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DESCRIPCION
Alteraciones genéticas en la citrato deshidrogenasa y otros genes en gliomas malignos

La presente solicitud se ha realizado con fondos del gobierno de los Estados Unidos. Por lo tanto, el gobierno de los
Estados Unidos conserva ciertos derechos en la presente invencién bajo los términos de las subvenciones NIH CA
43460, CA 57345, CA 62924, R01CA118822, NS20023-21, R37CA11898-34 y CA 121113.

SECTOR TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencion esta relacionada con el area del diagnéstico, la prediccion, la seleccién de farmacos y la
terapéutica del cancer. En particular, se refiere a tumores cerebrales en general y, en particular, al glioblastoma
multiforme.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los gliomas, el tipo mas habitual de los tumores cerebrales primarios, se clasifican como de grado | a grado v
utilizando criterios histopatoldgicos y clinicos establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)'. Este
grupo de tumores incluye una serie de histologias especificas, la mas habitual de las cuales son los astrocitomas,
oligodendrogliomas y ependimomas. Los gliomas de grado |, considerados a menudo como lesiones benignas, son
curables generalmente con extirpacién quirdrgica completa y rara vez, o nunca, evolucionan hacia lesiones de grado
superior®. Sin embargo, los tumores de grados Il y Ill son tumores malignos que crecen de forma invasiva, progresan
a lesiones de grado superior, y tienen de forma correspondiente un prondstico negativo. Los tumores de grado IV
(glioblastoma multiforme, GBM) son la forma més invasiva y tienen un pronéstico muy negativo®*. Utilizando criterios
histopatolégicos, es imposible distinguir un GBM secundario, que se define como uno que se produce en un paciente
diagnosticado anteriormente con un glioma de grado inferior, de un GBM primario que no tiene ningln antecedente
tumoral conocido®

Se conocen dlversos genes que se alteran genéticamente en gliomas, entre los que se incluyen TP53, PTEN,
CDKN2A, y EGFR”'. Estas alteraciones tienden a ocurrir en un orden definido en la progresién a tumores de grado
elevado. La mutacion en TP53 parece ser un evento relativamente temprano durante el desarrollo del astrocitoma,
mientras que la gerdlda o mutacién de PTEN y la amplificacién de EGFR son caracteristicos de los tumores de
grado superior® En oligodendrogliomas, las pérdidas alélicas de 1p y 19q se producen en muchos tumores de
grado Il mientras que las pérdidas de 9p21 se limitan esencialmente a tumores de grado 11"

El documento de Sjéblom T. y otros (“The consensus coding sequences of human breast and colorectal cancers”.
Science (2006) 314 (5797): 268-74) describe el analisis de mutaciones somaticas en cancer de mama y de colon. En
el cancer de colon, se identifico una mutacion R132C de la IDH1. Sin embargo, este documento no se relaciona con
tumores de glioblastoma multiforme (GBM).

Existe una necesidad continua en la técnica de identificar las causas, los identificadores y los remedios para
glioblastomas y otros tumores cerebrales.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

Segun un aspecto de la presente invencion, se da a conocer un procedimiento de caracterizacién de un tumor de
glioblastoma multiforme (GBM) en un sujeto humano. Se analiza una muestra de ensayo de un tumor GBM obtenida
del sujeto humano para identificar la presencia o ausencia de una mutacién somatica en el codén 132 en la isocitrato
deshidrogenasa 1 (IDH1) o en el cod6n 172 en la isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2).

También se describe, como un aspecto de la divulgacion, un anticuerpo aislado que se une especificamente a R132H
de la IDH1 0 R132C de la IDH1 0 R132S de la IDH1 o0 R132L de la IDH1 0 R132G de la IDH1, pero no a R132 de la
IDH1; 0 a R172M de la IDH2 0 R172G de la IDH2 0 R172K de la IDH2, pero no a R172; es decir, formas mutantes de
la IDH1 o la IDH2 que se encuentran en GBM. También se da a conocer un anticuerpo aislado que se une
especificamente a R132 de la IDH1 0 R172 de la IDH2, es decir, los sitios activos de tipo salvaje de la IDH1 o la IDH2.

Otro aspecto de la presente invencion es un procedimiento de inmunizacion de un mamifero. Se administra a un
mamifero un polipolipéptido de la IDH1 mutante que comprende, como minimo, 8 residuos de aminoacidos
contiguos de una proteina IDH1 humana o un polipolipéptido de la IDH2 mutante que comprende, como minimo, 8
residuos de aminoacidos contiguos de una proteina IDH2 humana que se encuentran en un tumor humano. Los,
como minimo, 8 residuos de aminoacidos contiguos comprenden el residuo 132 de la IDH1 o el residuo 172 de la
IDH2. El residuo 132 o el residuoc 172 no es arginina. Se producen anticuerpos y/o células T que son
inmunorreactivos con los epitopos que se encuentran en el polipéptido mutante de la IDH1 o la IDH2 pero que no se
encuentran en las IDH1 o IDH2 normales.
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También se da a conocer, como otro aspecto de la presente invencion, un polipéptido mutante de la IDH1 o la IDH2
aislado que comprende, como minimo 8, pero menos de 200 residuos de aminoacidos contiguos de una proteina
IDH1 o IDH2 humana que se encuentra en un tumor humano. Los, como minimo, 8 residuos de aminodcidos
contiguos comprenden el residuo 132 de la IDH1 o el residuo 172 de la IDH2. Los residuos 132 6 172 no son R. El
residuo 132 no es C.

Un aspecto adicional de la presente invencion es un polinucleétido aislado que comprende, como minimo 18, pero
menos de 600, residuos de nucledtidos contiguos de una secuencia codificante de una proteina IDH1 humana o
IDH2 humana que se encuentran en un tumor humano. Los, como minimo, 18 residuos de amino&cidos contiguos
comprenden los nucleoétidos 394 y/o 395 de la IDH1 o el nucleétido 515 de la IDH2. Los nuclettidos 394 y/o 395 de
la IDHT no son C y/o G, respectivamente. El residuo 515 de la IDH2 no es G.

Otro aspecto de la presente invencion es un procedimiento de inmunizacion de un mamifero. Se administra a un
mamifero un polipéptido de la IDH1 que comprende, como minimo, 8 residuos de amino&cidos contiguos de una
proteina IDH1 humana o un polipéptido de la IDH2 que comprende, como minimo, 8 residuos de aminoacidos
contiguos de una proteina IDH2 humana. Los, como minimo, 8 residuos de aminoacidos contiguos comprenden el
residuo 132 de la IDH1 o el residuo 172 de la IDH2. El residuo 132 o el residuo 172 es arginina. Se producen
anticuerpos y/o células T que son inmunorreactivos con los epitopos que se encuentran en el polipéptido de la IDH1
o de laIDH2.

También se da a conocer, como otro aspecto de la presente invencién, un polipéptido de la IDH1 o la IDH2 que
comprende, como minimo 8, pero menos de 200, residuos de aminoacidos contiguos de una proteina IDH1 o IDH2
humana. Los, como minimo, 8 residuos de aminoacidos contiguos comprenden el residuo 132 de la IDH1 o el
residuo 172 de la IDH2. Los residuos 132 6 172 son R.

Aln otro aspecto de la presente invencion es un procedimiento de deteccion o diagndstico de glioblastoma
multiforme (GBM) o enfermedad minima residual de GBM o recaida molecular de GBM en un ser humano. Se
determina una mutaciéon somatica en un gen o su ARNm o proteina codificados en una muestra de ensayo con
respecto a una muestra normal del ser humano. El gen se selecciona entre el grupo que comprende los que se
enumeran en la figura 10, tabla S7. El ser humano se identifica como probable que tenga glioblastoma multiforme,
enfermedad residual minima o recaida molecular de GBM cuando se determina la mutacién somatica.

Aun otro aspecto de la presente invencién es un procedimiento de caracterizacion de un glioblastoma multiforme en
un ser humano. Se determina una firma mutacional de un gen CAN de un glioblastoma multiforme mediante la
determinacién en una muestra de ensayo con respecto a una muestra normal del ser humano, una mutacion
somdtica en, como minimo, un gen o su ADNc o proteina codificados. El gen se selecciona entre el grupo que
comprende los que se enumeran en la figura 10, tabla S7. El glioblastoma multiforme se asigna a un primer grupo
de tumores de glioblastoma multiforme que tienen la firma mutacional del gen CAN.

Otro procedimiento dado a conocer por la divulgacion es para la caracterizacion de un tumor de glioblastoma
multiforme en un ser humano. Se identifica una ruta mutada seleccionada entre el grupo que comprende TP53, RB1
y PISBK/PTEN en un tumor glioblastoma multiforme mediante la determinacién de, como minimo, una mutacion
somatica en una muestra de ensayo con respecto a una muestra normal del ser humano. La, como minimo, una
mutacion somatica esta en uno o mas genes seleccionados entre el grupo que comprende TP53, MDM2, MDM4,
RB1, CDK4, CDKN2A, PTEN, PIK3CA, PIK3R1 e IRS1. El glioblastoma multiforme se asigna a un primer grupo de
tumores de glioblastoma multiforme que tienen una mutacion en una de dichas rutas. El primer grupo es
heterogéneo con respecto a los genes en la ruta que tienen una mutacion somatica y homogéneo con respecto a la
ruta que tiene una mutacién somatica.

También se da a conocer un procedimiento para detectar o diagnosticar el glioblastoma multiforme o la enfermedad
minima residual de GBM o la recaida molecular de GBM en un ser humano. La expresién se determina en una
muestra clinica de uno o mas genes enumerados en la figura 10, tabla S5 o S9 (cerebro que sobreexpresa genes
de SAGE). La expresion de los uno 0 mas genes en la muestra clinica se compara con la expresion de los uno o
mas genes en una muestra correspondiente de un ser humano de control o grupo de control de seres humanos. Se
identifica una muestra clinica con expresion elevada respecto a un control como probable que tenga glioblastoma
multiforme o enfermedad residual minima de GBM o recaida molecular de GBM en un ser humano.

Otro aspecto de la presente invencién es un procedimiento para controlar la carga de glioblastoma multiforme. Se
determina la expresion en una muestra clinica de uno o0 mas genes enumerados en la figura 10, tabla S5 o S9
(cerebro que sobreexpresa genes de SAGE). La etapa de determinacion se repite una o mas veces. Se identifica un
nivel de expresion aumentado, disminuido o estable con el tiempo.

Aln otro aspecto de la presente invencién es un procedimiento para controlar la carga de glioblastoma multiforme.
Se determina una mutacién somatica en una muestra clinica de uno o mas genes enumerados en la figura 10, tabla
S7. La etapa de determinacion se repite una o mas veces. Se identifica un nivel aumentado, disminuido o estable de
dicha mutacién somatica con el tiempo.
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Aln otro aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar o diagnosticar glioblastoma
multiforme. Se determina la expresion, en una muestra clinica, de uno o méas genes enumerados en la figura 10,
tabla S6 (eliminaciones homocigéticas). La expresion de los uno o mas genes en la muestra clinica se compara con
la expresion de los uno o mas genes en una muestra correspondiente de un ser humano de control o grupo de
control de seres humanos. Se identifica una muestra clinica con una expresion reducida respecto a un control como
probable que tenga glioblastoma multiforme.

Un aspecto adicional de la presente invencién es un procedimiento para controlar la carga de glioblastoma
multiforme. Se determina la expresion en una muestra clinica de uno o mas genes enumerados en la figura 10,
tabla S6 (eliminaciones homocigéticas). La etapa de determinacion se repite una o mas veces. Se identifica un nivel
de expresiéon aumentado, disminuido o estable con el tiempo.

Estas y otras realizaciones, que resultaran evidentes para los técnicos en la materia al leer la memoria descriptiva, dan
a conocer a la técnica nuevas herramientas para el analisis, la deteccion, la estratificacion y el tratamiento de GBM.

DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Alteraciones de la secuencia en IDH1. Ejemplos representativos de mutaciones somaticas en el codon
132 del gen IDH1. El cromatograma de secuencia superior se obtuvo a partir del analisis de ADN a partir de tejido
normal, mientras que los cromatogramas inferiores se obtuvieron de las muestras de GBM indicadas. Las flechas
indican la ubicacion de las mutaciones de sentido erréneo heterocigoéticas recurrentes C394A (en tumor Br104X) y
G395A (en tumor Br129X) que dan como resultado los cambios de aminodacidos indicados.

