volumen tumoral reducido 
después del tratamiento con anticuerpo anti-CD40. En algunas realizaciones, las muestras de sujetos para la 60 
determinación del nivel de referencia comprenden el mismo tipo de células de linfoma de células B que la muestra del 
sujeto cuya sensibilidad al tratamiento con anticuerpo anti-CD40 se está prediciendo o evaluando. En algunas 
realizaciones, se usa el mismo método (por ejemplo, qRT-PCR) y/o los mismos reactivos (por ejemplo, cebadores y 
sondas) para medir el nivel de expresión de los genes marcadores en la muestra y para medir el nivel de expresión de 
los genes marcadores correspondientes en las muestras de referencia. 65 
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Medición de los niveles de expresión 
 
Los métodos divulgados en el presente documento proporcionan métodos para examinar el nivel de expresión de uno 
o más de estos genes marcadores en una muestra de linfoma (por ejemplo, muestra de linfoma de células B). En 
algunas realizaciones, se examina el nivel de expresión en relación a un nivel de referencia para uno o más genes 5 
marcadores. Los métodos y ensayos incluyen aquellos que examinan la expresión de genes marcadores, tales como 
uno o más de UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R 
y CD79B. Los niveles de expresión pueden medirse a nivel de ARNm y/o a nivel de proteína. 
 
La invención proporciona métodos para medir los niveles de expresión a partir de una muestra de tejido de mamífero o 10 
de células (tales como células y/o tejidos asociados con el linfoma de células B). Por ejemplo, para obtener muestras 
de paciente, se lleva a cabo una tinción de H&E y se usa como guía para la macrodisección de tejidos para enriquecer 
respecto del contenido tumoral. La muestra puede obtenerse mediante diversos procedimientos conocidos en la 
técnica incluyendo, pero sin limitación, extirpación quirúrgica, aspiración o biopsia. La muestra puede estar fresca o 
congelada. En algunas realizaciones, la muestra se fija y se incluye en parafina o similares. En los métodos, se obtiene 15 
una muestra de tejido de mamífero o de células y se examina respecto de la expresión de uno o más biomarcadores. 
Los métodos pueden llevarse a cabo en diversos formatos de ensayo, Incluyendo ensayos que detectan la expresión 
de ARNm, ensayos enzimáticos que detectan la presencia de actividad enzimática, y ensayos inmunohistoquímicos. 
La determinación de la expresión de dichos biomarcadores en dichos tejidos o células será predictiva de que dichos 
tejidos o células serán sensibles/responderán al tratamiento con un anticuerpo anti-CD40. 20 
 
Tal como se discute más adelante, puede analizarse la expresión de diversos biomarcadores en una muestra 
mediante una serie de metodologías, muchas de las cuales se conocen en la técnica y son entendidas por el experto 
en la materia, incluyendo, pero sin limitación, micromatrices (análisis de matrices de genes y/o tejidos), hibridación in 
situ, análisis de Northern, análisis PCR de ARNm, análisis inmunohistoquímico y/o de Western, FACS, matrices de 25 
proteínas, espectrometría de masas, ensayos cuantitativos basados en sangre (tales como, por ejemplo, ELISA en 
suero) (para examinar, por ejemplo, los niveles de expresión de proteínas), y/o ensayos bioquímicos de actividad 
enzimática. Los protocolos típicos para evaluar el estado de genes y productos génicos se encuentran, por ejemplo, en 
Ausubel et al. eds., 1995, Current Protocols In Molecular Biology, Unidades 2 (Transferencia de Northern), 4 
(Transferencia de Southern), 15 (Inmunotransferencia) y 18 (Análisis PCR). Los protocolos a continuación relativos a 30 
la detección de biomarcadores particulares, tales como el nivel de expresión de uno o más de UAP1, BTG2, CD40, 
VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B, en una muestra se 
proporcionan con fines ilustrativos. 
 
En algunas realizaciones, los métodos de la invención incluyen además protocolos que examinan la presencia y/o 35 
expresión de ARNm, tales como ARNm de al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos 
cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, al menos once, al menos doce, al 
menos trece, al menos catorce, o quince genes entre UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, 
CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B, en una muestra de tejidos o de células. En algunas 
realizaciones, puede analizarse la expresión de diversos biomarcadores mediante tecnologías de micromatriz, que 40 
examinan o detectan ARNm, en una muestra de tejidos o de células. Para el uso de micromatrices de ácido nucleico, 
las muestras de ARNm de ensayo y de control de muestras de tejido de ensayo y de control se retrotranscriben y 
marcan para generar sondas de ADNc. Entonces se hibridan las sondas a una matriz de ácidos nucleicos 
inmovilizados sobre un soporte sólido. La matriz se configura de tal modo que se conoce la secuencia y posición de 
cada miembro de la matriz. Por ejemplo, puede disponerse en forma de matriz una selección de genes tienen el 45 
potencial de expresarse en determinadas patologías sobre un soporte sólido. La hibridación de una sonda marcada 
con un miembro concreto de la matriz indica que la muestra de la que se derivó la sonda expresa ese gen. El análisis 
de expresión génica diferencial de tejido enfermo puede proporcionar información valiosa. La tecnología de 
micromatriz utiliza técnicas de hibridación de ácido nucleico y tecnología informática para evaluar el perfil de expresión 
de ARNm de miles de genes en un solo experimento. (Véase, por ejemplo, el documento WO 01/75166 publicado el 11 50 
de octubre de 2001; véanse también, por ejemplo, el documento U.S. 5.700.637, la Patente de los Estados Unidos 
5.445.934, y la Patente de los Estados Unidos 5.807.522, Lockart, Nature Biotechnology, 14:1675-1680 (1996); 
Cheung, V.G. et al., Nature Genetics 21 (Supl):15-19 (1999) para una explicación de la fabricación de la matriz). Las 
micromatrices de ADN son matrices en miniatura que contienen fragmentos génicos que se sintetizan directamente o 
se puntea sobre vidrio u otros sustratos. Normalmente están representados miles de genes en una sola matriz. Un 55 
experimento de micromatriz típico implica las siguientes etapas: 1) preparación de diana marcada fluorescentemente a 
partir de ARN aislado de la muestra, 2) hibridación de la diana marcada a la micromatriz, 3) lavado, tinción, y escaneo 
de la matriz, 4) análisis de la imagen escaneada y 5) generación de los perfiles de expresión génica. Actualmente se 
usan dos tipos principales de micromatrices de ADN: matrices de oligonucleótidos (normalmente de 25 a 70 meros) y 
matrices de expresión génica que contienen productos de la PCR preparados a partir de ADNc. Al formar una matriz, 60 
los oligonucleótidos pueden prefabricarse y puntearse en la superficie o sintetizarse directamente en la superficie (in 
situ). 
 
El sistema GeneChip® de Affymetrix es un sistema de micromatriz comercial que comprende matrices fabricadas 
mediante síntesis directa de oligonucleótidos sobre una superficie de vidrio. Matrices de sonda/gen: Los 65 
oligonucleótidos, normalmente 25 meros, se sintetizan directamente sobre una oblea de vidrio mediante una 
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combinación de fotolitografía basada en semiconductores y tecnologías de síntesis química de fase sólida. Cada 
matriz contiene hasta 400.000 oligos diferentes y cada oligo está presente en millones de copias. Ya que las sondas 
oligonucleotídicas se sintetizan en ubicaciones conocidas sobre la matriz, pueden interpretarse los patrones de 
hibridación y las intensidades de señal en términos de identidad génica y de niveles de expresión relativa por el 
programa informático Affymetrix Microarray Suite. Cada gen se representa sobre la matriz mediante una serie de 5 
diferentes sondas oligonucleotídicas. Cada par de sonda consiste en un oligonucleótido perfectamente emparejado y 
un oligonucleótido desemparejado. La sonda perfectamente coincidente tiene una secuencia exactamente 
complementaria al gen particular y por lo tanto mide la expresión del gen. La sonda desemparejada difiere de la sonda 
perfectamente emparejada en una sola sustitución de base en la posición de la base central, alterando la unión del 
transcrito génico diana. Esto ayuda a determinar la hibridación de fondo y no específica que contribuye a la señal 10 
medida para el oligo perfectamente emparejado. El programa informático Microarray Suite resta las intensidades de 
hibridación de las sondas desemparejadas de aquellas de las sondas perfectamente emparejadas para determinar el 
valor de intensidad absoluto o específico para cada conjunto de sondas. Las sondas se seleccionan basándose en la 
información actual de GenBank y otros repositorios de nucleótidos. Se cree que las secuencias reconocen regiones 
únicas en el extremo 3' del gen. Se usa un Horno de Hibridación GeneChip (horno de "rottiserie") para llevar a cabo la 15 
hibridación de hasta 64 matrices a la vez. La estación de fluidos lleva a cabo el lavado y la tinción de las matrices de 
sondas. Está completamente automatizado y contiene cuatro módulos, conteniendo cada módulo una matriz de 
sondas. Cada módulo se controla independientemente mediante el programa informático Microarray Suite usando 
protocolos de fluidos preprogramados. El escáner es un escáner de fluorescencia láser confocal que mide la 
intensidad de fluorescencia emitida por el ARNc marcado unido a las matrices de sondas. La estación de trabajo 20 
informática con el programa informático Microarray Suite controla la estación de fluidos y el escáner. El programa 
informático Microarray Suite puede controlar hasta ocho estaciones de fluidos usando protocolos preprogramados de 
hibridación, lavado, y tinción para la matriz de sondas. El programa también recoge y convierte los datos de hibridación 
en una llamada de presencia/ausencia para cada gen usando algoritmos adecuados. Finalmente, el programa 
informático detecta cambios en la expresión génica entre experimentos mediante un análisis de comparación y da 25 
formato a la salida en archivos .txt, que pueden usarse con otros programas informáticos para el análisis adicional de 
los datos. 
 
En algunas realizaciones, también puede evaluarse la expresión de diversos biomarcadores en una muestra 
examinando la eliminación génica o la amplificación génica. Le eliminación o la amplificación génica pueden medirse 30 
mediante uno cualquiera de una gran variedad de protocolos conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante 
transferencia de Southern convencional, transferencia de Northern para cuantificar la transcripción de ARNm 
(Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 77:5201-5205 (1980)), transferencia por puntos (análisis de ADN), o 
hibridación in situ (por ejemplo, FISH), usando una sonda marcada de manera adecuada, métodos citogenéticos o 
hibridación genómica comparativa (HGC) usando una sonda marcada de manera adecuada. A modo de ejemplo, 35 
estos métodos pueden emplearse para detectar la eliminación o amplificación de genes. 
 
En algunas realizaciones, puede evaluarse la expresión de diversos biomarcadores en una muestra media ensayos de 
hibridación usando sondas de ADN complementarias (tales como hibridación in situ usando ribosondas marcadas, 
transferencia de Northern y técnicas relacionadas) y diversos ensayos de amplificación de ácido nucleico (tales como 40 
RT-PCR usando cebadores complementarios, tales como cebadores específicos para uno o más genes de UAP 1, 
BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B, y otros 
métodos de detección de tipo amplificación, tales como, ADN ramificado, SISBA, TMA y similares). 
 
Pueden ensayarse de manera conveniente muestras de tejidos o de células respecto de, por ejemplo, ARNm de uno o 45 
más de los genes UAP 1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, 
IGF1R y CD79B, usando análisis de Northern, de transferencia por puntos o PCR. En algunas realizaciones, puede 
ensayarse la expresión de uno o más biomarcadores mediante RT-PCR. En algunas realizaciones, la RT-PCR es 
RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR). En algunas realizaciones, la RT-PCR es RT-PCR en tiempo real. En algunas 
realizaciones, la RT-PCR es RT-PCR cuantitativa en tiempo real. Se conocen bien en la técnica ensayos de RT-PCR, 50 
tales como ensayos de PCR cuantitativos. En una realización ilustrativa de la invención, un método para detectar un 
ARNm en una muestra biológica comprende producir ADNc a partir de la muestra mediante transcripción inversa 
usando al menos un cebador; amplificar el ADNc producido de este modo usando un polinucleótido como cebadores 
sentido y antisentido para amplificar los ADNc en la misma; y detectando la presencia del ADNc amplificado de interés. 
En algunas realizaciones, la RT-PCR en tiempo real es RT-PCR cuantitativa. En algunas realizaciones, la RT-PCR en 55 
tiempo real puede llevarse a cabo usando química TaqMan® (Applied Biosystems). En algunas realizaciones, la 
RT-PCR en tiempo real puede llevarse a cabo usando química TaqMan® (Applied Biosystems) y el sistema de 
detección de secuencias ABI Prism® 7700 (Applied Biosystems). La RT-PCR en tiempo real combina los principios de 
que la polimerasa Taq tiene una actividad exonucleasa 5'-3' y se han creado sondas oligonucleotídicas fluorogénicas 
marcadas dualmente que emiten una señal fluorescente únicamente tras la escisión, basándose en el principio de 60 
transferencia de energía de resonancia de fluorescencia. Véase, por ejemplo, Overbergh, L. et al., J. Biomolecular 
Techniques 14(1): 33-43 (2003). Además, dichos métodos pueden incluir una o más etapas que permitan determinar 
los niveles de ARNm en una muestra biológica (por ejemplo, examinando simultáneamente los niveles de una 
secuencia de ARNm de control comparativa de un gen "constitutivo", tal como un miembro de la familia de actina y/o 
uno o más genes listados en las tablas 8 y 9 en el documento WO 2009/062125). Los ejemplos de cebadores y sondas 65 
que pueden usarse para llevar a cabo la qRT-PCR se proporcionan en la tabla 1. 
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En algunas realizaciones, la expresión de proteínas codificadas por UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, 
IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B en una muestra se examina usando protocolos de 
inmunohistoquímica y de tinción. La tinción inmunohistoquímica de secciones de tejido ha demostrado ser un método 
fiable para evaluar o detectar la presencia de proteínas en una muestra. Las técnicas inmunohistoquímicas ("IHC") 5 
utilizan un anticuerpo para sondar y visualizar antígenos celulares in situ, generalmente mediante métodos 
cromogénicos o fluorescentes. 
 
Para la preparación de la muestra, puede usarse una muestra de tejido o células de un mamífero (normalmente un 
paciente humano). Los ejemplos de muestras incluyen, pero sin limitación, biopsia de tejido, sangre, aspirado de 10 
pulmón, esputo, fluido linfático, etc. La muestra puede obtenerse mediante diversos procedimientos conocidos en la 
técnica incluyendo, pero sin limitación, extirpación quirúrgica, aspiración o biopsia. El tejido puede estar fresco o 
congelado. En algunas realizaciones, la muestra se fija y se incluye en parafina o similares. 
 
La muestra de tejido puede fijarse (es decir, conservarse) mediante métodologías convencionales (véase, por ejemplo, 15 
"Manual of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology," 3ª edición (1960) Lee G. Luna, HT 
(ASCP) Editor, The Blakston Division McGraw-Hill Book Company, Nueva York; The Armed Forces Institute of 
Pathology Advanced Laboratory Methods in Histology and Pathology (1994) Ulreka V. Mikel, Editor, Armed Forces 
Institute of Pathology, American Registry of Pathology, Washington, D.C.). Un experto en la materia apreciará que la 
elección de un fijativo se determina según el fin para el cual se va a teñir histológicamente la muestra o analizada de 20 
otro modo. Un experto en la materia también apreciará que la duración de la fijación depende del tamaño de la muestra 
de tejido y del fijativo empleado. A modo de ejemplo, puede usarse formalina neutra tamponada, Bouin o 
paraformaldehído para fijar una muestra. 
 
En general, en primer lugar se fija la muestra y después se deshidrata mediante una serie ascendente de alcoholes, se 25 
infiltra y se incluye en parafina u otro medio de corte de tal forma que puede seccionarse la muestra de tejido. Como 
alternativa, se puede seccionar el tejido y fijar las secciones obtenidas. A modo de ejemplo, la muestra de tejido puede 
incluirse y procesarse en parafina mediante metodologías convencionales (véase, por ejemplo, "Manual of Histological 
Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology", anteriormente citado). Los ejemplos de la parafina que 
pueden usarse incluyen, pero sin limitación, Paraplast, Broloid, y Tissuemay. Una vez se ha incluido la muestra de 30 
tejido, puede seccionarse la muestra con un microtomo o similares (véase, por ejemplo, "Manual of Histological 
Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology", anteriormente citado). A modo de ejemplo para este 
procedimiento, las secciones pueden estar comprendidas entre aproximadamente tres micrómetros a 
aproximadamente cinco micrómetros de espesor. Una vez seccionadas, las secciones pueden unirse a portaobjetos 
mediante varios métodos convencionales. Los ejemplos de adhesivos de portaobjetos incluyen, pero sin limitación, 35 
silano, gelatina, poli-L-lisina y similares. A modo de ejemplo, las secciones incluidas en parafina pueden unirse a 
portaobjetos cargados positivamente y/o a portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina. 
 
Si se ha usado parafina como material de inclusión, las secciones de tejido generalmente se desparafinan y se 
rehidratan con agua. Las secciones de tejido pueden desparafinarse mediante diversas metodologías estándar 40 
convencionales. Por ejemplo, pueden usarse xilenos y una serie descendente gradual de alcoholes (véase, por 
ejemplo, "Manual of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology", anteriormente citado). 
Como alternativa, pueden usarse agentes desparafinantes no orgánicos, tales como Hemo-De7 (CMS, Houston, 
Texas). 
 45 
En algunas realizaciones, después de la preparación de la muestra, puede analizarse una sección de tejido usando 
IHC. Puede llevarse a cabo IHC en combinación con técnicas adicionales, tales como tinción morfológica y/o 
hibridación in situ de fluorescencia. Hay disponibles dos métodos de IHC generales; ensayos directos e indirectos. De 
acuerdo con el primer ensayo, la unión del anticuerpo al antígeno diana (por ejemplo, una proteína o fragmento de la 
misma codificada por cualquiera de UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, 50 
BCL6, EPDR1, IGF1R and CD79B) se determina de manera directa. Este ensayo directo usa un reactivo marcado, tal 
como un anticuerpo primario marcado con un marcador fluorescente o con una enzima, que puede visualizarse sin 
interacciones de anticuerpo adicionales. En un ensayo indirecto típico, el anticuerpo primario no conjugado se une al 
antígeno y después un anticuerpo secundario marcado se une al anticuerpo primario. En los casos donde el anticuerpo 
secundario se conjuga a un marcador enzimático, se añade un sustrato cromogénico o fluorogénico para proporcionar 55 
visualización del antígeno. La amplificación de la señal se produce debido a que varios anticuerpos secundarios 
pueden reaccionar con diferentes epítopos en el anticuerpo primario. 
 
El anticuerpo primario y/o secundario empleado para inmunohistoquímica se marcará normalmente con un resto 
detectable. Hay disponibles numerosos marcadores que pueden agruparse generalmente en las siguientes 60 
categorías: 
 

(a) Radioisótopos, tales como 35S, 14C, 125I, 3H, y 131I. El anticuerpo puede marcarse con el ratioisótopo usando las 
técnicas descritas en Current Protocols in Immunology, Volúmenes 1 y 2, Coligen et al., Ed. Wiley-Interscience, 
Nueva York, Nueva York, pub. (1991) por ejemplo, y la radiactividad puede medirse usando conteo de centelleo. 65 
(b) Partículas de oro coloidal. 
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(c) Marcadores fluorescentes incluyendo, pero sin limitación, quelatos de tierras raras (quelatos de europio), rojo 
Texas, rodamina, fluoresceína, dansilo, lisamina, umbeliferona, ficoeritrina, ficocianina, o fluoróforos disponibles 
comercialmente, tales como SPECTRUM ORANGE7 y SPECTRUM GREEN7 y/o derivados de uno cualquiera o 
más de los anteriores. Los marcadores fluorescentes pueden conjugarse al anticuerpo usando las técnicas 
divulgadas en Current Protocols in Immunology, anteriormente citado, por ejemplo. La fluorescencia puede 5 
cuantificarse usando un fluorímetro. 
(d) Hay disponibles diversos marcadores de sustrato enzimático y la Patente de los Estados Unidos n.º 4.275.149 
proporciona una revisión de algunos de estos. La enzima cataliza generalmente una alteración química del sustrato 
cromogénico que puede medirse usando diversas técnicas. Por ejemplo, la enzima puede catalizar un cambio de 
color en un sustrato, que puede medirse espectrofotométricamente. Como alternativa, la enzima puede alterar la 10 
fluorescencia o quimioluminiscencia del sustrato. Las técnicas para cuantificar un cambio en la fluorescencia se 
describen anteriormente. El sustrato quimioluminiscente se excita electrónicamente mediante una reacción 
química y entonces puede emitir luz que puede medirse (usando un quimioluminómetro, por ejemplo) o dona 
energía a un aceptor fluorescente. Los ejemplos de marcadores enzimáticos incluyen luciferasas (por ejemplo, 
luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana; la patente de los Estados Unidos n.º 4.737.456), luciferina, 15 
2,3-dihidroftalazindionas, malato deshidrogenasa, ureasa, peroxidasa, tal como peroxidasa de rábano picante 
(HRPO), fosfatasa alcalina, β-galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, sacárido oxidasas (por ejemplo, glucosa 
oxidasa, galactosa oxidasa, y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), oxidasas heterocíclicas (tales como uricasa y 
xantina oxidasa), lactoperoxidasa, microperoxidasa, y similares. Las técnicas para conjugar enzimas a anticuerpos 
se describen en O’Sullivan et al., Methods for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme 20 
Immunoassay, en Methods in Enzym. (ed. J. Langone & H. Van Vunakis), Academic Press, Nueva York, 
73:147-166 (1981). 
 

Los ejemplos de combinaciones de enzima-sustrato incluyen, por ejemplo: 
 25 

(i) peroxidasa de rábano picante (HRPO) con peroxidasa de hidrógeno como sustrato, en la que la peroxidasa de 
hidrógeno oxida un precursor de colorante (por ejemplo, ortogenilen diamina (OPD) o clorhidrato de 
3,3',5,5'-tetrametil bencidina (TMB)); 
(ii) fosfatasa alcalina (AP) con fosfato de para-nitrofenilo como sustrato cromogénico; y 
(iii) β-D-galactosidasa (β-D-Gal) con un sustrato cromogénico (por ejemplo, p-nitrofenil-β-D-galactosidasa) o 30 
sustrato fluorogénico (por ejemplo, 4-metilumbeliferil-β-D-galactosidasa). 
 

Hay disponibles otras numerosas combinaciones de enzima-sustrato para los expertos en la materia. Para una 
revisión general de estas, véanse las Patentes de los Estados Unidos n.º 4.275.149 y 4.318.980. En ocasiones, el 
marcador se conjuga indirectamente con el anticuerpo. El experto en la materia será consciente de diversas técnicas 35 
para lograr esto. Por ejemplo, el anticuerpo puede conjugarse con biotina y cualquiera de las cuatro amplias categorías 
de marcadores mencionados anteriormente puede conjugarse con avidina, o vice versa. La biotina se une 
selectivamente a avidina y por tanto, el marcador puede conjugarse con el anticuerpo de esta manera indirecta. Como 
alternativa, para lograr al conjugación indirecta del marcador con el anticuerpo, el anticuerpo se conjuga con un 
pequeño hapteno y uno de los diferentes tipos de marcadores mencionados anteriormente se conjuga con un 40 
anticuerpo anti-hapteno. Por lo tanto, puede lograrse la conjugación indirecta del marcador con el anticuerpo. 
 
Aparte de los procedimientos de preparación de muestras discutidos anteriormente, puede desearse un tratamiento 
adicional de la sección de tejido antes de, durante o después de la IHC. Por ejemplo, pueden llevarse a cabo métodos 
de recuperación de epítopos, tales como el calentamiento de la muestra de tejido en tampón citrato (véase, por 45 
ejemplo, Leong et al. Appl. Immunohistochem. 4(3):201 (1996)). 
 
Después de una etapa de bloqueo opcional, la sección de tejido se expone a anticuerpo primario durante un periodo de 
tiempo suficiente y en condiciones adecuadas de tal forma que el anticuerpo primario se une al antígeno de la proteína 
diana en la muestra de tejido. Las condiciones adecuadas para lograr eso pueden determinarse mediante 50 
experimentación rutinaria. El alcance de la unión del anticuerpo a la muestra se determina usando cualquiera de los 
marcadores detectables discutidos anteriormente. Preferentemente, el marcador es un marcador enzimático (por 
ejemplo, HRPO) que cataliza una alteración química del sustrato cromogénico, tal como cromógeno de 
3,3'-diaminobenzina. Preferentemente, el marcador enzimático se conjuga a anticuerpo que se une específicamente al 
anticuerpo primario (por ejemplo, el anticuerpo primario es anticuerpo policlonal de conejo y el anticuerpo secundario 55 
es un anticuerpo de cabra anti-conejo). 
 
En algunas realizaciones, los anticuerpos empleados en el análisis IHC para detectar la expresión de uno o más 
biomarcadores son anticuerpos generados para unirse principalmente a los uno o más biomarcadores de interés, tales 
como una o más proteínas codificadas por UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, 60 
PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. Los 
anticuerpos están fácilmente disponibles en la técnica, incluyendo de diversas fuentes comerciales, y también pueden 
generarse usando técnicas rutinarias conocidas en la materia. 
 

65 
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Los especímenes preparados de este modo pueden montarse y cubrirse. Entonces se determina la evaluación del 
portaobjetos, por ejemplo, usando un microscopio, y pueden emplearse criterios de intensidad de la tinción, usados 
rutinariamente en la técnica. Como ejemplo, los criterios de intensidad de tinción pueden evaluarse del modo siguiente: 
 

Tabla A 5 
Patrón de tinción Puntuación 

No se observa tinción en las células. 0 

Se detecta una tinción débil/casi imperceptible en más de un 10 % de las 
células. 

1 + 

Se observa una tinción de débil a moderada en más de un 10 % de las 
células. 

2+ 

Se observa una tinción de moderada a fuerte en más de un 10 % de las 
células. 