Figura 2. Estructura del sitio activo de IDH1. La estructura cristalina de la IDH humana citosolica dependiente de
NADP(+) se muestra en forma de cinta (PDBID: 1TOL) (42). La hendidura activa de la IDH1 comprende un sitio de
union de NADP vy el sitio de unién de iones isocitrato-metal. El oxigeno del carboxilato alfa y el grupo hidroxilo del
isocitrato quelan el ion Ca2+. La NADP se colorea de naranja, isocitrato de violeta y el Ca2+ de azul. El residuo
Arg132, que se muestra en amarillo, forma interacciones hidréfilas, que se muestran en rojo, con el carboxilato alfa
del isocitrato.

Figura 3. Supervivencia global entre los pacientes mayores de 45 arios de edad segun el estado de mutacion de la
IDH1. La proporcién de riesgo de muerte entre los pacientes con la IDH1 mutada, en comparacién con aquellos con
la IDH1 de tipo salvaje, fue de 0,19 (intervalo de confianza del 95 por ciento, 0,08 a 0,49; P <0,001). La mediana de
supervivencia fue de 3,8 afos para los pacientes con la IDH1 mutada, en comparacién con 1,5 afos para los
pacientes con la IDH1 de tipo salvaje.

Figura 4A-4B. Mutaciones de la IDH1 y la IDH2 en gliomas humanos. Figura 4A. Diagrama esquematico de las
mutaciones en el codén R132 en la IDH1 (abajo) y R172 en la IDH2 (arriba) identificados en los gliomas humanos.
Se muestran los codones 130 a 134 de la IDH1 y 170 a 174 de la IDH2. EI nimero de pacientes con cada mutacién
(n) aparece en la parte derecha de la figura. Figura 4B. Numero y frecuencia de las mutaciones de la IDH1 y la IDH2
en gliomas humanos y otros tipos de tumores. Los canceres fuera del SNC incluyen 35 canceres de pulmon, 57
canceres gastricos, 27 canceres de ovario, 96 canceres de mama, 114 canceres colorrectales, 95 canceres de
pancreas, siete canceres de prostata, asi como muestras de sangre periférica de 4 leucemias mielégenas croénicas,
7 leucemias linfociticas cronicas, siete leucemias linfoblasticas agudas y 45 leucemias mielégenas agudas.

Figuras 5A-5B. La supervivencia para los pacientes con gliomas malignos segun el estado de mutacién de la IDH1
y la IDH2. Para los pacientes con astrocitomas anaplasicos (figura 5A), la mediana de supervivencia fue de 65
meses para los pacientes con la IDH1 o la IDH2 mutada, en comparaciéon con 19 meses para los pacientes con la
IDH1 y la IDH2 de tipo salvaje. Para los pacientes con GBM (figura 5B), la mediana de supervivencia fue de 39
meses para los pacientes con la IDH1 o la IDH2 mutada, en comparacion con 13,5 meses para los pacientes con la
IDH1 y la IDH2 de tipo salvaje.

Figura 6. Modelo de desarrollo de glioma maligno. Para cada tipo de tumor se indican las alteraciones genéticas
comunes (mutacién de IDH1/IDH2, mutacion de TP53, pérdida de 1p 19q y pérdida de CDKNZ2A). Las frecuencias
detalladas de las alteraciones genéticas estan contenidas en la tabla 1y 2 o en la referencia’. En general, los
tumores de la derecha adquieren alteraciones del /IDH, mientras que los de la izquierda no lo hacen.

Figura 7. Alteraciones de la secuencia en la IDH1 y la IDH2. Los ejemplos representativos de mutaciones
somaticas en el codon 132 del gen de IDHT (arriba) y del codén 172 del gen de IDHZ2 (parte inferior). En cada caso,
el cromatograma de la secuencia de la parte superior se obtuvo a partir del analisis de ADN a partir del tejido normal,
mientras que los cromatogramas inferiores se obtuvieron de las muestras del tumor indicado. Las flechas indican la
ubicacion de las mutaciones de sentido erréneo y que dan como resultado cambios de aminoacidos en la IDH7 en el
tumor TB2604 (astrocitoma anaplasico), 640 (astrocitoma anaplasico) y 1088 (oligodendroglioma anaplasico), y en la
IDH2 en el tumor H883 (astrocitoma anaplasico) y H476 (anaplasico oligodendroglioma).
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Figura 8. Alteraciones de secuencia en la IDH1 en gliomas progresivos. Los ejemplos representativos de
mutaciones somaticas en el codén 132 de la IDH1 se indican en tres casos representativos. El cromatograma de la
secuencia superior se obtuvo a partir del andlisis de ADN a partir de tejido normal, mientras que los cromatogramas
inferiores se obtuvieron a partir de las muestras de tumor cerebral indicado. Las flechas indican la ubicacion de las
mutaciones y los cambios resultantes de amino&cidos en la IDH1. En todos los casos, se encontraron mutaciones
idénticas de la IDH1 en los tumores de grado inferior y superior de cada paciente.

Figuras 9A-9B. Distribucion por edades de los pacientes de glioma con IDH de tipo salvaje y mutada.
Distribucion por edades de oligodendroglioma (O), oligodendroglioma anaplasico (AQO), astrocitoma difuso (DA),
astrocitoma anaplasico (AA) y glioblastoma multiforme (GBM) en pacientes con genes de /IDH de tipo salvaje (figura
9A) o genes de IDH mutados (figura 9B).

Figura 10. Compendio de tablas S3-S10. Tabla S3 (mutaciones somaticas identificadas en el cribado de deteccién
de GBM). Tabla S4 (mutaciones somaticas en el cribado de prevalencia), tabla S5 (genes amplificados), tabla S6
(genes homocigoéticos eliminados), tabla S7 (mejores genes candidatos CAN), tabla S8 (conjuntos de genes
candidatos que se enriquecen de alteraciones genéticas en GBM), tabla S9 (genes sobreexpresados en SAGE) y
tabla S10 (subconjunto extracelular de genes sobreexpresados en SAGE).

Figura 11. Resumen de las caracteristicas genéticas y clinicas de los tumores cerebrales.

Figura 12. Evaluacion de la frecuencia de las alteraciones genéticas comunes en gliomas con IDH1/IDH2
mutadas y de tipo salvaje.

Un listado de secuencias es parte de la presente solicitud.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En un andlisis de todo el genoma de GBM, se identificaron mutaciones somaticas del codén 132 del gen de la
isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1) en, aproximadamente, el 12% de los GBM analizados'®. Estas mutaciones se
encontraron en una frecuencia mas elevada en GBM secundarios (5 de 6 pacientes evaluados). Una interpretacion
de estos datos es que las mutaciones de la IDH1 se producen en un subconjunto de gliomas de grado inferior,
llevandolos a progresar a GBM. Para evaluar esta posibilidad, se ha analizado un gran nimero de gliomas de varios
tipos. Sorprendentemente, se han encontrado mutaciones de la IDH1 en la mayoria de los gliomas malignos
tempranos. Ademas, muchos de los gliomas sin mutaciones de la IDH1 tenian mutaciones analogas en el gen de la
IDH2 estrechamente relacionado. Estos resultados sugieren que las mutaciones de la IDH desempefian un papel
temprano y esencial en el desarrollo de glioma maligno.

Las mutaciones somaticas son mutaciones que se producen en un clon particular de células somaticas durante la
vida del organismo individual. De este modo, la mutacién no se hereda ni sera traspasada. La mutacion aparecera
como una diferencia respecto a las otras células, tejidos y 6rganos. Cuando se evalGia una mutacién somatica en un
tejido cerebral que se sospecha que es canceroso, se puede hacer una comparacion con el tejido cerebral normal,
que parece ser no neoplasico, 0 con una muestra no cerebral, tal como células de la sangre, o con una muestra de
un sujeto no afectado.

El aminoacido habitual en el codén 132 de la IDH1 y el codén 172 de la IDH2 en los tejidos sanos es arginina (R). Se
han encontrado codones mutantes con sustituciones de histidina (H), serina (S) cisteina (C), leucina (L) y glicina (G)
del codén 132 de la IDH1 y de metionina (M), lisina (K) y glicina (G) del codén 172 de la IDH2. Las mutaciones en el
codon 132 y el codén 172 se pueden detectar utilizando cualquier medio conocido en la técnica, entre los que se
incluyen los niveles de ADN, ARNm o de proteina. Se pueden utilizar anticuerpos que se unen especificamente a la
forma arginina-132 de la enzima, la forma histidina-132 de la enzima, la forma serina-132 de la enzima, la forma
leucina-132 de la enzima, la forma glicina-132 de la enzima o la forma cisteina-132 de la enzima en ensayos para la
deteccion de mutaciones. De la misma manera, se pueden utilizar anticuerpos que se unen especificamente a las
formas arginina-172, metionina-172, lisina-172, o glicina-172 de la IDH2 en ensayos para la deteccion de
mutaciones. Del mismo modo, se pueden utilizar sondas que contienen codones para estos residuos de
aminodcidos en el contexto de la secuencia codificante de la IDH1 o la IDH2 para detectar el gen o el ARNm de las
diferentes formas. Se pueden utilizar también cebadores que contienen la totalidad o parte de estos codones para la
amplificacion o extensién especifica de alelo. Los cebadores que se hibridan con regiones que rodean estos
codones se pueden utilizar para amplificar los codones, seguido por el posterior andlisis de la region amplificada que
contiene el codén 132 de la IDH1 o el codon 172 de la IDH2.

De forma interesante, se ha descubierto que las mutaciones del codon 132 de la IDH1 y las mutaciones del codon
172 de la IDH2 estan fuertemente asociadas con GBM secundarios y con un pronoéstico favorable. Se pueden
evaluar farmacos contra grupos de pacientes de glioblastoma que se estratifican en relacion con el 1329 residuo de
aminoacido de la IDH1 y/o el 172° residuo de aminoacido de la IDH2. Los grupos pueden comprender el tipo salvaje
(arginina) y variantes (combinadas) o variantes (cada una por separado). La sensibilidad a los farmacos puede ser
determinada para cada grupo para identificar farmacos que seran o no seran eficaces en relacion con una mutacion
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en particular o con el tipo salvaje (arginina). Tanto la sensibilidad como la informacién de la resistencia son Utiles
para guiar las decisiones de tratamiento.

Una vez que una mutacién del codén 132 6 172 se identifica en un tumor, los inhibidores de la IDH1 o la IDH2 se
pueden utilizar terapéuticamente. Estos inhibidores pueden ser especificos para una mutacién en el tumor o pueden
ser simplemente un inhibidor de la IDH1 o la IDH2. Se pueden utilizar inhibidores de tipo moléculas pequefias asi
como anticuerpos y derivados de anticuerpos. Entre estos anticuerpos se incluyen anticuerpos monoclonales y
policlonales, anticuerpos scFv y otras construcciones que comprenden uno o mas fragmentos de anticuerpos Fv.
Los anticuerpos pueden ser, por ejemplo, humanizados, humanos o quiméricos. Los anticuerpos pueden estar
armados o desarmados. Los anticuerpos armados se pueden conjugar con toxinas o restos radiactivos, por ejemplo.
Los anticuerpos desarmados pueden funcionar uniéndose a las células tumorales y participar en los procesos
inmunoloégicos del huésped, tales como la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos. Los
anticuerpos se unen preferentemente a las IDH1 o IDH2 mutantes frente a las de tipo salvaje, se unen
especificamente a las IDH1 o IDH2 mutantes frente a las de tipo salvaje, o se unen por igual tanto a las IDH1 o IDH2
mutantes como a las de tipo salvaje. Preferentemente, los anticuerpos se uniran a un epitopo en el sitio activo que
puede incluir el codén 132 o el codon 172. Los epitopos pueden ser continuos o discontinuos a lo largo de la
secuencia primaria de la proteina. Los inhibidores pueden incluir isocitrato de alfa-metilo, iones de aluminio u
oxalomalato. Pueden utilizarse otros inhibidores y, opcionalmente, identificarse, utilizando ensayos enzimaticos
conocidos en la técnica, entre los que se incluyen ensayos espectrofotométricos (Kornberg, A., 1955) y ensayos
bioluminiscentes (Raunio, R. y otros, 1985). Como alternativa, los inhibidores se pueden identificar mediante
ensayos de unién, por ejemplo, en ensayos de union in vitro o in vivo. También se pueden utilizar como inhibidores
los péptidos y proteinas que se unen a la IDH1 o la IDH2.