3+ 

 
En métodos alternativos, puede ponerse en contacto la muestra con un anticuerpo específico para dicho biomarcador 
en condiciones suficientes para que se forme un complejo anticuerpo-biomarcador, y después detectar dicho 
complejo. La presencia del biomarcador puede detectarse mediante una serie de modos, tales como procedimientos 
de transferencia de Western y ELISA para ensayar una gran variedad de tejidos y muestras, incluyendo plasma o 10 
suero. Hay disponible una amplia variedad de técnicas que usan dicho formato de ensayo, véase, por ejemplo, las 
Patentes de los Estados Unidos n.º 4.016.043, 4.424.279 y 4.018.653. Estos incluyen ensayos en un solo sitio y en dos 
sitios o en "sándwich" de los tipos no competitivos, así como en los ensayos de unión competitivos tradicionales. Estos 
ensayos incluyen también la unión directa de un anticuerpo marcado a un biomarcador diana. 
 15 
Los ensayos en sándwich se encuentran entre los ensayos más útiles y comúnmente usados. Existe una serie de 
variaciones de la técnica de ensayo en sándwich, y se pretende que todas estén abarcadas por la presente invención. 
En resumen, en un ensayo directo típico, se inmoviliza anticuerpo no marcado sobre un sustrato sólido, y la muestra 
que se va a ensayar se pone en contacto con la molécula unida. Después de un periodo de incubación adecuado, 
durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la formación de un complejo anticuerpo-antígeno, se añade un 20 
segundo anticuerpo específico para el antígeno, marcado con una molécula indicadora capaz de producir una señal 
detectable, y se incuba, dejando pasar un tiempo suficiente para la formación de otro complejo de 
anticuerpo-antígeno-anticuerpo marcado. Cualquier material que no haya reaccionado se elimina por lavado, y se 
determina la presencia del antígeno mediante la observación de una señal producida por la molécula indicadora. Los 
resultados pueden ser cualitativos, mediante la simple observación de la señal visible, o pueden cuantificarse 25 
comparando con una muestra de control que contiene cantidades conocidas de biomarcador. 
 
Las variaciones del ensayo directo incluyen un ensayo simultáneo, en el que tanto la muestra como el anticuerpo 
marcado se añaden simultáneamente al anticuerpo marcado. Estas técnicas se conocen bien por los expertos en la 
materia, incluyendo cualquier variación menor que será fácilmente evidente. En un ensayo en sándwich directo típico, 30 
se une covalente o pasivamente un primer anticuerpo que tiene especificidad por el biomarcador a una superficie 
sólida. La superficie sólida es normalmente de vidrio o de un polímero, siendo los polímeros de uso más común 
celulosa, poliacrilamida, nailon, poliestireno, cloruro de polivinilo o polipropileno. Los soportes sólidos pueden estar en 
forma de tubos, perlas, discos o microplacas, o cualquier otra superficie adecuada para llevar a cabo un 
inmunoensayo. Los procesos de unión se conocen bien en la técnica y consisten generalmente en reticulación, unión 35 
covalente o adsorción física, el complejo polímero-anticuerpo se lava para preparar la muestra de ensayo. Entonces se 
añade una alícuota de la muestra que se va a ensayar al complejo de fase sólida y se incuba durante un periodo de 
tiempo suficiente (por ejemplo, 2-40 minutos o durante una noche si es más conveniente) y en las condiciones 
adecuadas (por ejemplo, de temperatura ambiente a 40°C, tal como entre 25°C y 32°C, inclusive) para permitir la unión 
de cualquier subunidad presente en el anticuerpo. Después del periodo de incubación, la fase sólida de la subunidad 40 
de anticuerpo se lava y seca e incuba con un segundo anticuerpo específico para una porción del biomarcador. El 
segundo anticuerpo se une a una molécula indicadora que se usa para indicar la unión del segundo anticuerpo al 
marcador molecular. 
 
En algunas realizaciones, los métodos implican inmovilizar los biomarcadores diana en la muestra y después exponer 45 
la diana inmovilizada a un anticuerpo específico que puede estar o no marcado con una molécula indicadora. 
Dependiendo de la cantidad de diana y de la fuerza de la señal de la molécula indicadora, puede ser detectable una 
diana unida mediante marcado directo con el anticuerpo. Como alternativa, se expone un segundo anticuerpo 
marcado, específico para el primer anticuerpo, al complejo de diana-primer anticuerpo para formar un complejo 
terciario de diana-primer anticuerpo-segundo anticuerpo. El complejo se detecta por medio de la señal emitida por la 50 
molécula indicadora. Por "molécula indicadora", tal como se usa en la presente memoria descriptiva, se entiende una 
molécula que, debido a su naturaleza química, proporciona una señal identificable analíticamente que permite la 
detección de anticuerpo unido a antígeno. Las moléculas indicadoras más comúnmente usadas en este tipo de ensayo 
son enzimas, fluoróforos o moléculas que contienen radionúclidos (es decir, radioisótopos) y moléculas 
quimioluminiscentes. 55 
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En el caso de un inmunoensayo enzimático, se conjuga na enzima al segundo anticuerpo, generalmente mediante 
glutaraldehído o peryodato. Tal como se reconocerá fácilmente, sin embargo, existen una gran variedad de diferentes 
técnicas de conjugación, que están fácilmente disponibles para el experto en la materia. Las enzimas usadas 
comúnmente incluyen peroxidasa de rábano picante, glucosa oxidasa, galactosidasa y fosfatasa alcalina, entre otras. 
Los sustratos para su uso con las enzimas específicas se seleccionan generalmente para la producción, tras la 5 
hidrólisis por la enzima correspondiente, de un cambio de color detectable. Los ejemplos de enzimas adecuadas 
incluyen fosfatasa alcalina y peroxidasa. También es posible emplear sustratos fluorogénicos, que proporcionan un 
producto fluorescente en lugar de los sustratos cromogénicos indicados anteriormente. En todos los casos, el 
anticuerpo marcado con enzima se añade al primer complejo de anticuerpo-marcador molecular, se deja unir, y 
después se elimina por lavado el exceso de reactivo. Entonces se añade una solución que contiene el sustrato 10 
adecuado al complejo de anticuerpo-antígeno-anticuerpo. El sustrato reaccionará con la enzima unida al segundo 
anticuerpo, proporcionando una señal visual cualitativa, que puede además cuantificarse, normalmente 
espectrofotométricamente, para proporcionar una indicación de la cantidad de biomarcador que estaba presente en la 
muestra. Como alternativa, pueden acoplarse compuestos fluorescentes, tales como fluoresceína y rodamina, a los 
anticuerpos sin alterar su capacidad de unión. Cuando se activan mediante iluminación con luz de una longitud de 15 
onda determinada, el anticuerpo marcado con fluorocromo adsorbe la energía lumínica, induciendo un estado de 
excitabilidad en la molécula, seguido de la emisión de la luz con un color característico detectable visualmente usando 
un microscopio óptico. Como en el EIA, se deja unir el anticuerpo marcado fluorescente al primer complejo de 
anticuerpo-marcador molecular. Después de eliminar por lavado el reactivo no unido, se expone el complejo terciario 
restante a luz de una longitud de onda adecuada, indicando la fluorescencia observada la presencia del marcador 20 
molecular de interés. Las técnicas de inmunofluorescencia y de EIA están bien establecidas en la técnica. Sin 
embargo, también pueden emplearse otras moléculas indicadoras, tales como radioisótopos, moléculas 
quimioluminiscentes o bioluminiscentes. 
 
En algunas realizaciones, la expresión de un biomarcador seleccionado en una muestra de tejidos o de células puede 25 
examinarse mediante ensayos funcionales o basados en la actividad. Por ejemplo, si el biomarcador es una enzima, se 
pueden llevar a cabo ensayos conocidos en la técnica para determinar o detectar la presencia de la actividad 
enzimática concreta en la muestra de tejido o de células. 
 
En cualquiera de los métodos anteriores para evaluar el nivel de expresión de uno o más biomarcadores, puede 30 
obtenerse una muestra que comprende una molécula diana mediante métodos bien conocidos en la técnica, y que son 
adecuados para el tipo y la ubicación particular de la enfermedad de interés. A menudo se usa la biopsia de tejido para 
obtener una pieza representativa del tejido enfermo. Como alternativa, pueden obtenerse células de manera indirecta 
en forma de tejidos/fluidos que se sabe o se considera que contienen las células enfermas de interés. Por ejemplo, 
pueden obtenerse muestras de lesiones de la enfermedad mediante resección, broncoscopia, aspiración con aguja 35 
fina, raspado bronquial, o de esputo, fluido pleural o sangre. Los genes o productos génicos pueden detectarse a partir 
de tejido enfermo o de otras muestras corporales, tales como orina, esputo o suero. Pueden aplicarse las mismas 
técnicas discutidas anteriormente para la detección de genes diana o de productos génicos en muestras de 
enfermedades a otras muestras corporales. Al explorar dichas muestras corporales, puede lograrse un diagnóstico 
temprano simple para estas enfermedades. Además, puede controlarse el progreso de la terapia fácilmente 40 
ensayando dichas muestras corporales respecto de genes diana o productos génicos. 
 
Los medios para enriquecer una preparación de tejido respecto de células enfermas se conocen en la técnica. Por 
ejemplo, el tejido puede aislarse a partir de parafina o secciones criostáticas. Las células de interés también pueden 
separarse de las células normales mediante citometría de flujo o microdisección de captura láser. Estas, así como 45 
otras técnicas para separar las células enfermas de las normales, se conocen bien en la técnica. Si el tejido enfermo 
está altamente contaminado por células normales, puede ser más difícil la detección del perfil de la firma de expresión 
génica, aunque se conocen técnicas para minimizar la contaminación y/o los resultados falsos positivos/negativos, 
algunos de los cuales se describen más adelante en el presente documento. Por ejemplo, también puede evaluarse 
una muestra respecto de la presencia de un biomarcador (incluyendo una mutación) que se sabe que está asociado 50 
con una célula enferma de interés pero no con una célula normal correspondiente, o viceversa. 
 
Después de la determinación de que la muestra de tejido o de células expresa uno o más de los biomarcadores que 
indican que la muestra de tejido o de células será sensible al tratamiento con anticuerpos anti-CD40, se contempla que 
puede administrarse una cantidad eficaz del anticuerpo anti-CD40 al mamífero, tal como un ser humano, para tratar un 55 
trastorno, tal como un linfoma de células B que afecta al mamífero. El diagnóstico en mamíferos, tales como seres 
humanos, de las diversas patologías descritas en el presente documento puede efectuarse por un médico experto. 
 
Comparación de los niveles de expresión y predicción, evaluación o ayuda a la evaluación de la sensibilidad del 
linfoma de células B a un tratamiento con anticuerpo anti-CD40 60 
 
Los métodos descritos en el presente documento comprenden un proceso de comparar un nivel de expresión medido 
de un gen marcador y un nivel de referencia. El nivel de referencia puede ser un nivel de expresión medido de un gen 
de referencia distinto al gen marcador o un nivel de expresión medido del mismo gen marcador en una muestra 
diferente. 65 
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En algunas realizaciones, se compara un nivel de expresión medido de un gen marcador en una muestra de linfoma de 
células B con un nivel de expresión medido de un gen de referencia en la muestra. En algunas realizaciones, el nivel de 
expresión del gen de referencia no cambia sustancialmente entre diversos tipos de células de linfoma de células B, 
incluyendo células sensibles y resistentes a un anticuerpo anti-CD40. En algunas realizaciones, se calcula la relación 
del nivel de expresión medido del gen marcador con el nivel de expresión medido del gen de referencia, y puede 5 
usarse la relación para evaluar o ayudar en la evaluación de la sensibilidad del linfoma de células B a un tratamiento 
con anticuerpo anti-CD40. 
 
En algunas realizaciones, se compara un nivel de expresión medido de un gen marcador en una muestra de linfoma de 
células B con un nivel de expresión medido del gen marcador en una muestra de referencia. En algunas realizaciones, 10 
la muestra de referencia comprende células de linfoma de células B que son resistentes o que no responden a un 
anticuerpo anti-CD40. Por ejemplo, se lleva a cabo la comparación para determinar la magnitud de la diferencia entre 
los niveles de expresión medidos del gen marcador en la muestra del sujeto y en la muestra de referencia (por ejemplo, 
comparar el múltiplo o porcentaje de diferencia entre los niveles de expresión del gen marcador en la muestra del 
sujeto y la muestra de referencia). En algunas realizaciones, una expresión aumentada o reducida de un gen marcador 15 
en la muestra del sujeto en comparación con la expresión del gen marcador en la muestra de referencia que 
comprende células de linfoma de células B que son resistentes o que no responden a un anticuerpo anti-CD40 sugiere 
o indica la sensibilidad del linfoma de células B al tratamiento con un anticuerpo anti-CD40. En algunas realizaciones, 
un aumento múltiplo en el nivel de expresión de la muestra del sujeto puede ser de al menos aproximadamente 
cualquiera de 1,5X, 1.75X, 2X, 3X, 4X, 5X, 6X, 7X, 8X, 9X, o 10X el nivel de expresión de la muestra de referencia. En 20 
algunas realizaciones, una reducción múltiplo en el nivel de expresión de la muestra del sujeto puede ser menor de 
aproximadamente cualquiera de 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 el nivel de expresión de la muestra de 
referencia. 
 
En algunas realizaciones, los niveles de expresión de uno o más genes marcadores seleccionados entre el grupo que 25 
consiste en IFITM1, CD40, RGS13, VNN2, LMO2, CD79B, CD22, BTG2, IGF1R, CD44, CTSC, EPDR1, UAP1, y 
PUS7 se comparan con un nivel de referencia. 
 
En algunas realizaciones, un nivel de expresión aumentado de uno o más de IFTM1, CD79B, IGF1R, CD44, CTSC, 
EPDR1, y PUS7 en comparación con un nivel de referencia indica que dicho sujeto tiene menos probabilidades de 30 
responder a un tratamiento con anticuerpo agonista anti-CD40. En algunas realizaciones, el nivel de referencia es un 
valor o un intervalo determinado mediante los niveles de expresión del gen marcador correspondiente en muestras que 
comprenden células de linfoma de células B de sujetos que tienen un volumen tumoral aumentado después de un 
tratamiento con anticuerpo agonista anti-CD40. 
 35 
En algunas realizaciones, un nivel de expresión aumentado de uno o más de CD40, RGS13, VNN2, LMO2, CD22, 
BTG2, y UAP1 en comparación con un nivel de referencia indica que dicho sujeto tiene probabilidades de responder al 
tratamiento con anticuerpo agonista anti-CD40. En algunas realizaciones, el nivel de referencia es un valor o un 
intervalo determinado mediante los niveles de expresión del gen marcador correspondiente en muestras que 
comprenden células de linfoma de células B de sujetos que tienen un volumen tumoral reducido después de un 40 
tratamiento con anticuerpo agonista anti-CD40. 
 
En algunas realizaciones, se mide el nivel de expresión de BCL6 y se compara con un nivel de referencia. El nivel de 
expresión de BCL6 se usa para la predicción, evaluación, o ayuda a la evaluación de la sensibilidad del sujeto a un 
tratamiento con anticuerpo anti-CD40. Tal como se muestra en el ejemplo 1, la expresión de BCL6 tiende a ser menor 45 
en aquellos sujetos con aumentos del tumor después de un tratamiento con anticuerpo agonista anti-CD40. En 
algunas realizaciones, un nivel de expresión aumentado de BCL6 en comparación con un nivel de referencia 
determinado mediante el nivel de expresión de BCL6 en muestras de sujetos que tienen un volumen tumoral reducido 
después de un tratamiento con anticuerpo agonista anti-CD40 puede indicar que el sujeto tiene probabilidades de 
responder al tratamiento con anticuerpo agonista anti-CD40. 50 
 
En algunas realizaciones, se miden los niveles de expresión de uno o más de IFITM1, CD40, RGS13, VNN2, LMO2, 
CD79B, CD22, BTG2, IGF1R, CD44, CTSC, EPDR1, UAP1, PUS7 y BCL6, y se calcula un índice de sensibilidad 
basándose en el nivel de expresión medido de los genes marcadores. Por ejemplo, puede usarse la siguiente ecuación 
para determinar el índice de sensibilidad (SI): 55 
 

 
 

en la que se mide el nivel de expresión de al menos un gen marcador que tiene un valor de correlación positiva y al 
menos un gen marcador que tiene un valor de correlación negativa mostrado en la tabla 4; en la que (i) βj es el valor de 60 
coeficiente para cada gen marcador medido; (ii) p es el número de genes marcadores medidos; (iii) Xj es el nivel de 
expresión transformado normalizado para la muestra del sujeto por el nivel de expresión de cada marcador medido; e 
(iv) µj y σj son las medias y las desviaciones estándar para cada gen marcador medido; en la que βj, µj y σj se 
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determinan a partir de muestras de pacientes que comprenden células de linfoma de células B de un ensayo clínico. 
En algunas realizaciones, un valor igual o mayor de cero para el índice de sensibilidad indica que el sujeto tiene 
probabilidades de responder al tratamiento con anticuerpo anti-CD40, o en el que un valor menor de cero para el índice 
de sensibilidad indica que el sujeto tiene menos probabilidades de responder al tratamiento con anticuerpo anti-CD40. 
El ejemplo 1 describe en detalle cómo analizar y determinar parámetros par alas muestras de referencia y muestras 5 
nuevas. En algunas realizaciones, se miden los niveles de expresión de IFITM1, RGS13, CD79B, CD22, BTG2, CD44, 
EPDR1, y UAP y se usan para el cálculo del índice de sensibilidad. En algunas realizaciones, se miden números 
iguales de genes marcadores correlacionados positivamente y genes marcadores correlacionados negativamente y se 
usan para el cálculo del índice de sensibilidad. 
 10 
Se conocen en la técnica métodos para determinar el índice de sensibilidad. Véase Zhou H. y Hastie T. (2005) 
Regularization and variable selection via the elastic net; J. R. Statist. Soc. B. 67(2). págs. 301-320; Friedman J., Hastie 
T. y Tibshirani R. 2008. Regularization Paths for Generalized Linear Models via Coordinate Descent. Technical Report, 
Department of Statistics, Stanford University (World Wide Web-stat.stanford.edu/~hastie/Papers/glmnet.pdf) R 
package glmnet; R Development Core Team (2008). R: A language and environment for statistical computing. R 15 
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL World Wide Web en R-project.org. 
 
En el ejemplo 2 se describe un método alternativo que usa K-vecinos más próximos ponderados (WKNN) para 
clasificar una muestra de paciente como sensible a un tratamiento con anticuerpo anti-CD40. La qRT-PCR se usa para 
medir la expresión de 15 genes, UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, 20 
BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B. La reducción del tamaño tumoral de al menos el 10 % se define como sensible al 
tratamiento con anticuerpo anti-CD40. Las ponderaciones para los 15 genes se determinan usando regresión 
penalizada (GLMNET). 
 
Tal como se define en las reivindicaciones, los métodos de la invención comprenden clasificar al sujeto como sujeto 25 
sensible o no sensible usando un análisis de K-vecinos más próximos basado en el nivel de expresión de diversos 
genes marcadores de UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, 
IGF1R y CD79B en la muestra del sujeto y las muestras de referencia con clases conocidas. En algunas realizaciones, 
la clasificación del sujeto usando un análisis de K-vecinos más próximos se lleva a cabo (1) determinando el parámetro 
K (es decir, el número de vecinos más próximos); (2) calculando la diferencia entre el nivel de expresión medido de los 30 
genes marcadores en la nueva muestra que se va a clasificar y el nivel de expresión de los genes marcadores 
respectivos en cada muestra de referencia; (3) determinando las muestras de referencia más próximas seleccionado 
aquellas muestras con la menor media ponderada de las diferencias absolutas (WAAD) entre la nueva muestra y la 
muestra de referencia; y (4) determinando la clase de nueva muestra basándose en las clases conocidas de las K 
muestras de referencia más próximas. Las ponderaciones y/o el parámetro K se determinan usando validación 35 
cruzada con muestras de ensayos clínicos con clases conocidas. Por ejemplo, puede usarse validación cruzada de 5 
veces (tal como de 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces o 10 veces) hasta de N veces para minimizar el error de 
clasificación de K-vecinos más próximos, en el que N es el tamaño de las muestras. En algunas realizaciones, K es un 
número entero entre 4 y 13 (por ejemplo, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, y 13). En algunas realizaciones, las muestras de 
referencia más próximas (vecinos más próximos) son aquellas con la menor media ponderada de las diferencias 40 
absolutas (WADD) entre el nivel de expresión de la nueva muestra que se va a clasificar y el nivel de expresión de cada 
muestra de referencia para cada uno de los 15 genes marcadores UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, 
IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B. En algunas realizaciones, las ponderaciones para la 
WAAD son los valores absolutos de los coeficientes de una regresión penalizada de red elástica del encogimiento de la 
muestra tumoral de referencia en los niveles de expresión de los 15 genes marcadores. En algunas realizaciones, la 45 
magnitud de la penalización se selecciona mediante validación cruzada de 10 veces para minimizar el error de 
clasificación de WKNN. Las ponderaciones para los 15 genes pueden determinarse usando regresión penalizada 
(GLMNET). En algunas realizaciones, se usa qRT-PCR para medir los niveles de expresión de los 15 genes, UAP1, 
BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B. En algunas 
realizaciones, las K muestras de referencia más próximas contribuyen a la inversa de su WADD (es decir, 1 dividido 50 
entre la WAAD) a modo de un voto para su marcador de clase conocido, y se asigna el marcador de clase con las 
contribuciones totales mayores de la inversa de WAAD a la nueva muestra. En algunas realizaciones, se considera 
que un paciente es sensible a un tratamiento con anticuerpo anti-CD40 si el paciente tiene una reducción del tamaño 
tumoral de al menos el 10 % después del tratamiento con anticuerpo anti-CD40. La reducción del tamaño tumoral 
puede determinarse mediante la suma del producto de los diámetros (SPD). El ejemplo 2 proporciona una descripción 55 
detallada del uso del método de K-vecinos más próximos ponderado con 39 muestras de paciente de DLBCL como 
muestras de referencia. 
 
Las comparaciones y/o cálculos para predecir, evaluar o ayudar en la evaluación pueden llevarse a cabo de cualquier 
modo conveniente adecuado para el tipo de valor medido y/o valor de referencia para los marcadores génicos en 60 
cuestión. El proceso de comparación o cálculo puede ser manual o puede ser automático (tal como por una máquina, 
incluyendo una máquina informatizada). En algunas realizaciones, los niveles de expresión medidos son valores 
normalizados. Por ejemplo, puede normalizarse el nivel de expresión basándose en la ecuación de Valores de ensayo 
transformados normalizados descrita en el ejemplo 1. Tal como será evidente para los expertos en la materia, pueden 
tomarse medidas repetidas para los niveles de expresión de genes marcadores y/o genes de referencia. En algunas 65 
realizaciones, las mediciones repetidas tienen en cuenta los valores medidos. Las mediciones repetidas pueden 
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tenerse en cuenta usando la media o la mediana de los valores medidos como el "valor medido". Puede usarse análisis 
estadístico conocido en la técnica para verificar la significación de la diferencia entre los dos valores comparados. 
 
Tratamiento con anticuerpo anti-CD40 
 5 
Los genes marcadores identificados en la invención pueden usarse para la predicción, evaluación, o ayuda a la 
evaluación de la sensibilidad del linfoma de células B al tratamiento con uno o más anticuerpos anti-CD40. Los 
anticuerpos anti-CD40 pueden ser uno o más anticuerpos agonistas (es decir, que se unen y estimulan a CD40). Los 
anticuerpos estimuladores pueden ser de diferentes tipos, tales como: (1) aquellos que proporcionan una señal 
estimuladora a través de CD40 pero que no aumentan la interacción entre CD40 y CD40L (por ejemplo, el anticuerpo 10 
G28-5 y los anticuerpos derivados a partir de G28-5 descritos en la Patente de los Estados Unidos n.º 5.182.368; y el 
documento PCT WO 96/18413), o reducen la interacción entre CD40 y CD40L (por ejemplo, los anticuerpos 
HuCD40-M2 y HuCD40-M3 y los anticuerpos humanizados descritos en la Patente de los Estados Unidos n.º 
5.674.492; y (2) aquellos que proporcionan una señal estimuladora a través de CD40 y pueden aumentar la interacción 
entre CD40 y CD40L, por ejemplo, S2C6 (Francisco et al., 2000, Cancer Res. 60:3225-31) y los anticuerpos derivados 15 
a partir de S2C6. También se describen anticuerpos agonistas en la Patente de los Estados Unidos n.º 7.288.251. Los 
anticuerpos anti-CD40 pueden ser uno o más anticuerpos antagonistas (es decir, se unen a CD40 e inhiben las 
actividades inducidas por CD40L). Los ejemplos de anticuerpos antagonistas anti-CD40 incluyen el anticuerpo 
humano CHIR-12.12 descrito en la Publicación de Estados Unidos n.º 2007/0110754, y los anticuerpos anti-CD40 
descritos en el documento WO 97/31025. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CD40 comprende la secuencia 20 
de aminoácidos de cadena pesada de SEQ ID NO: 1 y la secuencia de aminoácidos de cadena ligera de SEQ ID NO: 
2. 
 
Tal como se define en las reivindicaciones, la invención proporciona además un anticuerpo anti-CD40 para su uso en 
un método de tratamiento de un sujeto que tiene un linfoma de células B después de que se haya identificado al sujeto 25 
como candidato para el tratamiento basándose en los ensayos/métodos descritos en el presente documento. Pueden 
administrarse uno o más anticuerpos anti-CD40. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CD40 se administra 
conjuntamente con otros uno o más agentes terapéuticos. Por ejemplo, el anticuerpo anti-CD40 se administra 
conjuntamente con uno o más de los siguientes agentes terapéuticos: rituximab, gemzar, e ICE. Por ejemplo, puede 
administrarse un anticuerpo anti-CD40 al paciente conjuntamente con terapia con rituximab; con rituximab más 30 
gemzar; con rituximab más ICE (ifosfamida, carboplatino, etopósido) (R-ICE); o con rituximab más quimioterapia. 
 
Tal como se usa en el presente documento, la administración "conjuntamente con" incluye la administración 
simultánea y/o la administración en distintos momentos. La administración conjuntamente con también abarca la 
administración en forma de formulación conjunta (es decir, están presentes diferentes fármacos en la misma 35 
composición) o la administración en forma de composiciones separadas, la administración con diferentes frecuencias 
o intervalos de dosificación, y la administración usando la misma ruta o diferentes rutas. 
 