Se pueden utilizar moléculas de ARN inhibidoras para inhibir la expresion. Estas pueden ser, por ejemplo, ARNsi,
microARN u oligonucleétidos o construcciones antisentido. Estos se pueden utilizar para inhibir la expresiéon de la
IDH1 o la IDH2, segun sea apropiado en un ser humano.

La eficacia terapéutica potencial se puede evaluar para un anticuerpo, polinucleétido, proteina, molécula pequefna o
anticuerpo mediante el contacto con células, tejidos, animales enteros o proteinas. Las indicaciones de eficacia
incluyen la modulacién de la actividad enzimatica, la inhibicién de crecimiento de células cancerosas, la prolongacién
de la esperanza de vida, la inhibicién de la proliferacién celular del cancer, la estimulacion de la apoptosis de células
de cancer y la inhibicién o el retraso del crecimiento del tumor. Se puede utilizar cualquier ensayo conocido en la
técnica, sin limitacion. Se pueden evaluar también combinaciones de candidatos y combinaciones de los candidatos
con agentes conocidos. Entre los agentes conocidos se pueden incluir, por ejemplo, agentes anticancerigenos
quimioterapéuticos, agentes anticancerigenos biologicos, tales como anticuerpos y hormonas, radiacion.

Con el fin de generar o aumentar una respuesta inmunitaria a un glioblastoma en una persona o un mamifero con un
tumor, en una persona con riesgo de desarrollar un tumor o en un sujeto aparentemente sano, se puede administrar
un polipéptido a la persona o mamifero. El polipéptido comprendera habitualmente, como minimo, 6, como minimo,
8, como minimo, 10, como minimo, 12, o, como minimo, 14 residuos de aminoacidos contiguos de la proteina IDH1
humana que incluye el residuo 132 o la IDH2 que incluye el residuo 172. De forma habitual, pero no siempre, el
polipéptido contendra un residuo diferente de arginina en el residuo 132 de IDH1 o el residuo 172 o de IDH2. En la
situacién en la que la persona o el mamifero ya tienen un tumor, el aminoacido en el residuo 132 se puede ajustar al
residuo en el tumor. El polipéptido puede comprender la totalidad de IDH1, pero puede comprender menos de 200,
menos de 150, menos de 100, menos de 50, menos de 30 residuos de aminoacidos. Aunque los solicitantes no
desean quedar limitados por ningin mecanismo de accién, la inmunizacién mediante un polipéptido puede actuar a
través de una respuesta de anticuerpo y/o células T. Los polipéptidos se pueden administrar con adyuvantes
inmunes o conjugarse con fragmentos que estimulan una respuesta inmunitaria. Estos son bien conocidos en la
técnica y se pueden utilizar segin sea apropiado.

Los anticuerpos que se unen especificamente a un epitopo en la IDH1 o la IDH2 lo hacen con una mayor avidez o
una tasa de asociaciéon mas elevada que cuando se unen a otras proteinas. Preferentemente, la avidez o la tasa de
asociacion mas elevada es, como minimo, aproximadamente 2 veces, 5 veces, 7 veces o 10 veces en relaciéon a
otras proteinas que no contienen el epitopo.

Se puede utilizar un polinucleétido aislado para codificar y administrar el polipéptido para la inmunizacién. El
polinucleétido se puede utilizar para fabricar el polipéptido en una célula huésped en un cultivo, o se puede utilizar
en un contexto de terapia génica para aumentar una respuesta inmune in vivo después de la expresion en el
receptor de la vacuna. Los polinucleétidos se pueden utilizar también como cebadores o sondas, que pueden estar
marcados 0 no con un marcador detectable. Los cebadores se pueden utilizar para la extension con cebador, por
ejemplo, utilizando un cebador que es complementario a los nucleétidos adyacentes, pero que no incluye los nt 394
o nt 395 de la IDH1 o el nucledtido 515 de la IDH2. Los productos se pueden detectar y distinguir utilizando
nucleétidos marcados como reactivos. Se pueden utilizar diferentes marcadores en diferentes nucleétidos, de modo
que la identidad del analito se puede determinar facilmente. Habitualmente, el polinucleétido para su utilizacion como
un cebador o sonda comprendera, como minimo, 10, como minimo, 12, como minimo, 14, como minimo, 16, como
minimo, 18, como minimo, 20 nucledtidos contiguos de la secuencia codificante de la IDH1 o la IDH2.
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Habitualmente, el polinucleétido comprendera menos de 600, menos de 500, menos de 400, menos de 300, menos
de 200, menos de 100 nucleétidos de la secuencia codificante de la IDH1 o la IDH2.

Los datos de los presentes inventores identifican a la IDH1 como una diana importante de la alteracion genética en
los pacientes con GBM. Todas las mutaciones en este gen dan como resultado sustituciones de aminoéacidos en la
posicion 132, un residuo conservado evolutivamente situado dentro del sitio de unién de isocitrato (42). Ademas, la
Unica mutacién que se ha notificado anteriormente de la IDH1 era otra mutacion de sentido errébneo que afectaba a
este mismo residuo en un paciente de cancer colorrectal (10). El efecto funcional de estas mutaciones de la IDH1 no
estd claro. La naturaleza recurrente de las mutaciones es una reminiscencia de alteraciones de activacién en otros
oncogenes, tales como BRAF, KRAS y PIK3CA. La prediccion de que esta mutacién seria activante se ve reforzada
por la falta de cambios de inactivacién observados (es decir, mutaciones de desplazamiento del marco de lectura o
de deteccion, alteraciones del sitio de empalme), la falta de alteraciones en otros residuos clave del sitio activo y por
el hecho de que todas las mutaciones observadas hasta la fecha han sido heterocigéticas (sin ninguna evidencia de
la pérdida del segundo alelo a través LOH). Curiosamente, los estudios enzimaticos han demostrado que la
sustitucién de arginina en el residuo 132 con glutamato da como resultado una enzima cataliticamente inactiva, lo
que sugiere que este residuo juega un papel critico en la actividad de la IDH1 (46). Sin embargo, la naturaleza de las
sustituciones observadas en GBM es cualitativamente diferente, con arginina cambiada a histidina o serina. La
histidina forma interacciones de enlaces de hidrogeno con carboxilato como parte de la actividad catalitica de
muchas enzimas (47) y podria cumplir una funcion anéloga a la interaccion conocida de la Arg132 y el carboxilato o
del isocitrato. Es concebible que las alteraciones R132H puedan conducir a una mayor actividad catalitica en
general. Se esperaria que el aumento de la actividad de la IDH1 diera lugar a mayores niveles de NADPH,
proporcionando defensas celulares adicionales contra las especies reactivas de oxigeno, impidiendo la apoptosis y
aumentando la supervivencia celular y el crecimiento tumoral. Se necesitan mas andlisis bioquimicos y moleculares
para determinar el efecto de las alteraciones de la IDH1 sobre la actividad enzimatica y los fenotipos celulares.

Independientemente de las consecuencias moleculares especificas de las alteraciones de la IDH1 y la IDH2, resulta
claro que la deteccién de mutaciones en la IDH1 y la IDH2 sera clinicamente Util. Aunque un esfuerzo importante se
ha centrado en la identificacion de lesiones genéticas caracteristicas en GBM primarios y secundarios, los genes
alterados identificados hasta la fecha estan lejos de ser ideales para este propdsito. Por ejemplo, en la comparacién
de GBM primarios frente a secundarios, TP53 esta mutado en, aproximadamente, el 30% frente al 65%,
respectivamente, la amplificacion de EGFR esta presente en, aproximadamente, el 35% frente al 5 -10% vy la
mutacion de PTEN esta presente en, aproximadamente, el 25% frente a, aproximadamente, el 5% (5). El estudio de
los presentes inventores revel6 que la mutacion de la IDH1 es un marcador nuevo y significativamente mas
especifico para GBM secundario, teniendo 5 de la 6 (83%) muestras de GBM secundarios analizados una mutacién
en este gen, mientras que sélo 7 de 99 (7%) pacientes de GBM primarios tienen estas alteraciones (P <0,001,
examen binomial). La Unica muestra de paciente con GBM secundario que no tenia una mutacién de la IDH1 era
tanto genética como clinicamente inusual, albergando mutaciones de PTEN pero no de TP53, y que se produjo en
un paciente de edad avanzada (edad 56 afios) con un diagnéstico anterior de ganglioglioma (que se conoce que rara
vez experimenta la transformacién maligna) (48). Es posible que este paciente tuviera dos tumores del SNC distintos
que estaban completamente no relacionados y que el GBM en este caso fuera en realidad un tumor primario.

Una hipotesis intrigante es que las alteraciones de la IDH1 identifican un subgrupo biolégicamente especifico de
pacientes de GBM, que incluye tanto a pacientes que serian clasificados como GBM secundarios, asi como una
subpoblacién de pacientes con GBM primario con una biologia del tumor similar y una evaluacién clinica mas
prolongada (tabla 4). Curiosamente, los pacientes con mutaciones de la IDH1 tenian una frecuencia muy elevada de
mutacion de TP53 y una frecuencia muy baja de mutaciones en otros genes alterados habitualmente por GBM. Por
ejemplo, dichos pacientes tenian mutacién de TP53 sin ninguna mutacion detectada de EGFR, PTEN, RB1, o NF1
en el 83% de los casos (10 de 12 pacientes); en contraste, sélo el 12% de los pacientes con la IDH1 de tipo salvaje
(11 de 93) tenia el mismo patrén de mutaciones (figura 12) (P <0,001, examen binomial). Ademas de esta relativa
uniformidad genética, los pacientes con la IDH1 mutada tenian caracteristicas clinicas distintas, incluyendo una edad
mas joven y un prondstico clinico significativamente mejorado (tabla 4), incluso después de ajustar por la edad y el
estado de la mutacién de TP53 (que ambos estan asociados con una supervivencia mejorada). Tal vez lo mas
sorprendente, todos compartian la mutacion de un Unico residuo de aminoacido de la IDH1, una proteina que antes
no tenia vinculo genético con GBM u otros tipos de cancer. Este resultado imprevisto claramente valida la utilidad
del cribado de todo el genoma para alteraciones genéticas en el estudio de los canceres humanos.

Las mutaciones que se han encontrado en los tumores de GBM se muestran en la figura 10, tabla S7. Estas
mutaciones se pueden detectar en muestras de ensayo, tales como muestras sospechosas de tejido tumoral,
sangre, LCR, orina, saliva, linfa, etc. Una mutacion somdtica se determina habitualmente mediante la comparacién
de una secuencia en la muestra de ensayo con una secuencia en una muestra de control normal, tal como de tejido
cerebral sano. Se pueden utilizar para este propdsito una o mas mutaciones. Si el paciente ha sido sometido a
cirugia, se puede utilizar la deteccion de la mutacion en el margen del tumor o en el tejido restante para detectar la
enfermedad minima residual o la recaida molecular. Si el GBM ha sido diagnosticado anteriormente, la mutacion
puede servir para ayudar al diagnéstico, por ejemplo, en conjunciéon con otros hallazgos fisicos o resultados de
laboratorio, entre los que se incluyen, sin que constituyan limitacién, descubrimientos de marcadores bioquimicos y
radiol6gicos.
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Las firmas de genes CAN pueden ser determinadas con el fin de caracterizar un GBM. Una firma es un conjunto de
una o mas mutaciones somaticas en un gen CAN. Los genes CAN de GBM se enumeran en la figura 10, tabla S7.
Una vez que esta firma ha sido determinada, un GBM puede ser asignado a un grupo de GBM que comparten la
firma. El grupo se puede utilizar para asignar un prondstico, para asignar a un grupo de ensayos clinicos, para
asignar un régimen de tratamiento y/o para asignar para su posterior caracterizacién y estudio. En un grupo de
ensayo clinico, los farmacos se pueden evaluar para su capacidad de afectar de forma diferencial a GBM con y sin
la firma. Una vez que se determina un efecto diferencial, la firma se puede utilizar para asignar a los pacientes a
regimenes de farmacos o para evitar el tratamiento innecesario de pacientes en los que el farmaco no tendra un
efecto beneficioso. En un ensayo clinico, el farmaco puede ser uno que se conozca anteriormente para otro
propésito, conocido anteriormente para el tratamiento del GBM, o desconocido anteriormente como agente
terapéutico. Una firma de gen CAN puede comprender, como minimo, 1, como minimo, 2, como minimo, 3, como
minimo, 4, como minimo, 5, como minimo, 6, como minimo, 7, como minimo, 8, como minimo, 9, como minimo, 10
genes. El nimero de genes o mutaciones en una firma particular puede variar dependiendo de la identidad de los
genes CAN en la firma. Se pueden utilizar analisis estadisticos estandar para lograr la sensibilidad y especificidad
deseadas de una firma genética CAN.