Los anticuerpos anti-CD40 o sus fragmentos funcionales pueden usarse para el tratamiento de pacientes con NHL que 
no responden o que tienen una respuesta inadecuada al tratamiento con uno cualquiera de los siguientes fármacos: 40 
rituximab (Genentech); ocrelizumab (Genentech, Inc.); ibritumomab tiuxetano (Zevalin™, Biogen Idec); tositumomab 
(Bexxar™, GlaxoSmithKline); HuMAX-CD20™ (GenMab); IMMU-106 (que es un anticuerpo anti-CD20 humanizado 
también conocido como hA20 o 90Y-hLL2, Immunomedics); AME-133 (Applied Molecular Evolution/Eli Lilly); 
gentuzumab ozogamicina (Mylotarg™, un anticuerpo anti-CD33 humanizado, Wyeth/PDL); alemtuzumab (Campath™, 
un anticuerpo anti-CD52, Schering Plough/Genzyme); epratuzumab (IMMU103™, un anticuerpo anti-CD22 45 
humanizado, Immunomedics), o que tengan una recidiva después del tratamiento con estos fármacos. 
 
Las siguientes referencias describen linfomas y CLL, sus diagnósticos, tratamientos y procedimientos médicos 
estándar para medir la eficacia del tratamiento. Canellos GP, Lister, TA, Sklar JL: The Lymphomas. W.B.Saunders 
Company, Philadelphia, 1998; van Besien K y Cabanillas, F: Clinical Manifestations, Staging and Treatment of 50 
Non-Hodgkin’s Lymphoma, Cáp. 70, págs. 1293-1338, en: Hematology, Basic Principles and Practice, 3ª ed. Hoffman 
et al. (editores). Churchill Livingstone, Philadelphia, 2000; y Rai, K y Patel, D:Chronic Lymphocytic Leukemia, Cáp. 72, 
págs. 1350-1362, en: Hematology, Basic Principles and Practice, 3ª ed. Hoffman et al. (editores). Churchill Livingstone, 
Philadelphia, 2000. 
 55 
Los anticuerpos anti-CD40 para su uso en el tratamiento incluyen anticuerpos quiméricos, humanizados y humanos. 
Puede usarse en el tratamiento cualquier anticuerpo agonista o antagonista descrito en el presente documento o 
conocido en la técnica. Por ejemplo, pueden usarse los anticuerpos humanizados anti-CD40 descritos en el 
documento WO 2006/128103 para el tratamiento con anticuerpo anti-CD40, y setos anticuerpos y sus secuencias de 
aminoácidos se incorporan al presente documento por referencia. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CD40 60 
para su uso en el tratamiento descrito en el presente documento se une a CD40 (tal como CD40 humano) expresado 
en células de linfoma de células B e induce la apoptosis de las células de linfoma de células B. El anticuerpo anti-CD40 
también puede tener la característica de eliminación de células de linfoma de células B in vivo a través de funciones 
efectoras inmunitarias, tales como ADCC, CDC, y/o ADCP. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CD40 se une a 
CD40 con un valor de Kd de no más de aproximadamente 1x10-8 o no mayor de 1x10-9. En algunas realizaciones, el 65 
anticuerpo anti-CD40 se une a CD40 y estimula a CD40 (es decir, un anticuerpo agonista). En algunas realizaciones, el 
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anticuerpo anti-CD40 aumenta la unión del ligando de CD40 a CD40, por ejemplo, en al menos un 45 %, en al menos 
un 50 %, en al menos un 60 %, o en al menos un 75 %. Se divulga un método para determinar los aumentos en la unión 
del ligando de CD40 a CD40 en la Patente de los Estados Unidos n.º 6.838.261. En algunas realizaciones, el 
anticuerpo anti-CD40 es un anticuerpo humanizado derivado del anticuerpo monoclonal murino S2C6 descrito en el 
documento WO 00/75348 (incluyendo los anticuerpos proporcionados en las tablas 3 y 4 del documento WO 5 
00/75348). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CD40 comprende la secuencia de aminoácidos de cadena 
pesada mostrada en la SEQ ID NO: 1 y la secuencia de aminoácidos de cadena ligera mostrada en la SEQ ID NO: 2, 
por ejemplo, Ab.1 anti-CD40. 
 
D. Kits 10 
 
También se divulgan kits o artículos de fabricación para su uso en las aplicaciones descritas o sugeridas 
anteriormente. Dichos kits pueden comprender al menos un reactivo específico para detectar el nivel de expresión de 
un gen marcador descrito en el presente documento, y puede incluir además instrucciones para llevar a cabo un 
método descrito en el presente documento. 15 
 
Se divulgan composiciones y kits que comprenden cebadores y pares de cebadores, que permiten la amplificación 
específica de los polinucleótidos de la invención o de cualquier parte específica de los mismos, y sondas que se 
hibridan de manera selectiva o específica a moléculas de ácido nucleico de la invención o a cualquier parte de las 
mismas. Las sondas pueden marcarse con un marcador detectable, tal como, por ejemplo, un radioisótopo, un 20 
compuesto fluorescente, un compuesto bioluminiscente, un compuesto quimioluminiscente, un quelante de metales o 
una enzima. Dichas sondas y cebadores pueden usarse para detectar la presencia de polinucleótidos, tales como los 
polinucleótidos correspondientes a los genes UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, 
CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B, en una muestra y como medio para detectar células que expresan 
proteínas codificadas por los polinucleótidos correspondientes a los genes UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, 25 
LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B. Tal como entenderá el experto en la materia, 
pueden prepararse una gran cantidad de cebadores y sondas diferentes basándose en las secuencias proporcionadas 
en el presente documento y usarse de manera eficaz para amplificar, clonar y/o determinar la presencia y/o los niveles 
de los ARNm. 
 30 
En algunas realizaciones, los kits comprenden reactivos para detectar el nivel de expresión de al menos dos, al menos 
tres, al menos cinco, al menos diez, o quince genes marcadores seleccionados entre el grupo que consiste en UAP1, 
BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B. Los kits 
también pueden comprender muestras de referencia que son útiles para generar valores de referencia. Los genes 
marcadores incluyen, pero sin limitación, UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, 35 
PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B. Los reactivos para detectar el nivel de expresión de ARNm de un gen 
marcador pueden comprender al menos un par de cebadores específicos para amplificar los productos de ARNm de 
un gen marcador. En algunas realizaciones, el par de cebadores puede dirigirse al extremo 3’ de la secuencia de 
ARNm (por ejemplo, dirigirse al ARNm en el 3' UTR que normalmente se comparte con todas las variantes de 
transcrito). En algunas realizaciones, los kits pueden comprender además una superficie o sustrato (tal como una 40 
micromatriz) para las sondas de captura para la detección de los ácidos nucleicos amplificados. 
 
En algunas realizaciones, los kits comprenden al menos un par de cebadores y una sonda específica para detectar el 
nivel de expresión de un gen marcador usando qRT-PCR. Los ejemplos de conjuntos de cebadores y sondas que 
pueden usarse en la qRT-PCR se muestran en la tabla 1. Para detectar IFITM1, pueden usarse los conjuntos de 45 
cebadores y sonda mostrados en las SEQ ID NO: 27, 28 y 29, las SEQ ID NO: 60, 61, y 62, y las SEQ ID NO: 93, 94, 
y 95. Para detectar CD40, pueden usarse los conjuntos de cebadores y sonda mostrados en las SEQ ID NO: 24, 25, y 
26, las SEQ ID NO: 57, 58, y 59, las SEQ ID NO: 90, 91 y 92. Para detectar RGS13, pueden usarse los conjuntos de 
cebadores y sonda mostrados en las SEQ ID NO: 114, 115, y 116, y las SEQ ID NO: 126, 127, y 128. Para detectar 
VNN2, pueden usarse los conjuntos de cebadores y sonda mostrados en las SEQ ID NO: 30, 31, y 32, las SEQ ID NO: 50 
63, 64, y 65, y las SEQ ID NO: 96, 97, y 98. Para detectar LMO2, pueden usarse los conjuntos de cebadores y sonda 
mostrados en las SEQ ID NO: 12, 13, y 14, las SEQ ID NO: 45, 46, y 47, y las SEQ ID NO: 78, 79, y 80. Para detectar 
CD79B, pueden usarse los conjuntos de cebadores y sonda mostrados en las SEQ ID NO: 141, 142, y 143, las SEQ ID 
NO: 150, 151, y 152, y las SEQ ID NO: 159, 160, y 161. Para detectar CD22, pueden usarse los conjuntos de 
cebadores y sonda mostrados en las SEQ ID NO: 15, 16, y 17, las SEQ ID NO: 48, 49, y 50, y las SEQ ID NO: 81, 82, 55 
y 83. Para detectar BTG2, pueden usarse los conjuntos de cebadores y sonda mostrados en las SEQ ID NO: 9, 10, y 
11, las SEQ ID NO: 42, 43, y 44, y las SEQ ID NO: 75, 76, y 77. Para detectar IGF1R, pueden usarse los conjuntos de 
cebadores y sonda mostrados en las SEQ ID NO: 6, 7, y 8, las SEQ ID NO: 39, 40, y 41, y las SEQ ID NO: 72, 73, y 74. 
Para detectar CD44, pueden usarse los conjuntos de cebadores y sonda mostrados en las SEQ ID NO: 174, 175, y 
176, las SEQ ID NO: 180, 181, y 182, y las SEQ ID NO: 186, 187, y 188. Para detectar CTSC, pueden usarse los 60 
conjuntos de cebadores y sonda mostrados en las SEQ ID NO: 165, 166, y 167, las SEQ ID NO: 168, 169, y 170, y las 
SEQ ID NO: 171, 172, y 173. Para detectar EPDR1, pueden usarse los conjuntos de cebadores y sonda mostrados en 
las SEQ ID NO: 21,22, y 23, las SEQ ID NO: 54, 55, y 56, las SEQ ID NO: 87, 88, y 89, las SEQ ID NO: 129, 130, y 131, 
las SEQ ID NO: 132, 133, y 134, las SEQ ID NO: 135, 136, y 137. Para detectar UAP1, pueden usarse los conjuntos de 
cebadores y sonda mostrados en las SEQ ID NO: 138, 139, y 140, las SEQ ID NO: 147, 148, y 149, y las SEQ ID NO: 65 
156, 157, y 158. Para detectar PUS7, pueden usarse los conjuntos de cebadores y sonda mostrados en las SEQ ID 
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NO: 177, 178, y 179, las SEQ ID NO: 183, 184, y 185, y las SEQ ID NO: 189, 190, y 191. Para detectar BCL6, pueden 
usarse los conjuntos de cebadores y sonda mostrados en las SEQ ID NO: 102, 103, y 104, y las SEQ ID NO: 108, 109, 
y 110. 
 
Los reactivos para detectar el nivel de expresión de proteína de un gen marcador pueden comprender un anticuerpo 5 
que se une específicamente a la proteína codificada por el gen marcador. 
 
Los kits pueden comprender además medios de transporte que están separados en compartimentos para recibir en 
confinamiento cerrado uno o más medios de envase, tales como viales, tubos, y similares, comprendiendo cada uno 
de los medios de envase uno de los elementos separados para su uso en el método. Por ejemplo, uno de los medios 10 
de envase pueden comprender una sonda que está o puede estar marcada de manera detectable. Dicha sonda puede 
ser un anticuerpo o polinucleótido específico para un gen marcador. En los casos donde el kit utiliza hibridación de 
ácidos nucleicos para detectar el ácido nucleico diana, el kit también puede tener envases que contienen nucleótidos 
para la amplificación de la secuencia de ácido nucleico diana y/o un envase que comprende un medio indicador, tal 
como una proteína de unión a biotina, tal como avidina o estreptavidina, unida a una molécula indicadora, tal como un 15 
marcador enzimático, fluorescente o un radioisótopo. 
 
El kit comprenderá normalmente el envase descrito anteriormente y otros uno o más envases que comprenden 
materiales deseables desde el punto de vista comercial y del usuario, incluyendo tampones, diluyentes, filtros, agujas, 
jeringas, y prospectos con instrucciones de uso. Puede estar presente una etiqueta en el envase para indicar que la 20 
composición se usa para una terapia específica o una aplicación no terapéutica, y también puede indicar instrucciones 
para su uso in vivo o in vitro, tales como las descritas anteriormente. 
 
El kit puede comprender además un conjunto de instrucciones y materiales para preparar una muestra de tejido o de 
células y preparar ácidos nucleicos (tales como ARNm) a partir de la muestra. 25 
 
Se divulgan diversas composiciones adecuadas para su uso en la ejecución de los métodos de la invención, que 
pueden usarse en kits. Por ejemplo, pueden usarse superficies, tales como matrices, en dichos métodos. 
 
Se conocen bien en la técnica varias técnicas para unir ácidos nucleicos a un sustrato sólido, tal como un portaobjetos 30 
de vidrio. Un método es incorporar bases modificadas o análogos que contienen un resto que es capaz de unirse a un 
sustrato sólido, tal como un grupo amina, un derivado de un grupo amina u otro grupo con una carga positiva, en 
moléculas de ácido nucleico que se sintetizan. Entonces se pone en contacto el producto sintetizado con un sustrato 
sólido, tal como un portaobjetos de vidrio, que se recubre con un aldehído u otro grupo reactivo que formará un enlace 
covalente con el grupo reactivo que se encuentra en el producto amplificado y queda unido covalentemente al 35 
portaobjetos de vidrio. Otros métodos, tales como aquellos que usan química de superficie de aminopropil sílice, se 
conocen en la técnica, tal como se divulga en la world wide web en cmt.corning.com y cmgm.stanford.edu/pbrown1. 
 
La unión de grupos a oligonucleótidos que podrían convertirse posteriormente a grupos reactivos también es posible 
usando métodos conocidos en la técnica. Cualquier unión a los nucleótidos de los oligonucleótidos se convertirá en 40 
parte del oligonucleótido, que después podría unirse a la superficie sólida de la micromatriz. Los aminoácidos 
amplificados pueden modificarse adicionalmente, tal como mediante la escisión en fragmentos o mediante la unión de 
marcadores detectables, antes de o después de la unión al sustrato sólido, según sea necesario o se permita por las 
técnicas usadas. 
 45 
Lo siguiente son ejemplos de los métodos y composiciones de la invención. Se entiende que pueden ponerse en 
práctica otras varias realizaciones, dada la descripción general proporcionada anteriormente. 
 
Ejemplos 
 50 
Ejemplo 1. Identificación de marcadores asociados con la sensibilidad al tratamiento con Ab.1 anti-CD40 en 
ensayos clínicos 
 
Ensayo clínico 001 (Fase II) 
 55 
Un estudio sin enmascaramiento, multicéntrico de fase II para determinar la tasa de respuesta general y el perfil de 
toxicidad de Ab.1 anti-CD40 en pacientes con DLBCL recidivante. Las muestras tumorales se evaluaron por un 
laboratorio central para la confirmación patológica y la expresión de CD40. Los pacientes elegibles tenían DLBCL de 
novo o transformado en el momento del diagnóstico y se excluyeron en caso de que hubiese antecedentes de linfoma 
indolente. La terapia previa requerida consistía en quimioterapia combinada con rituximab y, en caso de que sea 60 
adecuado, trasplante de células madre autólogas. Los pacientes reciben 6 infusiones IV de Ab.1 anti-CD40 durante 5 
semanas (ciclo 1) con dosis de carga intra-paciente (1 mg/kg en el día 1; 2 mg/kg en el día 4; 4 mg/kg en el día 8) y 8 
mg/kg/semana posteriormente. Los pacientes que responden y aquellos con SD (enfermedad estable) fueron elegibles 
para continuar la terapia hasta la progresión de la enfermedad o hasta un máximo de 12 ciclos. Se extrajeron tejidos 
tumorales de los pacientes antes de recibir el tratamiento con Ab.1 anti-CD40. Por ejemplo, se tomaron muestras como 65 
parte rutinaria del diagnóstico del linfoma. 
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El Ab.1 anti-CD40 es un anticuerpo IgG1 monoclonal humanizado contra CD40. Se produce en y se secreta por una 
línea celular de ovario de hámster chino (CHO) modificada genéticamente. El Ab.1 anti-CD40 tiene la siguiente 
secuencia de aminoácidos: 
 

Cadena pesada (SEQ ID NO: 1). El resto en cursiva y subrayado ASN 294 identifica la localización del resto de 5 
carbohidrato. 

 

 
 
Cadena ligera (SEQ ID NO: 2). 10 

 
 
Ensayo clínico 002 (Fase I) 
 
Se llevó a cabo un estudio de fase I multidosis en múltiples instituciones para evaluar la seguridad, propiedades 15 
farmacocinéticas, inmunogenicidad y actividad antitumoral de Ab.1 anti-CD40 por vía intravenosa en pacientes con 
NHL recidivante. Se reclutaron para este estudio pacientes con múltiples subtipos histológicos de NHL, incluyendo 
linfoma difuso de células B grandes (DLBCL; 14), folicular (FCL; 9), de células del manto (MCL; 9), de zona marginal 
(MZL; 2) y linfocítico de células pequeñas (SLL; 1). Se trató a los pacientes con una pauta de dosis de carga: 1 mg/kg 
de Ab.1 anti-CD40 en el día 1 y el día 4 y posterior escalada de la dosis intra.paciente durante las semanas 2-5 hasta 20 
una dosis máxima de 3, 4, 6, u 8 mg/kg en cuatro cohortes. Posteriormente, se ensayó una pauta de dosis de carga 
rápida en una cohorte (aumento del 40 % en el Ab.1 anti-CD40 total administrado durante el ciclo 1). Los pacientes que 
responden o aquellos con enfermedad estable fueron elegibles para un segundo ciclo, que consistía en cuatro 
infusiones semanales consecutivas a la dosis máxima específica de cohorte de Ab.1 anti-CD40. Ocho pacientes con 
DLBCL completaron el ciclo 1 y recibieron una dosis máxima de al menos 3 mg/kg de Ab.1 anti-CD40 con una tasa de 25 
respuesta objetiva del 37,5 % (es decir, 1 CR y 2 PR) y 2 SD. Se observaron respuestas objetivas adicionales en un 
paciente con MCL (CR) y un paciente con MZL (PR). La mediana de la duración de la respuesta para estos 5 pacientes 
no se ha alcanzado (intervalo de 8-37 semanas). Se extrajeron tejidos tumorales de los pacientes antes de recibir el 
tratamiento con Ab.1 anti-Cd40. Por ejemplo, se tomaron muestras como parte rutinaria del diagnóstico del linfoma. 
 30 
Preparación de muestras clínicas y qRT-PCR 
 
Se obtuvieron tejidos tumorales de archivo fijados en formalina e incluidos en parafina (FFPE) de los ensayos clínicos 
de Fase I y de Fase II descritos anteriormente de los centros de investigación clínica con la aprobación apropiada del 
IRB y consentimiento por parte del paciente. Se montaron secciones de 4-6 micrómetros procedentes del tejido 35 
tumoral sobre portaobjetos de vidrio y se sometió un portaobjetos para cada caso a tinción de H&E usando un 
protocolo de laboratorio de patología convencional. Un patólogo certificado por la junta marcó el portaobjetos de H&E 
respecto del contenido tumoral y se usó como guía para macrodiseccionar el resto de la región que contenía tumor 
para la extracción de ARN usando el kit de aislamiento de ácidos nucleicos totales Ambion RecoverAll™ para tejidos 
FFPE (n.º de Cat. AM1975; Applied Biosystems/Ambion, Austin, TX). 40 
 
Se retrotranscribieron un total de 450 ng de ARN en un volumen total de reactivo de 20 ul usando el kit de síntesis de 
retrotranscripción de ADNc de alta capacidad de Applied Biosystems (n.º de Cat. 4368814; Applied Biosystems, Foster 
City, CA). Se siguieron las recomendaciones del fabricante salvo por una reacción de RT acortada de 60min a 37 °C. 
Se mezclaron 5 ng de producto de ADNc equivalente de ARN total (asumiendo una eficacia de síntesis de ADNc del 45 
100 %) con Universal Master Mix 2X de Applied Biosystems (sin UNG) en un volumen de 15 ul para cada pocillo de 
ensayo de PCR. Todas las amplificaciones se realizaron por triplicado en placas de 384 pocillos usando un 
procedimiento de amplificación PCR en 2 etapas (95 °C, 15 segundos, 60 °C, 1 min). Las reacciones se llevaron a cabo 
hasta 40 ciclos en un sistema de PCR en tiempo real validado ABI 7900. Las secuencias de los cebadores y sondas 
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usados se muestran en la tabla 1 
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Procesamiento de datos 
 
Se preprocesaron los resultados en bruto de la qRT-PCR de acuerdo con la descripción a continuación en 
Normalización, transformación, e imputación y se calculó el índice de sensibilidad tal como se ha descrito en Índice y 
clasificador de sensibilidad. Se usaron las correlaciones de rango de Spearman para correlacionar estimaciones y los 5 
correspondientes valores de P. Para el Índice de sensibilidad multivariable, se seleccionaron las sondas y se estimaron 
los coeficientes usando la regresión penalizada de mezcla neta elástica de lazo (L1) y cresta (L2), como se describe en 
Zhou et al., Statist. Soc. B. 67:301-320, 2005 e implementado por Friedman, Hastie y Tibshirani, Regularization Paths 
for Generalized Linear Models via Coordinate Descent. Technical Report, Dept. of Statistics, Stanford University en 
www-stat.stanford.edu/~hastie/Papers/glmnet.pdf. Las pruebas de X2 se usaron para probar asociaciones entre 10 
variables categóricas. 
 
Normalización, transformación e imputación 
 
Lo siguiente son definiciones para datos de ensayo y modelar parámetros: 15 
 
Definiciones 
 
Datos de ensayo 
 20 

ℓ = un conjunto de muestras de referencia (por ejemplo, líneas celulares de NHL) 

Nℓ = tamaño de la muestra 
p = número de sonda (sin incluir las normalizadoras) 

 = tamaño de la muestra detectado para la sonda j 

 = tamaño de la muestra no detectado para la sonda j 25 

 = valor de ensayo en bruto para la muestra i, sonda j 

 = número de valores normalizadores detectados para la muestra i 

 = valor normalizador detectado para la muestra i, sonda j 
 
Parámetros del modelo 30 
 

 = conjunto de media de ℓ del Iog2 de los valores de ensayo detectados para la sonda j (no normalizada) 

 = conjunto de desviación estándar de ℓ del Iog2 de los valores de ensayo detectados para la sonda j 

= conjunto de número de ℓ de desviaciones estándar por encima de la media 
 35 
Para un conjunto de muestras de referencia, tales como las usadas para ajustar los coeficientes del índice y los cortes 
del clasificador, los parámetros de media y desviación estándar del modelo se calculan usando el conjunto de datos de 
referencia (hágase referencia a las fórmulas para el Conjunto de parámetros de referencia del modelo a continuación). 
Para nuevas muestras, por ejemplo, una sola muestra nueva para la que se van a calcular el índice y la clase, los 
parámetros del modelo deben extraerse de un conjunto de referencia, ℓ, que se selecciona para que sea el más 40 
representativo de la población de la que se extrae la nueva muestra. Por ejemplo, puede mantenerse un conjunto 
clínico de referencia para cada indicación y línea de terapia en el que se usa el ensayo. Las fórmulas para calcular los 
parámetros del conjunto de modelo de referencia y los valores de ensayo transformados, normalizados se muestran a 
continuación. 
 45 
Fórmulas 
 
Parámetros del conjunto de modelo de referencia 
 
Valores intermedios 50 
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Parámetros del modelo 
 

 

 
 5 

 
Valores de ensayo transformados, normalizados 
 
Valores intermedios 
 10 

 
 
Valores de ensayo transformados, normalizados e introducidos 
 

 15 
 

La matriz de valores completada de Nℓ X p,  se introduce en el índice de sensibilidad y los 

cálculos del clasificador. 
 
Índice de sensibilidad y clasificador 20 
 
Lo siguiente son definiciones para datos de ensayo y modelar parámetros: 
 
Definiciones 
 25 
Datos de ensayo 
 
ℓ = un conjunto de muestras de referencia (por ejemplo, líneas celulares de NHL) 
Nℓ = tamaño de la muestra 
p = número de pares de sondas 30 
Xij = valor de ensayo transformado y normalizado para la muestra i, sonda j 
Xij’ = como en el caso anterior con j’ el par de sonda anti-correlacionado para la sonda j 
 
Parámetros del modelo 
 35 
βℓj = conjunto de coeficiente de ℓ para la sonda j 

 = conjunto de media de ℓ de los valores de ensayo normalizados y transformados para la sonda j 

  = conjunto de media de ℓ de los valores de ensayo normalizados y transformados para la sonda j 
Cℓ = punto de corte de la clasificación 
 40 
Las fórmulas para calcular los conjuntos de parámetros del modelo y el índice de sensibilidad y el clasificador se 
muestran a continuación. 
 
Fórmulas 
 45 
Parámetros del conjunto de modelo de referencia 
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Medias y desviaciones estándar de la sonda 

 
 

Índice y clasificador 5 
 
Índice de sensibilidad 

 
 
Clase de sensibilidad 10 
 

 
 
Resultados del Ensayo Clínico 001 
 15 
La tabla 2 a continuación proporciona un resumen de muestra de los especímenes ensayados y las muestras clínicas 
del Ensayo Clínico 001. Se remitieron veintinueve especímenes de tumor FFPE archivados de 24 pacientes con 
DLBCL para su procesamiento mediante qRT-PCR. Tres pacientes tenían múltiples especímenes y los 24 pacientes 
tenían resultados de qRT-PCR usables para al menos un espécimen. De estos 24, 21 tuvieron mediciones de la suma 
del producto de diámetros (SPD) comunicados tanto inicialmente y al menos una vez después de la visita inicial. 20 
 

Tabla 2: Recuento de muestras del Ensayo Clínico 001 
Ensayo diagnóstico Base de datos clínica 
Especímenes FFPE archivados 29 

Análisis del tamaño de la muestra 
(disponible tanto 

qRT-PCR como SPD) 

  
n.º de pacientes (3 con múltiples 
especímenes) 

24   

Especímenes reportados para qRT-PCR 27   
Resultados de qRT-PCR usables (1 
insuficiente) 

26 46 
Pacientes en la base de 
datos clínica 

qRT-PCR para pacientes únicos (2 pares 
de especímenes de pacientes 
promediados juntos) 

24 21 39 
Reportado cambio 
respecto del inicial de 
SPD 

 
La tabla 3 resume las correlaciones de la clasificación de Spearman por pares entre los genes principales y pares que 
contribuyen al índice de sensibilidad. Basándose en las muestras de desarrollo de la línea celular, debería esperarse 25 
que los genes con baja expresión en grupos particulares de pacientes tengan una expresión relativamente elevada del 
par correspondiente, de media, posibilitando la autonormalización y la interpretación del Índice de sensibilidad como 
una relación de vías de expresión de reguladas positivamente a negativamente (es decir, en una escala logarítmica de 
base 2). La magnitud de las correlaciones entre pares en la primera muestra clínica es estadísticamente significativa y 
destacablemente de alto rendimiento, siendo la estimación de correlación mínima de -0,67 (P = 0,0004). Estas pruebas 30 
por si mismas constituyen una confirmación independiente de que los ensayos se dirigen a secuencias expresadas en 
muestras de tumor de esta población clínica in vitro y de que el ensayo detecta la expresión en las muestras de tejido 
FFPE archivadas. 
 