El analisis de los genes mutados en los tumores GBM analizados ha revelado la implicacién interesante de las rutas.
Ciertas rutas llevan con frecuencia mutaciones en GBM. Una mutacion de un solo gen parece excluir la presencia de
una mutacién en otro gen en esa ruta en un tumor particular. Las rutas mutadas frecuentemente en GBM son las
rutas TP53, RB1, PIBK/PTEN. Las rutas pueden ser definidas utilizando cualquiera de las bases de datos de
referencia estandar, como la base de datos MetaCore de ontologia de genes (GO), base de datos de mapas de
rutas genéticas candnicas MetaCore (MA), la base de datos MetaCore GeneGo (GG) y las bases de datos de
Panther, TRMP, KEGG y SPAD. Los grupos pueden estar formados sobre la base de la presencia o ausencia de
una mutacion en una determinada ruta. Estos grupos seran heterogéneos con respecto al gen mutado, pero
homogéneos con respecto a la ruta mutada. Al igual que con las firmas de genes CAN, estos grupos se pueden
utilizar para caracterizar un GBM. Una vez que se ha determinado una mutacién en una ruta, un GBM puede ser
asignado a un grupo de GBM que comparten la ruta mutada. El grupo se puede utilizar para asignar un pronostico,
para asignar a un grupo de ensayos clinicos, para asignar un régimen de tratamiento y/o para asignar para su
posterior caracterizacion y estudio. En un grupo de ensayo clinico, los farmacos se pueden evaluar para su
capacidad de afectar diferencialmente al GBM con y sin la ruta mutada. Una vez que se determina un efecto
diferencial, la ruta se puede utilizar para asignar a los pacientes a regimenes de farmacos o para evitar el
tratamiento innecesario de pacientes en los que el farmaco no tendra un efecto beneficioso. En un ensayo clinico, el
farmaco puede ser uno que se conozca anteriormente para otro propdsito, conocido anteriormente para el
tratamiento del GBM, o desconocido anteriormente como agente terapéutico. Entre los genes en las rutas que se
pueden encontrar mutantes son: TP53, MDM2, MDM4, RB1, CDK4, CDKN2A, PTEN, PIK3CA, PIK3RI y IRS 1. Esta
lista no es necesariamente exhaustiva.

Los niveles de expresién se pueden determinar y la sobreexpresion puede ser indicativa de un nuevo tumor GBM,
recaida molecular o de la enfermedad residual minima de GBM. La expresion muy aumentada que se encuentra en
los tumores de GBM se muestra en la figura 10, tabla S5y en la figura 10, tabla S9. Estos genes sobreexpresados
se pueden detectar en muestras de ensayo, tales como muestras sospechosas de tejido tumoral, sangre, LCR,
orina, saliva, linfa, etc. La expresion elevada se determina habitualmente mediante la comparacion de la expresién
de un gen en la muestra de ensayo a la expresion de un gen en una muestra control normal, tal como de tejido
cerebral sano. La expresion elevada de uno o mas genes se puede utilizar para este propdsito. Si el paciente ha sido
sometido a cirugia, se puede utilizar la deteccion de la expresién elevada en el margen del tumor o tejido restante
para detectar la enfermedad minima residual o recaida molecular. Si el GBM ha sido diagnosticado anteriormente, la
expresion elevada puede servir para ayudar a diagnosticar, por ejemplo, en conjuncién con otros hallazgos fisicos o
resultados de laboratorio, entre los que se incluyen, sin que constituyan limitacién, los marcadores bioquimicos y
hallazgos radioldgicos. A estos efectos, se pueden utilizar cualquier medio conocido en la técnica para la
cuantificacion de la expresion, entre los que se incluyen SAGE o micromatrices para la deteccion de ARNm elevado
y anticuerpos utilizados en diversos formatos de ensayo para la deteccion de la expresién elevada de proteinas.
Para la deteccion de la expresion de proteinas, son particularmente Utiles los genes enumerados en la figura 10,
tabla S10.

La carga tumoral se puede controlar utilizando las mutaciones enumeradas en la figura 10, tabla S7. Esto se puede
utilizar en un modo de espera vigilante o, por ejemplo, durante la terapia para controlar la eficacia. La utilizacion de
una mutacion somatica como un marcador y el ensayo de nivel detectable de ADN, ARNm o proteina en el tiempo,
puede indicar carga tumoral. El nivel de la mutacion en una muestra puede aumentar, disminuir o permanecer estable
durante el momento del andlisis. Los tratamientos terapéuticos y su cadencia pueden ser guiados por este control.

El analisis de los GBM revel$ ciertos genes que se eliminan de forma homocigética. Estos se enumeran en la figura
10, tabla S6. La determinacion de la pérdida de expresion de uno o mas de estos genes puede utilizarse como un
marcador de GBM. Esto puede realizarse en una muestra de sangre o de ganglio linfatico o en una muestra de tejido
cerebral. Se puede evaluar la expresion de uno o mas de estos genes. Pueden utilizarse técnicas tales como ELISA
o IHC para detectar la disminucion o pérdida de la expresion de proteinas en una muestra. Del mismo modo, los
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genes eliminados de forma homocigoética que se enumeran en la figura 10, tabla S6 se puede utilizar para controlar
la carga tumoral en el tiempo. La expresion puede controlarse repetidamente, de manera que puede determinarse
un aumento, disminucion o nivel estable de expresion.

Los datos resultantes de este andlisis integrado de mutaciones y alteraciones en el nimero de copias han
proporcionado una nueva vision del paisaje genético de los glioblastomas. La combinacién de diferentes tipos de
datos genéticos, entre los que se incluyen mutaciones puntuales, amplificaciones y eliminaciones, permite la
identificacion de genes CAN individuales, asi como grupos de genes que pueden estar afectados preferentemente
en las rutas y procesos celulares complejos en los GBM. La identificacién de practicamente todos los genes de los
que se ha demostrado anteriormente que estan afectados en los GBM por mutacién, amplificaciéon o eliminacion
valida el enfoque genémico amplio que se ha utilizado.

Cabe senalar, sin embargo, que el enfoque de los presentes inventores, al igual que todos los estudios de genoma
completo, tiene sus limitaciones. En primer lugar no se evaluaron translocaciones cromosémicas, que es un tipo de
alteracion genética que podria desempefar un papel importante en la tumorigénesis. Sin embargo, sélo raras veces
se han reportado observaciones de translocaciones cromosémicas recurrentes en los estudios citogenéticos de
GBM. Tampoco se evaluaron las alteraciones epigenéticas, aunque los estudios de los presentes inventores de
expresion a gran escala deberian haber identificado los genes que se expresan de forma diferencial a través de este
mecanismo (figura 10, tabla S9). Ademas, para los cambios de nimero de copias se han centrado en las regiones
que verdaderamente se amplificaron o suprimieron de forma homocigética ya que estas han sido histéricamente las
mas utiles en la identificacién de los genes del cancer. La matriz de datos SNP que se ha generado para estas
muestras, sin embargo, contiene informacion que puede ser analizada para determinar la pérdida de heterocigocidad
(LOH, loss of heterozygosity) o pequefias ganancias de nimero de copias debido a duplicaciones en lugar de
verdaderos eventos de amplificacion. El analisis de dichos datos para los genes del cancer conocidos, tales como
CDKN2A o NF1, identificaron tumores adicionales que tenian LOH en estas regiones, pero dada la fraccién
sustancial del genoma que se somete a LOH en GBM, no es probable que estas observaciones, en general, puedan
ser Utiles para identificar nuevos genes candidato del cancer. Por Ultimo, los tumores primarios utilizados en el
analisis de los presentes inventores contenian pequefas cantidades de contaminacién de tejidos normales, como es
la norma para este tipo de muestra, lo que limita la capacidad de los mismos para detectar eliminaciones
homocigéticas y en menor medida, mutaciones somaticas, en aquellos tumores especificos. Esto fue asi a pesar de
que se han seleccionado cuidadosamente estos tumores para que contuvieran un componente del estroma minimo,
por criterios histolégicos y moleculares biolégicos. Esta observacién sirve como un importante recordatorio del valor
de xenoinjertos y lineas celulares de paso temprano para estos estudios genémicos a gran escala.

A pesar de estas limitaciones, los estudios de los presentes inventores proporcionan una serie de importantes
conocimientos genéticos y clinicos en el GBM. El primero de ellos es que las rutas conocidas que estan alteradas en
GBM afectan a una fraccién mas grande de miembros de genes y pacientes de lo previsto. La mayoria de los
tumores analizados tenian alteraciones en los miembros de cada una de las rutas TP53, RB1 y PI3K. El hecho de
que todos menos uno de los canceres con mutaciones en los miembros de una ruta no tenian alteraciones en otros
miembros de la misma ruta es significativo, y sugiere que estas alteraciones son funcionalmente equivalentes en la
tumorigénesis. Estas observaciones apuntan también a distintas oportunidades para la intervencion terapéutica
potencial en estas rutas en los GBM. La segunda observacién es que se identificaron una variedad de nuevos genes
y rutas no implicados anteriormente en los GBM. Entre las nuevas rutas detectadas, varias de ellas parecen estar
implicadas en el transporte de iones especifico del cerebro y los procesos de sefalizacién y representan aspectos
interesantes y potencialmente Utiles de la biologia del GBM.

Estos datos plantean de inmediato preguntas con importantes implicaciones para el tratamiento y el asesoramiento a
los pacientes con GBM, asi como aquellos que tienen gliomas de grado inferior. Por ejemplo, ¢ estan las mutaciones
en el IDH también presentes en un subconjunto de pacientes diagnosticados con gliomas de grado inferior (grado I-
Il de la OMS)? Si se descubre que las mutaciones en la IDH1 son de hecho un evento genético relativamente
temprano en la progresion del glioma, stienen estos pacientes un mayor riesgo de progresiéon a GBM? Dada la
dificultad clinica significativa de decidir qué pacientes de glioma de grado inferior recibiran terapia adyuvante de
radiacion o quimioterapia (y como de agresivo debe ser el tratamiento), el conocimiento de que un paciente esta en
mayor riesgo de progresién maligna alteraria significativamente el andlisis riesgo-beneficio de estas decisiones de
tratamiento. Para los pacientes pediatricos, en los que la terapia de radiacién puede tener efectos especialmente
devastadores sobre el desarrollo y la funcién neurocognitivos, estas decisiones son particularmente dificiles y
cualquier clasificacion adicional de riesgo seria especialmente Gtil. Las mutaciones de la IDH también pueden
proporcionar una explicacion biolégica para el GBM superviviente de largo plazo ocasional y podrian ayudar a
identificar a los pacientes que recibirian un beneficio particular de las terapias especificas actualmente disponibles.
La utilidad de la IDH como marcador clinico es probable que sea mayor por el hecho de que sé6lo se necesita
examinar un solo codén del gen para determinar el estado de mutacién. Por Ultimo, es concebible que los nuevos
tratamientos se puedan disefiar para aprovechar estas alteraciones de la IDH, ya sea como monoterapia o en
combinacién con otros agentes. A lo largo de estas lineas, se ha demostrado recientemente que la inhibicion de la
IDH2 mitocondrial da como resultado un aumento de la sensibilidad de las células tumorales a una variedad de
agentes quimioterapéuticos (49). En resumen, este descubrimiento de mutaciones de la IDH en un subconjunto de
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pacientes con GBM y en, como minimo, otro tipo de cancer se abre una nueva ruta de investigacion que podria
iluminar un aspecto poco apreciado anteriormente de la tumorigénesis humana.