Tabla 3: Anti-correlaciones génicas principales y de pares (N = 21) 35 
Gen principal* Vínculo del locus Gen de correlación Par 
IFITM1 8519 -0.85 BTG2 
CD40 958 -0.84 IGF1R 
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RGS13 6003 -0,70 CD44 
VNN2 8875 -0,87 CTSC 
LMO2 4005 -0,67 EPDR1 
CD79B 974 -0,75 UAP1 
CD22 933 -0,83 PUS7 
*CD40, RGS13, VNN2, LMO2, CD22, BTG2, y UAP1 son genes con mayor expresión en líneas celulares 
sensibles. 

 
La tabla 4 resume las asociaciones entre las mediciones para cada sonda individualmente y la reducción mayor (o 
menor aumento) en el SPD del tumor después del inicial. Ya que los rangos de correlación se basan en la diferencia (o 
proporción) de las mediciones después de las iniciales con las iniciales, las correlaciones positivas significan que se 
asocia una mayor expresión de la sonda con aumentos de tumores, de media; y las correlaciones negativas significan 5 
que una mayor expresión de la sonda se asocia con reducciones tumorales, de media. De manera notable, todos los 
pares de sonda Principal-par tienen asociaciones en direcciones opuestas con SPD. Los valores de P son coherentes 
con una tendencia prometedora en esta muestra. Todos los valores de P son menores de 0,5 (se espera un 50 % 
cuando no hay una auténtica asociación). Todos los intervalos se calculan como bootstrap de intervalos de confianza 
del percentil 95o, basándose en 5.000 replicados muestreados con reemplazo a partir de la muestra de paciente de 10 
DLBCL, N = 21. Habrá disponibles intervalos más estrechos a medida que aumente el tamaño de la muestra. Ya que 
no se requirió la construcción o comprobación del modelo para producir estos resultados, estos comprenden una 
tendencia robusta, que confirma que estas mediciones de sondas de qRT-PCR se asocian, en general, con la 
reducción en el SPD tumoral en pacientes tratados con Ab.1 anti-CD40. 
 15 

Tabla 4: Asociaciones entre SPD y mediciones de sonda individuales (N = 21) 
Gen principal Rho. P Intervalo Par de gen Rho. P Intervalo 

IFITM1 +0,29 0,20 (-0,13,0,68) BTG2 -0,27 0,23 (-0,70,0,19) 
CD40 -0,16 0,49 (-0,58, 0,30) IGF1R +0,33 0,15 (-0,17, 0,73) 

RGS13 -0,32 0,16 (-0,66, 0,13) CD44 +0,34 0,14 (-0,11,0,70) 
VNN2 -0,26 0,26 (-0,67, 0,21) CTSC +0,31 0,17 (-0,17, 0,68) 
LMO2 -0,25 0,27 (-0,69, 0,25) EPDR1 +0,27 0,23 (-0,22, 0,67) 
CD79B +0,22 0,34 (-0,22, 0,61) UAP1 -0,22 0,35 (-0,59, 0,22) 
CD22 -0,25 0,28 (-0,66, 0,21) PUS7 +0,20 0,39 (-0,26, 0,66) 

 
El índice de sensibilidad multivariable es una media ponderada de las sondas en las tablas 3 y 4. Ya que no se 
esperaba que las ponderaciones en las líneas celulares reflejasen las ponderaciones óptimas en los especímenes de 
tumores de pacientes, las ponderaciones en las líneas celulares se restringieron a 1 y -1, con la media firmada 20 
ponderada por igual, donde los signos correspondían a la asociación entre cada sonda y la resistencia a Ab.1 
anti-CD40 mediante la CI25 en las líneas celulares. Para las poblaciones clínicas, se requieren nuevas ponderaciones. 
Como el análisis preliminar se basa únicamente en 21 muestras, los presentes inventores optaron por usar un 
procedimiento de regresión penalizado multivariable para seleccionar y estimar las ponderaciones para las 8 mejores 
de las 14 sondas. Estas ponderaciones (coeficientes) se muestran en la tabla 5, y la asociación entre el índice de 25 
sensibilidad resultante y el cambio del SPD respecto del inicial se ilustran en la figura 2. Los mayores valores del índice 
de sensibilidad multivariable se asocian con reducciones de SPD después del inicio (Rho de Sperman = -0,58, P = 
0,006). Todos los intervalos en las tablas 4, 5, y 6 se calcularon como bootstrap de intervalos de confianza del percentil 
95º, basándose en 5.000 replicados muestreados con reemplazo a partir de la muestra de paciente de DLBCL, N = 21. 
Habrá disponibles intervalos más estrechos a medida que aumente el tamaño de la muestra. 30 

 
Tabla 5: Ponderaciones para el índice de sensibilidad multivariable (N = 21) 
Gen principal Coef. Intervalo Par de gen Coef. Intervalo 

IFITM1 -0,08 (-11,7, 3,7) BTG2 -0,62 (-11,6, 0,0) 
CD40 0 (-9,5, 8,2) IGF1R 0 (-9,0, 5,6) 

RGS13 + 1,13 (-1,9, 8,0) CD44 -3,39 (-11,9, 0,0) 
VNN2 0 (-4,1, 4,1) CTSC 0 (-8,8, 2,1) 
LMO2 0 (-8,5, 2,1) EPDR1 -0,74 (-4,7, 3,6) 
CD79B +0,04 (-3,2, 9,0) UAP1 -2,45 (-15,1, 0,0) 
CD22 +0,63 (-0,0, 12,7) PUS7 0 (-7,7, 7,3) 

 
Usando 26 muestras del Ensayo Clínico 001, los intervalos para µj y σj obtenidos son como se muestran en la tabla 6. 
 35 

Tabla 6: intervalos de µj y σj basándose en datos del Ensayo Clínico 001 
µj IFITM1 LMO2 CD40 VNN2 IGF1R BTG2 CD22 BCL6 
inferior -4,89 -5,09 -5,09 -5,10 -5,12 -5,02 -5,03 -5,07 
superior -4,79 -5,00 -5,02 -5,02 -5,06 -4,92 -4,93 -4,99 
µj RGS13 EPDR1 CD79B UAP1 CTSC CD44 PUS7  
inferior -5,14 -5,19 -5,10 -5,26 -5,04 -4,97 -5,24  
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superior -5,00 -5,12 -5,04 -5,18 -4,95 -4,87 -5,16  
         
σj IFITM1 LMO2 CD40 VNN2 IGF1R BTG2 CD22 BCL6 
inferior 0,10 0,09 0,07 0,08 0,06 0,09 0,09 0,08 
j IFITM1 LMO2 CD40 VNN2 IGF1R BTG2 CD22 BCL6 
superior 0,17 0,14 0,12 0,13 0,10 0,15 0,14 0,12 
         
σj RGS13 EPDR1 CD79B UAP1 CTSC CD44 PUS7  
inferior 0,14 0,07 0,06 0,08 0,09 0,09 0,08  
superior 0,22 0,11 0,10 0,12 0,14 0,16 0,12  

 
Resultados del Ensayo Clínico 002 
 
Los resultados en bruto de la qRT-PCR se generaron satisfactoriamente para 10 pacientes con especímenes de 
archivo. Para esos 10 pacientes, se muestran el diagnóstico, grupo de tratamiento, índice de sensibilidad multivariable 5 
y cambio del SPD respecto del inicial en la tabla 7. Las ponderaciones del índice de sensibilidad multivariable se 
extrajeron de 21 pacientes del Ensayo Clínico 001 (tabla 5), de tal forma que estos pacientes constituyen un conjunto 
de validación muy pequeño. 2 de 4 pacientes con un índice de sensibilidad ≥ 0 mostraron cierta reducción del tumor 
después de la exposición a Ab.1 anti-CD40 y 4 de 6 pacientes con un índice de sensibilidad < 0 mostraron aumento 
tumoral o una mejor respuesta de PD (el SPD no estaba disponible para 2 pacientes, pero había disponible un 10 
resultado de mejor respuesta clínica para este paciente). 
 

Tabla 7. Resumen del diagnóstico, grupo de tratamiento, índice de sensibilidad multivariable, respuesta clínica y 
cambio de SPD para 6 pacientes en el Ensayo Clínico 002. 

 15 

Muestras Dx. 
Grupo de 

tratamiento 
Índice de 

sensibilidad 
Mejor respuesta 

Cambio porcentual 
de SPD 

066-0001 MCL Pre-2 +0,01 PD +72,48 
066-0015 MCL V -0,87 PD +64,07 
066-0009 DLBCL III + 1,06 PR -78,02 
066-0006 DLBCL I -2,31 PR -66,44 
066-0011 LBCL de células T IV -0,46 SD (PR) -10,34 
066-0005 DLBCL I -2,99 PD + 1.208,94 
066-0013 MCL IV -3,67 PD +94,59 
066-0019 DLBCL V +0,15 SD -32,64 
066-0004 DLBCL I -0,46 PD ? 
066-0002 DLBCL Pre-2 +0,99 PD ? 

 
BCL6. El ensayo de qRT-PCR contiene una 15ª sonda para el gen de BCL6. Aunque no se usa actualmente en el 
índice de sensibilidad multivariable, se identificó previamente como un predictor potencial de la respuesta a Ab.1 
anti-CD40. Tal como se muestra en la figura 3, aunque no está asociado significativamente con el cambio del SPD en 
la muestra de paciente combinada de DLBCL (P = 0,25, N=26), BCL6 tiende a ser menor en aquellos con aumentos 20 
tumorales (Rho = -0,23). 
 
Ejemplo 2. Uso de 15 marcadores génicos para determinar la sensibilidad de pacientes de DLBCL al 
tratamiento con Ab.1 anti-CD40 
 25 
Usando muestras de pacientes de DLBCL de ensayos clínicos de Fase I (11 muestras) y de Fase II (28 muestras) 
descritos en el ejemplo 1, se desarrolló un clasificador basado en la qRT-PCR para una reducción del tamaño tumoral 
de al menos el 10 %, definida en el presente documento como sensible a Ab.1 anti-CD40, usando K-vecinos más 
próximos ponderados (KNN), con ponderaciones para los 15 marcadores (UAP1, BTG2, CD40, VNN2, RGS13, CD22, 
LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B) determinadas usando regresión penalizada 30 
(GLMNET). Los parámetros del modelo se determinaron mediante validación cruzada y se calcularon valores de p 
robustos mediante pruebas de permutación. 
 
Usando K-vecinos más próximos ponderados (WKNN), se asignó una clase para una nueva muestra usando las 
clases conocidas de las K muestras de referencia más próximas, donde K es un número entero entre 4 y 13. Las 35 
muestras de referencia más próximas (vecinos más próximos) son aquellas con la menor media ponderada de las 
diferencias absolutas (WAAD) entre cada una de las 15 mediciones de sonda para UAP1, BTG2, CD40, VNN2, 
RGS13, CD22, LMO2, IFITM1, CTSC, CD44, PUS7, BCL6, EPDR1, IGF1R y CD79B, en donde las diferencias son 
entre las mediciones de la sonda de la nueva muestra que se va a clasificar y aquellas de cada muestra de referencia. 
Las ponderaciones para la WAAD son los valores absolutos de los coeficientes de una regresión penalizada de red 40 
elástica del encogimiento de la muestra tumoral de referencia en las 15 mediciones de la sonda. La magnitud de la 
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penalización se selecciona mediante validación cruzada de 10 veces para minimizar el error de clasificación de WKNN. 
La K óptima se determinó como 5 en la validación cruzada 10 veces en el conjunto de datos de entrenamiento. Nótese 
que la ponderación para algunas mediciones de la sonda pueden ser 0 (cero), de tal forma que no todas las 
mediciones de la sonda contribuyen necesariamente a la clasificación, y las contribuciones relativas depende de las 
mediciones de la sonda de la muestra de referencia y de sus clases conocidas. Para determinar la clase predicha de 5 
una nueva muestra, las K muestras de referencia más próximas contribuyen con la inversa de su WAAD (es decir, 1 
dividido entre la WAAD) en forma de un voto para sus marcadores de clase conocidos. Se asigna el marcador de clase 
con las contribuciones totales mayores de la inversa de WAAD a la nueva muestra. Una clase anterior se pondera 
entre 0 y 1, pudiendo usarse las ponderaciones de todas las clases que suman hasta 1 (uno) como multiplicador de las 
contribuciones de la inversa de WAAD normalizada para aumentar o reducir la proporción de nuevas muestras 10 
clasificadas en cada clase. Se obtuvieron resultados similares usando KNN no ponderados. 
 