La divulgacion anterior describe de forma general la presente invencién. Todas las referencias descritas en el
presente documento se incorporan expresamente por referencia. Una comprensién mas completa puede obtenerse
con referencia a los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en el presente documento con propdsitos
solamente de ilustracion y no estan destinados a limitar el alcance de la presente invencion.

EJEMPLO 1
Materiales y procedimientos

Se extrajo ADN de muestras de tumor primario y xenoinjerto y linfocitos normales de la sangre de pacientes
emparejados, obtenidos del Banco de Tejidos en el Centro de Tumores Cerebrales Preston Robert Tisch de Duke y
los centros colaboradores, tal como se ha descrito anteriormente'”. Todos los tumores cerebrales analizados fueron
sometidos a una revision por consenso de dos neuropatélogos. El panel de tumores cerebrales comprendi6é 21
astrocitomas pilociticos y 2 gliomas de células gigantes subependimarios (grado | de la OMS); 31 astrocitomas
difusos, 51 oligodendrogliomas, tres oligoastrocitomas, 30 ependimomas y siete xantoastrocitomas pleomorficos
(grado Il de la OMS); 43 astrocitomas anaplasicos, 36 oligodendrogliomas anaplasicos y siete oligoastrocitomas
anaplasicos (grado Ill de la OMS); 178 GBM y 55 meduloblastomas (grado IV de la OMS). Las muestras de GBM
incluyeron 165 casos primarios y 13 secundarios. Quince de los GBM eran de pacientes menores de 20 anos). Los
GBM secundarios fueron definidos como aquellos que se extirparon mas de 1 afo después de un diagnostico
anterior de un glioma de grado inferior (grado I-Ill de la OMS). Sesenta y seis de los 178 GBM, pero ninguno de los
tumores de grado inferior, habian sido analizados en el andlisis anterior de los presentes inventores de mutaciones
de todo el genoma de GBM'®. Ademas de los tumores cerebrales, se examinaron 494 canceres no del SNC: 35
canceres de pulmén, 57 canceres gastricos, 27 canceres de ovario, 96 canceres de mama, 114 canceres
colorrectales, 95 canceres de pancreas, siete canceres de prostata, 4 leucemias mielégenas crénicas, 7 leucemias
linfociticas croénicas, 7 leucemias linfoblasticas agudas y 45 leucemias mielégenas agudas. Todas las muestras se
obtuvieron segun la Ley de Transferencia y Responsabilidad del Seguro de Salud. La adquisicion de muestras de
tejido fue aprobada por la Junta de Revisién Institucional del Sistema de Salud de la Universidad de Duke y los IRB
e instituciones colaboradoras correspondientes.

Se amplificé el exon 4 del gen IDHT por PCRgI se secuencié el ADN tumoral y el normal emparejado para cada
paciente tal como se ha descrito anteriormente'®. En pacientes seleccionados sin una mutacion de la IDH? de R132
(aquellos con lesiones de grado Il o 1l o GBM secundario), se secuenciaron los siete exones restantes de IDH17 y los
11 exones del IDH2 y se analizaron en busca de mutaciones. Todos los exones de codificacién de TP53y PTEN
también se secuenciaron en el panel de oligodendrogliomas, oligodendrogliomas anaplasicos, astrocitomas
anaplasicos y GBM. La amplificacion de EGFR y la eliminacion de CDKN2A/CDKN2B se analizaron por PCR
cuantitativa en tiempo real en los mismos tumores'®. Se evaluaron muestras de oligodendroglioma vy
oligodendroglioma anaplasico en la pérdida de heterocigocidad (LOH) en 1p y 19q, tal como se ha descrito
anteriormente'®.

La informacion clinica incluyd la fecha de nacimiento, la fecha en la que se obtuvo la muestra de estudio, la fecha de
diagndstico patoldgico, la fecha y la patologia de cualquier diagndstico anterior de un glioma de grado inferior, la
administracién de la radioterapia y/o quimioterapia antes de la fecha en la que se obtuvo la muestra de estudio, la
fecha del ultimo contacto con el paciente, y el estado del paciente en el Ultimo contacto. La informacion clinica para el
analisis de supervivencia estaba disponible para todos los 482 pacientes con tumor cerebral primario. Se trazaron las
curvas de supervivencia de Kaplan-Meier y las distribuciones de supervivencia se compararon mediante la prueba
Mantel Cox de rango logaritmico y la prueba de Wilcoxon. La supervivencia global se calcul6 utilizando la fecha de
diagnéstico y fecha de la muerte o el Gltimo contacto con los pacientes de GBM. Las correlaciones entre la aparicion
de mutaciones de IDH1/IDH2 y otras alteraciones genéticas se examinaron mediante la prueba exacta de Fisher.

EJEMPLO 2
Alteraciones de frecuencia elevada de IDH1 en pacientes con GBM jévenes

La lista de genes CAN principales incluyé una serie de genes individuales que anteriormente no habian sido
relacionados con GBM. El mas frecuentemente mutado de estos genes, el IDH1, codifica la isocitrato
deshidrogenasa 1, que cataliza la carboxilacién oxidativa de isocitrato a a-cetoglutarato, lo que da como resultado la
produccion de NADPH. Cinco genes isocitrato deshidrogenasa se codifican en el genoma humano, con los
productos de tres (IDH3 alfa, IDH3 beta, IDH3 gamma) formando un heterotetramero (o2fy en la mitocondria y que
utiliza NAD(+) como un aceptor de electrones para catalizar la etapa de velocidad limitante del ciclo de &cidos
tricarboxilicos. La cuarta isocitrato deshidrogenasa (IDH2) también se localiza en las mitocondrias, pero como IDH1,
utiliza NADP(+) como aceptor de electrones. El producto de la IDH1, a diferencia del resto de las proteinas comunes
de IDH, esta contenido dentro del citoplasma y los peroxisomas (41). La proteina forma un homodimero asimétrico
(42) y se cree que actua regenerando NADPH y o-cetoglutarato para procesos intraperoxisomales y biosintéticos
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citoplasmaticos. La produccién de NADPH citoplasmatico por la IDH1 parece jugar un papel importante en el control
celular de dafo oxidativo (43) (44). No se encontrd que ninguno de los otros genes de IDH, otros genes implicados
en el ciclo de los acidos tricarboxilicos u otras proteinas peroxisomales estuviera alterado genéticamente en el
andlisis de los presentes inventores.

Se descubrié que la IDH1 estaba mutada somaticamente en cinco tumores de GBM en el cribado de deteccién.
Sorprendentemente, los cinco tenian la misma mutacion heterocigética puntual, un cambio de una guanina por una
adenina en la posicion 395 del transcrito de la IDH1 (G395A), lo que conduce a una sustitucion de una arginina con
una histidina en el residuo de aminoacido 132 de la proteina (R132H). En el estudio anterior de los presentes
inventores de los canceres colorrectales, se habia descubierto que este mismo codén estaba mutado en un solo
caso a través de la alteracion del nucleétido adyacente, lo que daba como resultado un cambio de amino &cido
R132C (10). Se descubri6 que cinco GBM adicionales evaluados en el cribado de prevalencia de los presentes
inventores tenian mutaciones R132H heterocigoéticas y otros dos tumores adicionales tenian una tercera mutacién
distinta que afectaba al mismo residuo de aminoacido, R132S (figura 1; tabla 4). El residuo R132 se conserva en
todas las especies conocidas y se localiza en el sitio de unién del sustrato, formando la interaccién hidréfila con el
carboxilato alfa del isocitrato (figura 2) (42, 45).

Se hicieron varias observaciones importantes sobre las mutaciones de la IDH1 y su potencial importancia clinica. En
primer lugar, las mutaciones en la IDH1 se produjeron preferentemente en pacientes mas jévenes con GBM, con
una edad media de 33 afios para los pacientes con la IDH1 mutada, en comparacion con 53 afos para los pacientes
con IDH1 de tipo salvaje (P <0,001, prueba t, tabla 4. En pacientes menores de 35 afos de edad, casi el 50% (9 de
19) tenian mutaciones en la IDH1. En segundo lugar, se encontraron las mutaciones en la IDH1 en casi todos los
pacientes con GBM secundarios (mutaciones en 5 de 6 pacientes con GBM secundario, en comparacion con 7 de 99
pacientes con GBM primario, p <0,001, prueba binomial), incluyendo los cinco pacientes con GBM secundario
menores de 35 afios de edad. En tercer lugar, los pacientes con mutaciones de la IDH1 tenian un prondstico
mejorado de forma significativa, con una mejora de la supervivencia global media de 3,8 afios, en comparacion con
1,1 afios para los pacientes con la IDH1 de tipo salvaje (P <0,001, prueba de rango logaritmico). Aunque son
conocidos que la juventud y la TP53 mutada son factores de prondstico positivos para pacientes con GBM, esta
asociacion entre la mutacion de la IDH1 y la mejora de la supervivencia se observo incluso en los pacientes menores
de 45 afos de edad (figura 3, P <0,001, prueba de rango logaritmico), asi como en el subgrupo de pacientes jévenes
con mutaciones de TP53 (P <0,02 prueba de rango logaritmico).

EJEMPLO 3
Muestras de ADN con glioblastoma multiforme (GBM)

Se obtuvo ADN tumoral de xenoinjertos de GBM y tumores primarios, con el ADN normal emparejado para cada
caso obtenido a partir de muestras de sangre periférica, tal como se ha descrito anteriormente (1). A todas las
muestras se les dio el diagndstico histolégico de glioblastoma multiforme (GBM; grado IV de la Organizacién Mundial
de la Salud), a excepcion de dos muestras del cribado de deteccidén que se registraron como "glioma de grado
elevado, no especificado de otra manera". Las muestras se clasificaron como recurrentes para pacientes en los que
un GBM habia sido diagnosticado, como minimo, 3 meses antes de la cirugia, cuando se obtuvo la muestra de GBM
de estudio. Hubo 3 GBM recurrentes en el cribado de deteccién y 15 en el cribado de prevalencia. Las muestras se
clasificaron como secundarias para pacientes en los que un glioma de grado inferior se habia confirmado
histolégicamente, como minimo, 1 afio antes de la cirugia, cuando se obtuvo la muestra de estudio del GBM (grado
I-11l de la OMS). Una muestra del cribado de deteccion y 5 muestras del cribado de prevalencia se clasificaron como
secundarias.

Se obtuvo la informacién clinica pertinente, incluyendo la fecha de nacimiento, la fecha de la muestra de GBM de
estudio obtenida, la fecha de diagnéstico original del GBM (si es diferente a la fecha en la que se obtuvo la muestra
de GBM, como en el caso de GBM recurrentes), la fecha y la patologia del diagnostico anterior del glioma de grado
inferior (en los casos de GBM secundarios), la administraciéon de radioterapia y/o quimioterapia antes de la fecha en
la que se obtuvo la muestra de GBM, la fecha del Gltimo contacto con el paciente y el estado del paciente en el
Ultimo contacto. Todas las muestras se obtuvieron segun la Ley de transferencia y responsabilidad del seguro de
salud (HIPAA). Todas las muestras se obtuvieron segun la Ley de transferencia y responsabilidad del seguro de
salud (HIPAA). Tal como se ha descrito anteriormente, se confirmé la coincidencia del par tumor-normal escribiendo
nueve loci STR utilizando el sistema PowerPlex 2.1 (Promega, Madison, Wisconsin) y las identidades de las
muestras se comprobaron a lo largo de los cribados de deteccion y prevalencia mediante la secuenciacién del exén
3 del gen HLA-A. La PCR y la secuenciacion se llevaron a cabo tal como se describe en (1).

EJEMPLO 4
Analisis estadistico de los datos clinicos

Se utilizé tejido normal y maligno emparejado de 105 pacientes de GBM para el andlisis genético. La informacion
clinica completa (es decir, toda la informacion clinica pertinente, como la fecha del diagndstico inicial de GBM, fecha
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de la muerte o el Gltimo contacto) estaba disponible para 91 de los 105 pacientes. De estos 91 pacientes, cinco (todos
con la IDH1 de tipo salvaje) murieron durante el primer mes después de la cirugia y se excluyeron del analisis
(Br308T, Br246T, Br23X, Br301T, Br139X), al igual que un solo paciente (Br119X) con una presunta cura quirtrgica
(también con la IDHI de tipo salvaje) que estaba vivo en el Gltimo contacto, aproximadamente, 10 afios después del
diagndstico. Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier se compararon mediante la prueba de rango logaritmico de
Mantel Cox. Las proporciones de riesgo se calcularon utilizando el procedimiento de Mantel-Haenszel. Las siguientes
definiciones se utilizaron en los calculos de agrupacion de los pacientes de GBM y el analisis de supervivencia: 1) La
edad del paciente se refiere a la edad en la que se obtuvo la muestra del GBM paciente. 2) GBM recurrente designa
un GBM que fue extirpado mas de 3 meses después de un diagndstico anterior de GBM. 3) GBM secundario designa
un GBM que fue extirpado mas de 1 afio después de un diagnéstico anterior de un glioma de grado inferior (OMS I-
). 4) La supervivencia global se calcula utilizando la fecha de diagnostico y fecha de la muerte o el dltimo contacto
con los pacientes de GBM. Todos los intervalos de confianza se calcularon al nivel del 95%.

EJEMPLO 5
Mutaciones de la IDH1 y la IDH2

El andlisis de secuencias de la IDH1 en 976 muestras de tumores revel6 un total de 167 mutaciones somaticas en el
residuo R132, incluyendo R132H (148 tumores), R132C (8 tumores), R132S (2 tumores), R132L (8 tumores) y
R132G (1 tumor) (figura 4A, figura 7). Los tumores con mutaciones de R132 somaticas incluyeron 25 de 31 (81%)
astrocitomas difusos (grado Il de la OMS), 41 de 51 (80%) oligodendrogliomas (grado Il de la OMS), 3 de 3 (100%)
oligoastrocitomas (grado Il de la OMS), uno de 7 (14%) xantoastrocitomas pleomorficos (grado Il de la OMS), 41 de
61 (67%) astrocitomas anaplasicos (grado Il de la OMS), 31 de 36 (86%) oligodendrogliomas anaplasicos (grado Il
de la OMS), 7 de 7 (100%) oligoastrocitomas anaplasicos (grado Il de la OMS), 11 de 13 (85%) GBM secundarios y
7 de 165 (4%) GBM primarios (figura 1B, figura 11). En contraste, no se observaron mutaciones R132 en 21
astrocitomas pilociticos (grado | de la OMS), dos astrocitomas subependimarios de células gigantes (grado | de la
OMS), 30 ependimomas (grado Il de la OMS), 55 meduloblastomas o en ninguna de las 494 muestras de tumores
no del SNC. El analisis de secuencias de los exones restantes de la IDH1 no revel6 otras mutaciones somaticas de
la IDH1 en los tumores negativos en R132.

Si la IDH1 fue critica para el desarrollo o la progresién de los oligodendrogliomas y astrocitomas, los presentes
inventores razonaron que las alteraciones en otros genes con funciones similares a la IDH1 podrian encontrarse en
aquellos tumores sin mutaciones de la IDH1. Por lo tanto, se analiz6 el gen IDH2, que codifica la Gnica proteina
homéloga humana para IDH1 que utiliza NADP+ como aceptor de electrones. La evaluacion de la secuencia de
todos los exones de la IDH2 en estas muestras, revel6 ocho mutaciones sométicas, todas en el residuo R172:
R172M en tres tumores, R172K en tres tumores, y R172G en dos tumores (figura 1A, figura 7). El residuo R172 en
IDH2 es el analogo exacto del residuo R132 de la IDH1, que se encuentra en el sitio activo de la enzima y forma
enlaces de hidrogeno con el sustrato isocitrato.

A fin de evaluar adicionalmente el tiempo de las alteraciones de la IDH en la progresiéon del glioma, se evaluaron
mutaciones de la IDH1 en siete pacientes con gliomas progresivos en los que estaban disponibles muestras de
tumores tanto de grado inferior como elevado. El andlisis de la secuencia identifico mutaciones de la IDH1 tanto en
los tumores de grado inferior como alto en los siete casos (figura 8, tabla 4). Estos resultados demuestran
inequivocamente que las alteraciones de la IDH1 se producen en tumores de grado inferior y que los canceres
posteriores en estos pacientes se derivan directamente de estas lesiones tempranas.

También se examinaron los oligodendrogliomas, los oligodendrogliomas anaplasicos, astrocitomas anaplasicos y un
subconjunto de GBM para las mutaciones de TP53 y PTEN, la amplificacion del EGFR, la eliminacion de
CDKN2A/CDKN2B, y LOH de 1p/19qg (figura 12). Las mutaciones TP53 eran mucho mas comunes en los
astrocitomas anaplasicos (63%) y GBM secundarios (60%) que en los oligodendrogliomas (16%) o los
oligodendrogliomas anaplasicos (10%) (p <0,001, prueba exacta de Fisher). Por el contrario, se encontraron
eliminaciones de 1p y 19g con mas frecuencia en tumores oligodendrociticos que en astrociticos, tal como se
esperaba'®.

La comparacion de estas alteraciones con las de la IDH1 y la IDH2 revel6 varias correlaciones sorprendentes. Casi
todos los astrocitomas anaplasicos y GBM con las IDH1/IDH2 mutadas también tenian la mutacién de TP53 (82%),
pero sélo el 5% tenian alguna alteracion de PTEN, EGFR o CDKN2A/CDKN2B (figura 12). Por el contrario, los
astrocitomas anaplasicos y GBM con la IDH1 de tipo salvaje tenian pocas mutaciones de TP53 (21%) y alteraciones
mas frecuentes de PTEN, EGFR, o CDKN2A/CDKN2B (40%) (p <0,001, prueba exacta de Fisher). No se observé
pérdida de 1p/19q en el 85% (45/53) de los tumores oligodendrociticos con las IDH1 o IDH2 mutadas pero en
ninguno (0/9) de los pacientes con genes de las IDH de tipo salvaje (p <0,001, prueba exacta de Fisher).

Los pacientes con astrocitomas anaplésicos y GBM con mutaciones de la IDH1 o la IDH2 eran significativamente mas
jovenes que los que tenian genes de la IDH1 y la IDH2 de tipo salvaje (mediana de edad de 34 afos frente a 58 afos,
p <0,001, prueba t de Student). Curiosamente, a pesar de la baja mediana de edad de los pacientes con mutaciones
de la IDH1 o la IDH2, no se identificaron mutaciones en GBM de pacientes que tenian menos de 20 afios de edad (0
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de 18 pacientes, figura 9). En los pacientes con oligodendrogliomas y oligodendrogliomas anaplasicos, la mediana de
edad de los pacientes con mutaciones de la IDH1 o la IDH2 fue de 39 afios, con mutaciones en la IDH1 identificadas
en dos adolescentes (14 y 16 afos), pero no en los pacientes mas jovenes (0 a 4).

La observacién anterior de los presentes inventores de un mejor pronéstico para los pacientes con GBM con IDH1
mutado'® se confirmé en este conjunto de datos mas grande y se extendi6 para incluir a pacientes con mutaciones
en la IDH2. Los pacientes con mutaciones en la IDH1 o la IDH2 tenian una mediana de supervivencia global de 39
meses, significativamente mas larga que la supervivencia de 13,5 meses en los pacientes con la IDH1 de tipo
salvaje (figura 5, p <0,001, prueba de rango logaritmico). Las mutaciones de los genes del IDH también se asociaron
con un mejor pronostico en pacientes con astrocitomas anaplasicos (grado Il de la OMS), con mediana de
supervivencia global de 65 meses para los pacientes con mutaciones y 19 meses para los que no las tenian (p
<0,001, prueba de rango logaritmico). El analisis de supervivencia diferencial no pudo realizarse en pacientes con
astrocitomas difusos, oligodendrogliomas u oligodendrogliomas anaplasicos porque habia pocos tumores de este
tipo sin mutaciones del gen IDH.
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EJEMPLO 6
Estrategia de secuenciacién

Se ha ampliado la estrategia de secuenciacién de los presentes inventores desarrollada anteriormente para la
identificacion de mutaciones somaticas para incluir 23.219 transcritos de 20.583 genes. Estos incluyen 2.783 genes
adicionales de las bases de datos Ensembl que no estaban presentes en las bases de datos CCDS o RefSeq
analizadas en estudios anteriores (10, 11). Ademas, se han redisefiado cebadores de PCR para las regiones del
genoma que (i) eran dificiles de amplificar por PCR y se habian analizado por debajo de lo éptimo en estudios
anteriores; o (ii) se descubrié que compartian una identidad significativa con otras secuencias de ser humano o de
raton. La combinacion de estas secuencias de cebadores nuevas y redisefiadas y existentes dio lugar a un total de
208.311 pares de cebadores (tabla S1, disponible en linea en Science del 26 de Septiembre de 2008: vol. 321. no.
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5897, pags. 1807 - 1812) que se utilizé con éxito para el andlisis de secuencia de los exones de codificacién de
estos genes.

Se seleccionaron veintidés muestras de GBM (figura 10, tabla S2) para el analisis de secuencias de PCR, que
consta de 7 muestras extraidas directamente de tumores de pacientes y 15 muestras de tumores pasadas como
xenoinjertos en ratones desnudos. Un tumor (Br27P) fue un GBM secundario obtenido de un paciente que
anteriormente habia sido tratado tanto con terapia de radiacion como quimioterapia, incluyendo la temozolomida. El
resto de los tumores se clasificaron como GBM primarios y no habian recibido tratamiento dirigido al tumor antes de
la adquisicion de la muestra de tumor estudiada.

En la primera etapa de este analisis, denominada cribado de deteccion, se utilizaron los pares de cebadores para
amplificar y secuenciar 175.471 exones de codificacion y secuencias donadoras y aceptoras de empalme intrénicas
adyacentes en las 22 muestras de GBM y en una muestra normal emparejada. Los datos se reunieron para cada
region amplificada y se evaluaron con criterios de calidad estrictos, lo que dio como resultado el éxito de
amplificacion y secuenciacion del 95,0% de los amplicones y el 93,0% de las bases especificas en los 22 tumores.
Un total de 689 Mb de datos de secuencias se generaron a través de este enfoque. Las trazas de amplicon se
analizaron utilizando enfoques automatizados para identificar cambios en las secuencias tumorales que no estaban
presentes en las secuencias de referencia de cada gen, a continuacion, se eliminaron de analisis adicionales
alteraciones presentes en la muestra de control normal y en bases de datos de polimorfismo de nucleétido Unico
(SNP). Las trazas de secuencias restantes de alteraciones potenciales se inspeccionaron visualmente para eliminar
las notificaciones de falsos positivos de mutacién generados a través del software automatizado de los presentes
inventores. Todos los exones que contienen mutaciones supuestas se reamplificaron posteriormente y se
secuenciaron en las muestras afectadas por el tumor y en las de ADN normal emparejado. Este proceso permitié la
confirmacion de la mutaciéon en la muestra de tumor y determinar si la alteracion era somatica (es decir, especifica
de tumor) o estaba presente en la linea germinal. Todas las mutaciones somaticas supuestas se examinaron
computacionalmente y experimentalmente para confirmar que las alteraciones no surgen a través de la amplificacion
aberrante conjunta de secuencias de genes relacionados (12).