Se llevó a cabo la qRT-PCR para todos los 15 genes usando cebadores y sondas descritas en el ejemplo 1 para las 
muestras de pacientes. Para una muestra específica de 39 pacientes de DLBCL, se determinaron las ponderaciones 
para cada uno de los 15 genes marcadores (tabla 8). 15 

 
Tabla 8. Ponderaciones para los genes marcadores 

BCL6 IFITM1 CD40 RGS13 VNN2 LMO2 CD79B 
1,98010348 1,75845322 0,00000000 0,00000000 0,00000000 0,00000000 0,00000000 
 
CD22 BTG2 IGF1R CD44 CTSC EPDR1 UAP1 
0,05014746 0,00000000 0,35155187 5,33314459 0,00000000 1,55417748 7,13145292 
 
PUS7       
0,00000000       

 
Basándose en el método descrito anteriormente, se determinó una muestra de 39 pacientes como Dx negativo (que no 
responde al tratamiento con Ab.1 anti-CD40) o Dx positivo (una reducción tumoral de al menos el 10 % en respuesta al 20 
tratamiento con Ab.1 anti-CD40). Los datos mostrados en la figura 4 indican que la precisión general para predecir la 
sensibilidad al tratamiento con Ab.1 anti-CD40 es del 79,5 % (P = 0,004). Veintiuno de los 24 pacientes con firma 
negativa (88 %) mostraron una reducción tumoral no medible en respuesta al tratamiento con Ab.1 anti-CD40. Diez de 
los 15 pacientes con firma positiva (67 %) mostraron una reducción tumoral significativa en respuesta al tratamiento 
con Ab.1 anti-CD40. Además, tal como se muestra en la figura 5, los pacientes Dx positivos tenían una supervivencia 25 
libre de progresión aumentada. Esto es coherente con la reducción tumoral observada. La supervivencia libre de 
progresión (PFS) de los pacientes con firma positiva (con predicción de respuesta) se prolongó significativamente en 
comparación con los pacientes de firma negativa, con una mediana de PFS de 169 días frente a 40 días, 
respectivamente (p = 0,001). Estos datos indican que una firma tumoral de 15 genes de DLBCL mediante qRT-PCR 
fue eficaz para predecir los resultados después de la estimulación de la vía de CD40 con Ab.1 anti-CD40. 30 
 
Aunque la invención anterior se ha descrito con cierto detalle a modo de ilustración y ejemplo para propósitos de 
claridad de comprensión, las descripciones y ejemplos no deben entenderse como limitantes del alcance de la 
invención. 

35 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Un método para predecir la sensibilidad de un sujeto que tiene linfoma de células B a un tratamiento con anticuerpo 
anti-CD40, que comprende las etapas de: 
 5 

(a) medir el nivel de expresión de los genes marcadores BCL6, IFITM1, CD40, RGS13, VNN2, LMO2, CD79B, 
CD22, BTG2, IGF1R, CD44, CTSC, EPDR1, UAP1 y PUS7 en una muestra que comprende células de linfoma de 
células B obtenidas de dicho sujeto; 
(b) clasificar al sujeto como un sujeto sensible o no sensible usando un análisis de K-vecinos más próximos basado 
en el nivel de expresión de dichos genes marcadores en la muestra del sujeto y muestras de referencia con clases 10 
conocidas. 

 
2. El método de la reivindicación 1, en el que la clasificación usa un análisis de K-vecinos más próximos ponderado. 
 
3. El método de la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en el que se normaliza el nivel de expresión medido. 15 
 
4. El método de cualquier reivindicación anterior, en el que las muestras de referencia son muestras que comprenden 
células de linfoma B obtenidas de sujetos cuya sensibilidad al tratamiento con anticuerpo anti-CD40 se ha: 
 

(i) ensayado; o 20 
(ii) predicho. 
 

5. El método de cualquier reivindicación anterior, en el que la clasificación del sujeto en la etapa (b) se lleva a cabo (1) 
determinando el parámetro K; (2) calculando la diferencia entre el nivel de expresión medido de los genes marcadores 
en la muestra del sujeto y el nivel de expresión de los genes marcadores respectivos en cada muestra de referencia; 25 
(3) determinando las muestras de referencia más próximas seleccionando aquellas muestras con la menor media 
ponderada de las diferencias absolutas (WAAD) entre la muestra del sujeto y la muestra de referencia; y (4) 
determinando la clase de sujeto basándose en las clases conocidos de las K-muestras de referencias más próximas. 
 
6. El método de la reivindicación 5, en el que el parámetro K es 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 o 13 en el análisis de 30 
K-vecinos más próximos. 
 
7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que dicho tratamiento con anticuerpo anti-CD40 es un 
tratamiento con un anticuerpo anti-CD40 agonista. 
 35 
8. El método de la reivindicación 7, en el que el anticuerpo agonista anti-CD40: 
 

(i) estimula a CD40 y potencia la interacción entre CD40 y el ligando de CD40; o 
(ii) comprende la secuencia de aminoácidos de cadena pesada mostrada en la SEQ ID NO: 1 y la secuencia de 
aminoácidos de cadena ligera mostrada en la SEQ ID NO: 2; o 40 
(iii) estimula a CD40 y no potencia o inhibe la interacción entre CD40 y el ligando de CD40. 

 
9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que dicho linfoma de células B es: 
 

(i) linfoma difuso de células B grandes (DLBCL); o 45 
(ii) linfoma no de Hodgkin, siendo dicho linfoma no de Hodgkin opcionalmente linfoma folicular, linfoma de células 
del manto, linfoma de la zona marginal o linfoma linfocítico de células pequeñas. 

 
10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que la muestra es una muestra de biopsia fijada en 
formalina e incluida en parafina. 50 
 
11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que se mide el nivel de expresión de uno o más 
genes marcadores mediante el nivel de un transcrito de ARN de los uno o más genes marcadores, en el que el 
transcrito de ARN se mide opcionalmente mediante: 
 55 

(i) qRT-PCR; o 
(ii) micromatriz. 
 

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que se mide el nivel de expresión de uno o más 
genes marcadores mediante el nivel de expresión de proteínas de los uno o más genes marcadores. 60 
 
13. Un anticuerpo anti-CD40 para su uso en un método de tratamiento para el linfoma de células B, comprendiendo el 
método administrar el anticuerpo a un sujeto para el que se ha predicho la sensibilidad mediante el método de acuerdo 
con cualquier reivindicación anterior. 
 65 
14. El anticuerpo anti-CD40 para su uso de acuerdo con la reivindicación 13, que es un anticuerpo anti-CD40 agonista. 
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VNN2 

 

LOCUS NM_004665 2034 pb ARNm lineal PRI 03-SEP-2007 
DEFINICIÓN Vanina 2 (VNN2) de Homo sapiens, variante de transcrito 

1, ARNm 
REFERENCIA NM_004665 
VERSIÓN NM_004665.2 GI:17865813 

 

 

Figura 1-1 
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RGS13 

 

LOCUS NM_002927 1498 pb ARNm lineal PRI 24-AGO-2007 
DEFINICIÓN Regulador de la señalización de proteína G 13 (RGS13) de 

Homo sapiens, variante de transcrito 1, ARNm. 
REFERENCIA NM_002927 
VERSIÓN NM_002927.3 GI:21464137 
PAL. CLAVE  
FUENTE Homo sapiens (humano) 

 

ORIGEN 

 

 

Figura 1-2 
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CD22 

 

LOCUS NM_001771 3260 pb ARNm lineal PRI 03-SEP-2007 
DEFINICIÓN Molécula CD22 (CD22) de Homo sapiens, ARNm. 
REFERENCIA NM_001771 
VERSIÓN NM_001771.1 GI:4502650 
PAL. CLAVE  
FUENTE Homo sapiens (humano) 

 

ORIGEN 

 

 

Figura 1-3 
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Figura 1-4 
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CD40 

 

LOCUS NM_001250 1616 pb ARNm lineal PRI 30-SEP-2007 
DEFINICIÓN Molécula CD40 de Homo sapiens, miembro 5 de la 

superfamilia de receptor de TNF (CD40), variante de 
transcrito 1, ARNm 

REFERENCIA NM_001250 
VERSIÓN NM_001250.4 GI:91105420 
PAL. CLAVE  
FUENTE Homo sapiens (humano) 

 

ORIGEN 

 

 

Figura 1-5 
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IFITM1 

 

LOCUS NM_003641 733 pb ARNm lineal PRI 03-SEP-2007 
DEFINICIÓN Proteína 1 transmembrana inducida por interferón (9-27) 

(IFITM1)  
de Homo sapiens, ARNm. 

REFERENCIA NM_003641 
VERSIÓN NM_003641.3 GI:150010588 
PAL. CLAVE  
FUENTE Homo sapiens (humano) 

 

ORIGEN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1-6 
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BCL6 

 

LOCUS NM_001706 3537 pb ARNm lineal PRI 30-SEP-2007 
DEFINICIÓN CLL de células B/linfoma 6 de Homo sapiens (proteína 

de dedo de zinc 51) (BCL6), variante de transcrito 1, 
ARNm. 

REFERENCIA NM_001706 
VERSIÓN NM_001706.2 GI:21040323 
PAL. CLAVE  
FUENTE Homo sapiens (humano) 

 

ORIGEN 

 

Figura 1-7 
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Figura 1-8 
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EPDR1 

 

LOCUS NM_017549 2613 pb ARNm lineal PRI 26-JUN-2007 
DEFINICIÓN Proteína 1 relacionada con ependimina (pez cebra) 

(EPDR1) de Homo sapiens, ARNm. 
REFERENCIA NM_017549 
VERSIÓN NM_017549.3 GI:116008437 
PAL. CLAVE  
FUENTE Homo sapiens (humano) 

 

ORIGEN 

 

 

Figura 1-9 
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IGF1R 

 

LOCUS NM_000875 11242 pb ARNm lineal PRI 22-OCT-2007 
DEFINICIÓN Receptor de factor de crecimiento insulínico 1 (IGF1R) 

de Homo sapiens, ARNm. 
REFERENCIA NM_000875 NM_015883 
VERSIÓN NM_000875.3 GI:119220593 
PAL. CLAVE  
FUENTE Homo sapiens (humano) 

 
ORIGEN 

 

Figura 1-10 
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Figura 1-11 
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Figura 1-12 
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Figura 1-13 
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BTG2 

 

LOCUS NM_006763 2718 pb ARNm lineal PRI 25-SEP-2007 
DEFINICIÓN Familia de BTG de Homo sapiens, miembro 2 (BTG2), ARNm. 
REFERENCIA NM_006763 
VERSIÓN NM_006763.2 GI:28872718 
PAL. CLAVE  
FUENTE Homo sapiens (humano) 
 

ORIGEN 

 

Figura 1-14 
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Figura 1-15 
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LMO2 

 

LOCUS NM_005574 2304 pb ARNm lineal PRI 30-SEP-2007 
DEFINICIÓN Solo dominio 2 de LIM (similar a rombotina 1) (LMO2) de 

Homo sapiens, ARNm. 
REFERENCIA NM_005574 
VERSIÓN NM_005574.2 GI:6633806 
PAL. CLAVE  
FUENTE Homo sapiens (humano) 

 

ORIGEN 

 

Figura 1-16 

E10715067
24-11-2016ES 2 605 228 T3

 



54 

CD79B 

 

LOCUS NM_000626 1300 pb ARNm lineal PRI 21-SEP-2008 
DEFINICIÓN Molécula CD79b de Homo sapiens, variante de transcrito 

1 beta asociado a inmunoglobulina, ARNm. 
REFERENCIA NM_000626 
VERSIÓN NM_000626.2 GI:90193589 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1-17 
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CD44 

 

LOCUS NM_000610 5748 pb ARNm lineal PRI 23-OCT-2008 
DEFINICIÓN Molécula CD44 (grupo sanguíneo Indio) (CD44) de Homo 

sapiens, variante de transcrito 1, ARNm. 
REFERENCIA NM_000610 
VERSIÓN NM 000610.3 GI:48255934 

 

 

Figura 1-18 
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Figura 1-19 
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CTSC 

 

LOCUS NM_001814 1924 pb ARNm lineal PRI 06-ABR-2008 
DEFINICIÓN Catepsina C (CTSC) de Homo sapiens, variante de 

transcrito 1, ARNm. 
REFERENCIA NM_001814 
VERSIÓN NM_001814.3 GI:167000478 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1-20 
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UAP1 

 

LOCUS NM_003115 2344 pb ARNm lineal PRI 22-OCT-2008 
DEFINICIÓN UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa 1 (UAP1), 

ARNm. 
REFERENCIA NM_003115 
VERSIÓN NM_003115.4 GI:156627574 

 

 

 

Figura 1-21 
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PUS7 

 

LOCUS NM_019042 3484 pb ARNm lineal PRI 11-FEB-2008 
DEFINICIÓN Homólogo de pseudouridilato sintasa 7 (S. cerevisiae) 

(PUS7) de Homo sapiens, ARNm. 
REFERENCIA NM_019042 XM_496914 XM_499357 
VERSIÓN NM_019042.3 GI:50727001 

 

 

Figura 1-22 
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Figura 1-23 
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CD22 

 

LOCUS NM_001771 3293 pb ARNm lineal PRI 16-MAR-2008 
DEFINICIÓN Molécula CD22 (CD22) de Homo sapiens, ARNm. 
REFERENCIA NM_001771 
VERSIÓN NM_001771.2 GI:157168354 

 

 

Figura 1-24 
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Figura 1-25 
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RGS13 

 

LOCUS NM_144766 1458 pb ARNm lineal PRI 31-ENE-2010 
DEFINICIÓN Regulador de la señalización de proteína G 13 (RGS13) 

de Homo sapiens, variante de transcrito 2, ARNm. 
REFERENCIA NM_144766 
VERSIÓN NM_144766.1 GI:21464138 
PAL. CLAVE  
FUENTE Homo sapiens (humano) 

 

ORIGEN 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1-26 
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