Tabla 1. Resumen de los analisis genomicos de GBM

Anadlisis de secuenciacion

Numero de genes analizados 20.583
Numero de transcritos analizados 23.781
Numero de exones analizados 184.292
Pares de cebadores disefiados para la amplificacién 219.229
Fraccion de amplicones de paso* 95,0%
Numero total de nuclettidos secuenciados 689.071.123
Fraccion de secuencias de amplificacion de paso analizadas con éxito” 98,4%
Fraccion de bases diana analizadas con éxito” 93,0%
Numero de mutaciones somaticas identificadas (n = 22 muestras) 2.328
Numero de mutaciones somaticas (excluyendo Br27P) 996
Sentido erréneo 870
Finalizacién 43
Insercion 3
Eliminacion 46
Duplicacion 7
Sitio de empalme o UTR 27
Numero promedio de alteraciones de la secuencia por muestra 47,4

Analisis del numero de copias

Numero total de loci SNP evaluados por cambios en el nimero de copias 1.069.688
Numero de alteraciones del nimero de copias identificadas (n = 22 muestras) 281
Amplificaciones 147
Eliminaciones homocigoéticas 134
Numero promedio de amplificaciones por muestra 6,7
Numero promedio de eliminaciones homocigéticas por muestra 6,1

* Amplicones de paso se definen por tener puntuaciones PHRED20 o mejores mas del 90% de la secuencia diana
en el 75% de las muestras analizadas. *Fraccién de nucledtidos que tienen puntuaciones de PHRED20 o mejor
(véase los Materiales de apoyo en linea para obtener informacion adicional).
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EJEMPLO 7
Andlisis de alteraciones de la secuencia

Se descubrié que 2.043 genes (el 10% de los 20.661 genes analizados) contenian, como minimo, una mutacién
somatica que se esperaria que alterara la secuencia de la proteina. La gran mayoria de estas alteraciones eran
sustituciones de una sola base (94%), mientras que las otras eran pequefas inserciones, eliminaciones o
duplicaciones. La muestra de tumor Br27P obtenida del paciente tratado anteriormente con la terapia de radiacion y
quimioterapia (incluyendo la temozolomida), tenia 1332 mutaciones somaticas totales, 17 veces mas que cualquiera
de los otros 21 pacientes (figura 10, tabla S3). El espectro de mutaciones de esta muestra, que comprende un
exceso de transiciones C > T en la citosina 5' de dinucleotidos CpC, fue radicalmente diferente de las de los otros
pacientes de GBM, pero fue consistente con observaciones anteriores de un fenotipo de hipermutacién en muestras
de glioma de pacientes tratados con temozolomida (13, 14). En los pacientes notificados anteriormente, se pensoé
que la hipermutabilidad que se producia debido a la exposicién prolongada de un agente alquilante en presencia de
deficiencia de reparacion de falta de coincidencia de genes MSHS6; sin embargo, en BR27P, no se observaron
alteraciones somaticas en MSH6 o en cualquiera de los otros genes de reparacion de falta de coincidencia (MSH2,
MLH1, MIH3, PMS 1, PMS2). En contraste con BR27P, no se conocia que ninguna de las otras muestras de los 21
tumores analizados en el cribado de deteccién hubiera recibido radioterapia o tratamiento quimioterapéutico anterior
y ninguna tenia el espectro de mutacién caracteristico del CpC que se ha descubierto en este tipo de tumores
pretratados.

Después de eliminar el Br27P de la consideracion, se observd que las 993 mutaciones restantes estaban
distribuidas de manera relativamente uniforme entre los 21 tumores restantes (figura 10, tabla S3). El nimero de
mutaciones somaticas identificadas en cada tumor oscil6 entre el 17 y 79, con un promedio de 47 mutaciones por
tumor, o 1,51 mutaciones por Mb del genoma secuenciado del tumor GBM. Seis muestras de ADN extraidas de
tumores primarios tenian un nimero algo mas pequeno de mutaciones que los obtenidos a partir de xenoinjertos,
probablemente debido al efecto de enmascaramiento de células no neoplasicas en el primero. Anteriormente se
habia demostrado que las lineas celulares y xenoinjertos proporcionan la plantilla de ADN o6ptima para los analisis
de secuenciacién del genoma del cancer (15) y que representan fielmente las alteraciones presentes en tumores
primarios (16).

Tanto el nimero total como la frecuencia de alteraciones de la secuencia en GBM fueron sustancialmente mas
pequefos que el nimero y la frecuencia de estas alteraciones observadas en los canceres de colon o de mama, y
ligeramente menores que en el pancreas (10, 11, 17). La explicacion mas probable de esta diferencia es la
reduccion del nUmero de generaciones de células en células gliales antes de la aparicién de la neoplasia. Se ha
sugerido que hasta la mitad de las mutaciones somaticas observadas en los canceres colorrectales se producen en
células madre epiteliales durante los procesos de renovacion de células normales (16). Dado que las células madre
gliales normales se producen con mucha menos frecuencia que las células epiteliales mamarias o del colon, se
esperaria que contuvieran muchas menos mutaciones cuando tuviera lugar la mutacion iniciadora del tumor (18).

Ademas, se evalu6 un conjunto de 20 genes mutados identificados en el cribado de deteccion en un segundo
cribado, denominado cribado de prevalencia, que comprende 83 GBM adicionales con historiales clinicos bien
documentados (tabla S2, disponible en linea en Science, 26 Septiembre de 2008: vol. 321. no. 5897, pags. 1807 -
1812). Estos genes mutaron en, como minimo, dos tumores y tenian frecuencias de mutacion de mas de 10
mutaciones por Mb de ADN tumoral secuenciado. Se identificaron mutaciones somaticas no silenciosas en 15 de
estos 20 genes en las muestras tumorales adicionales (figura 10, tabla S4). La frecuencia de mutaciones de todos
los genes analizados en el cribado de prevalencia fue de 24 mutaciones por Mb de ADN tumoral, aumentada
notablemente desde la frecuencia de mutaciones global en el cribado de deteccion de 1,5 mutaciones por Mb (p
<0,001, prueba binomial). Ademas, la proporcion observada de mutaciones no silenciosas a silenciosas (NS:S) entre
las mutaciones en el cribado de prevalencia fue 14,8:1, sustancialmente mayor que la proporcion 3,1:1 que se
observo en el cribado de deteccion (P <0,001, prueba binomial). El aumento de la frecuencia de mutaciones y el
mayor nimero de mutaciones no silenciosas sugieren que los genes mutados en los cribados de prevalencia se
enriquecieron en genes que contribuyeron activamente a la tumorigénesis.

Ademas de la frecuencia de mutaciones en un gen, el tipo de mutacion puede proporcionar informacion Util para la
evaluacion de su papel potencial en la enfermedad (19). Las mutaciones de finalizacion, inserciones o eliminaciones
fuera de marco de lectura y los cambios de sitio de empalme conducen generalmente a la inactivacion de los
productos de proteina. El efecto probable de las mutaciones de sentido erréneo se puede evaluar a través de la
evaluacion del residuo mutado por medios evolutivos o estructurales. Para evaluar las 21 mutaciones de sentido
erroneo, se ha desarrollado un nuevo algoritmo que utiliza el aprendizaje automatico de 56 caracteristicas de
prediccién en base a las propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos implicados en la subestacion y su
conservacion evolutiva en las posiciones equivalentes de proteinas conservadas (12). Se predijo que,
aproximadamente, el 15% de las mutaciones de sentido erréneo identificadas en el presente estudio tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre la funcién de la proteina cuando se evalu6 por este procedimiento (figura 10,
tabla S3). También se pudieron hacer modelos estructurales de 244 de las 870 mutaciones de sentido erréneo
identificadas en este estudio (20). En cada caso, el modelo se basa en la cristalografia de rayos X o espectroscopia
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de resonancia magnética nuclear de la proteina normal o un homélogo estrechamente relacionado. Este analisis
mostré que 35 de las mutaciones de sentido erréneo se ubicaban cerca de una interfaz de dominio o sitio de union al
sustrato y era probable que afectaran a su funcion (enlaces a los modelos estructurales disponibles en (12)).

EJEMPLO 8
Analisis de los cambios del nimero de copias

A continuacion, los mismos tumores se evaluaron en las alteraciones del numero de copias a través de la hibridacion
gendmica de las muestras de ADN a matrices de oligonucleétidos de alta densidad lllumina que contienen,
aproximadamente, 1 milléon de sondas de loci SNP (21). Recientemente se ha desarrollado un enfoque sensible y
especifico para la identificacién de amplificaciones focales que dan como resultado 12 o0 mas copias por nucleo
(amplificacion de 6 veces o mas en comparacion con el genoma diploide), asi como las eliminaciones de ambas
copias de un gen (eliminaciones homocigoéticas) utilizando estas matrices (22). Estas alteraciones focalizadas se
pueden utilizar para identificar genes candidatos subyacentes en estas regiones. Es imposible identificar de forma
fiable estos genes candidatos en regiones con aberraciones cromosémicas mas grandes, tales como las
relacionadas con las ganancias o pérdidas de brazos cromosdémicos enteros, que se producen con frecuencia en los
tumores y que son de importancia desconocida.

Se han identificado un total de 147 amplificaciones (figura 10, tabla S5) y 134 eliminaciones homocigoéticas (figura
10, tabla S6) en las 22 muestras utilizadas en el cribado de deteccion, con 0 a 34 amplificaciones y 0 a 14
eliminaciones encontradas por muestra tumoral. Aunque el nimero de amplificaciones fue similar entre las muestras
primarias y aquellos tumores que habian sido pasados como xenoinjertos, las Ultimas muestras permitieron la
deteccion de un mayor nimero de eliminaciones homocigoéticas (promedio de 8,0 eliminaciones por xenoinjerto
frente a 2,2 por muestra primaria). Estas observaciones son consistentes con los informes anteriores que
documentan la dificultad de identificar eliminaciones homocigéticas en las muestras que contienen la contaminacion
de ADN normal (23) y ponen de manifiesto la importancia de la utilizacion de las células tumorales humanas
purificadas, tales como las presentes en xenoinjertos o lineas celulares, para el analisis genémico.

EJEMPLO 9
Integracion de los andlisis de secuenciacion, nimero de copias y expresion

Las mutaciones que surgen durante la tumorigénesis pueden proporcionar una ventaja selectiva a la célula tumoral
(mutaciones conductoras) o no tienen ningun efecto neto sobre el crecimiento tumoral (mutaciones pasajeras). Los
datos de mutaciones obtenidos a partir de la secuenciacion y el andlisis de las alteraciones del nimero de copias se
integraron con el fin de identificar los genes candidatos del cancer de GBM (genes CAN) que serian mas propensos
a ser conductores y, por lo tanto, merecedores de mayor investigacion. El enfoque bioinformatico utilizado para
determinar si un gen era susceptible de albergar mutaciones conductoras implicé la comparacién de la cantidad y el
tipo de mutaciones observadas en cada gen con el nimero que se esperaria debido a las tasas de mutaciones
pasajeras. Para alteraciones de la secuencia, se calcularon los limites superior e inferior de las tasas de pasajeras.
El limite superior se calculé de forma conservadora como el nimero total de alteraciones observadas menos
aquellas mutaciones que se producen en los genes del cancer conocidos, dividido por la cantidad de ADN tumoral
secuenciado, mientras que el limite inferior se determin6é sobre la base de las mutaciones silenciosas observadas y
las estimaciones de las relaciones esperadas NS:S (12). Para los cambios de nimero de copias, se ha realizado la
suposicién muy conservadora de que todas las amplificaciones y eliminaciones eran pasajeras cuando se determiné
la tasa de base. Para el analisis de cada gen, todos los tipos de alteraciones (cambios de secuencia, amplificaciones
y eliminaciones homocigéticas), posteriormente se combinaron para estimar la probabilidad de pasajeras para aquel
gen (véase (12) para una descripcion mas detallada de los procedimientos estadisticos).

Los genes CAN mejor clasificados, junto con sus probabilidades de pasajeras, se enumeran en la figura 10, tabla
S7. Los genes CAN incluyen una serie de genes que habian sido bien establecidos con respecto a su participacion
en los gliomas, entre los que se incluyen TP53, PTEN, CDKN2A, RB1, EGFR, NF1, PIK3CA y PIK3R1 (24-34). De
estos genes, entre los mas frecuentemente alterados en los analisis de los presentes inventores se incluyeron
CDKN2A (alterado en el 50% de los GBM), TP53, EGFR, y PTEN (alterados en el 30-40%), NF1, CDK4 y RB1
(alterados en el 12-15%), y PIK3CA y PIK3R1 (alterados en el 8-10%). En general, estas frecuencias, que son
similares a las que se han notificado anteriormente, 0 en algunos casos superiores a éstas, validan la sensibilidad
del enfoque de los presentes inventores para la deteccién de alteraciones somaticas.
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Tabla 2. Genes CAN alterados con mayor frecuencia en GBM

Eliminaciones

Mutacion ntuales® Amplificaciones® i
utaciones pu tuales P homougotlcas&

Fraccion de

Gen :;l:mero z;accwn :;l:mero z;accwn :;l:mero z;accwn tumlore_s con (F;robabi!i dad
cualquier e pasajeras
tumores tumores tumores tumores tumores tumores alteracion
CDKN2A 0/22 0% 0/22 0% 11/22 50% 50% 0,00
TP53 37/105 35% 0/22 0% 1/22 5% 40% 0,00
EGFR 15/105 14% 5/22 23% 0/22 0% 37% 0,00
PTEN 27/105 26% 0/22 0% 1/22 5% 30% 0,00
NF1 16/105 15% 0/22 0% 0/22 0% 15% 0,04
CDK4 0/22 0% 3/22 14% 0/22 0% 14% 0,00
RB1 8/105 8% 0/22 0% 1/22 5% 12% 0,01
IDHA 12/105 1% 0/22 0% 0/22 0% 11% 0,00
PIK3CA 10/105 10% 0/22 0% 0/22 0% 10% 0,10
PIK3R1 8/105 8% 0/22 0% 0/22 0% 8% 0,14

Se enumeran los genes CAN alterados mas frecuentemente; todos los genes CAN estan enumerados en la tabla S7. "Fraccién de
tumores con mutaciones puntuales indica la fraccion de GBM mutados de las 105 muestras en los cribados de deteccion y
prevalencia. En el cribado de prevalencia, no se analizaron CDKN2A y CDK4 en mutaciones puntuales porque no se detectaron
alteraciones de secuencia en estos genes en el cribado de deteccién. *Fraccion de tumores con amplificaciones y eliminaciones
indica el nimero de tumores con estos tipos de alteraciones en las 22 muestras del cribado de deteccién. ‘Probabilidad de pasajera
indica la probabilidad de pasajeras - Mid (12)

El andlisis de los miembros de genes adicionales dentro de las rutas afectadas por estos genes identifico
alteraciones de genes criticos en la ruta TP53 (TP53, MDM2, MDM4), la ruta RB1 (RB1, CDK4, CDKN2A) y la ruta
PISK/PTEN (PIK3CA, PIK3R1, PTEN, IRS1). Estas alteraciones dieron lugar a rutas aberrantes en la mayoria de los
tumores (64%, 68% y 50%, respectivamente) y en todos los casos excepto uno, las mutaciones dentro de cada
tumor afectaron sélo a un miembro Unico de cada ruta de una manera mutuamente exclusiva (P <0,05) (tabla 3). El
andlisis sistematico de los grupos y las rutas de genes funcionales contenidos dentro de la base de datos MetaCore
bien anotada (35) identificéd el enriquecimiento de genes mutados en miembros adicionales de las rutas TP53 y
PISK/PTEN, asi como en una variedad de otros procesos celulares, entre los que se incluian la regulacién de la
adhesién celular, asi como las rutas celulares especificas del cerebro, tales como las que implican la transmisién
sindptica, la transmision de los impulsos nerviosos y los canales implicados en el transporte de iones de sodio,
potasio y calcio (figura 10, tabla S8). Curiosamente, no se observdé que ninguna de estas Ultimas rutas se
enriqueciera en los estudios a gran escala sobre los canceres de pancreas (17) y puede representar una subversion
de los procesos de las células gliales normales para promover el crecimiento y la invasion no regulados. No se
habian apreciado que muchos miembros de las rutas detectadas tuvieran ningun papel en GBM o cualquier otro tipo
de cancer humano y se requerira un esfuerzo sustancial para determinar su papel en la tumorigénesis.
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Los patrones de expresiéon de genes pueden informar al analisis de las rutas, ya que pueden reflejar alteraciones
epigenéticas no detectables por el andlisis de la secuenciacion o del nimero de copias. También pueden apuntar a
los efectos cadena abajo en la expresion génica resultante de las rutas alteradas descritas anteriormente. Para
analizar el transcriptoma del GBM, se realiz6 SAGE (analisis en serie de la expresién génica) (36) en todas las
muestras de GBM utilizadas para el andlisis de mutaciones para los que se disponia de ARN (un total de 18
muestras), asi como dos controles de ARN cerebral normales independientes. Cuando se combina con
procedimientos paralelos masivos de secuenciacion por sintesis (37-40), SAGE proporciona una medida altamente
cuantitativa y sensible de la expresion génica.

El analisis del transcrito se utilizd por primera vez para ayudar a identificar los genes diana de las regiones
amplificadas y eliminadas que se identificaron en el presente estudio. Aunque algunas de estas regiones contenian
un gen tumoral supresor u oncogén conocido, muchas contenian varios genes que anteriormente no habian sido
implicados en el cancer. En las tablas S5 y S6, se pudo identificar un gen diana candidato dentro de varias de estas
regiones a través de la utilizacion de las mutaciones, asi como los datos del transcrito.

En segundo lugar, se ha intentado identificar genes que se expresaron diferencialmente en los GBM en comparacion
con el cerebro normal. Hubo un nimero elevado (143) de genes que se expresaron a un nivel, en promedio, 10
veces mayor en 18 GBM analizados (en comparacién con las muestras normales de cerebro). Entre los 143 genes
sobreexpresados, hubo 16 que se secretaron o se expresaron en la superficie celular. Muchos de éstos se
sobreexpresaron en los xenoinjertos, asi como en los tumores cerebrales primarios, lo que sugiere nuevas
oportunidades para aplicaciones de diagnoéstico y terapéuticas.

EJEMPLO 10
Alteraciones de alta frecuencia de IDH 1 en pacientes jovenes con GBM

La lista superior de genes CAN (figura 10, Tabla S7) incluye una serie de genes individuales que anteriormente no
habian sido relacionados con el GBM. El mas frecuentemente mutado de estos genes, IDH1, codifica isocitrato
deshidrogenasa 1, que cataliza la carboxilaciéon oxidativa de isocitrato a a-cetoglutarato, lo que da como resultado la
produccion de NADPH. Cinco genes de isocitrato deshidrogenasa se codifican en el genoma humano, formando los
productos de tres (IDH3 alfa, IDH3 beta, IDH3 gamma) un heterotetramero (2 en la mitocondria y utilizando NAD(+)
como un aceptor de electrones para catalizar la etapa limitante de velocidad del ciclo de los &cidos tricarboxilicos. La
cuarta isocitrato deshidrogenasa (IDH2) también se localiza en las mitocondrias, pero como la IDH1, utiliza NADP(+)
como aceptor de electrones. El producto de la IDH1, a diferencia del resto de las proteinas comunes de IDH, esta
contenido dentro del citoplasma y los peroxisomas (41). La proteina forma un homodimero asimétrico (42), y se cree
que funciona regenerando NADPH vy cetoglutarato para los procesos intraperoxisomales y biosintéticos
citoplasmaticos. La produccién de NADPH citoplasmatico por la IDH1 parece jugar un papel importante en el control
celular del dafo oxidativo (43) (44). No se encontrd que ninguno de los otros genes de IDH, otros genes implicados
en el ciclo de los acidos tricarboxilicos u otras proteinas peroxisomales estuviera alteradas genéticamente en el
andlisis de los presentes inventores.

Se encontré que la IDH1 estaba mutada somaticamente en cinco tumores de GBM en el cribado de deteccién.
Sorprendentemente, los cinco tenian la misma mutacién heterocigética puntual, un cambio de una guanina a una
adenina en la posicién 395 del transcrito de la IDH1 (G395A), lo que conducia a una sustitucién de una arginina con
una histidina en el residuo de aminoacido 132 de la proteina (R132H). En el estudio anterior de los presentes
inventores de los canceres colorrectales, se habia descubierto que este mismo codén mutaba en un solo caso a
través de la alteracion del nucleétido adyacente, lo que daba como resultado un cambio del aminoacido R132C (10).
Se descubrieron cinco GBM adicionales evaluados en el cribado de prevalencia de los presentes inventores con
mutaciones R132H heterocigéticas y otros dos tumores adicionales con una tercera mutacién distinta que afectaba
al mismo residuo de aminoacido, R132S (figura 1; tabla 4). El residuo R132 se conserva en todas las especies
conocidas y se localiza en el sitio de union del sustrato, formando la interaccion hidréfila con el carboxilato alfa del
isocitrato (figura 2) (42, 45).
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Se hicieron varias observaciones importantes sobre las mutaciones de la IDH1 y su potencial importancia clinica. En
primer lugar, las mutaciones en la IDH1 se produjeron preferentemente en pacientes mas jévenes con GBM, con
una edad media de 33 afios para los pacientes con la IDH1 mutada, en comparacion con 53 afos para los pacientes
con la IDH1 de tipo salvaje (P <0,001, prueba t, tabla 4). En pacientes menores de 35 afos de edad, casi el 50% (9
de 19) tenian mutaciones en la IDH1. En segundo lugar, las mutaciones en la IDH1 se encontraron en casi todos los
pacientes con GBM secundarios (mutaciones en 5 de 6 pacientes con GBM secundaria, en comparacion con 7 de 99
pacientes con GBM primarias, p <0,001, prueba binomial), incluyendo los cinco pacientes con GBM secundario
menores de 35 afios de edad. En tercer lugar, los pacientes con mutaciones de la IDH1 tenian un prondstico
mejorado de forma significativa, con una mediana de supervivencia global de 3,8 afos, en comparacién con 1,1
anos para los pacientes con IDH1 de tipo salvaje (P <0,001, prueba de rango logaritmico). Aunque la juventud y el
TP53 mutado son conocidos por ser factores de prondstico positivo para pacientes con GBM, esta asociacion entre
la mutacién de la IDH1 y la mejora de la supervivencia se observé incluso en los pacientes menores de 45 arios de
edad (figura 3, P <0,001, prueba de rango logaritmico), asi como en el subgrupo de pacientes jévenes con
mutaciones de TP53 (P <0,02, prueba de rango logaritmico).
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EJEMPLO 11
Materiales y procedimientos
Seleccion de gen

Se realiz6 la secuenciacion de exones codificantes de proteinas de 23.781 transcritos que representan a 20.735
genes unicos. Este conjunto comprendié 14.554 transcritos de la base de datos de la secuencia codificante de
consenso altamente conservada (CCDS) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/), otras 6.019 transcritos de la base de
datos de secuencia de referencia (RefSeq) (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/RefSeq/) y 3.208 transcritos
adicionales con marcos de lectura abierta intactos de la base de datos Ensembl (http://www.ensembl.org/). Se
excluyeron los transcritos de los genes que se encuentran en el cromosoma Y o se duplicaron con precisién dentro
del genoma. Tal como se detalla a continuacion, se secuenciaron con éxito 23.219 transcritos que representan a
20.661 genes.

Recursos bioinforméaticos

Se adquirieron las coordenadas de genes y secuencias de la Secuencia codificante de consenso (Release 1),
RefSeq (version 16, marzo de 2006) y Ensembl (version 31) del sitio de Bioinformatica Genémico Santa Cruz UCSC
(http://genome.ucsc.edu). Las posiciones que se mencionan en las tablas complementarias corresponden a hg17
Santa Cruz UCSC, versién 35.1. Los polimorfismos de nucle6tido Unico utilizados para eliminar SNP conocidos
fueron los presentes en dbSNP (version 125) que habia sido validada por el proyecto HapMap. Se utilizé6 BLAT y
PCR informaticamente (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPer) para realizar busquedas de homologia en los
genomas humanos y de ratén.

Diseio de cebadores

Se utiliz6 el software Primer 3 (http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) para generar cebadores a no
menos de 50 pares de bases de los limites de diana, generando de productos de 300 a 600 pb. Los exones
superiores a 350 pb se dividieron en varios amplicones superpuestos. Se utilizaron PCR informatica y BLAT para
seleccionar pares de cebadores que producen un solo producto de PCR a partir de una posicion genémica Unica.
Los pares de cebadores para regiones duplicadas que dan multiples resultados de PCR informatico o BLAT se
redisefiaron en las posiciones que eran maximamente diferentes entre la diana y las secuencias duplicadas. Se
afadié un cebador universal (M13F, 5-GTAAAACGACGGCCAGT-3’; SEQ ID NO: 136) en el extremo 5’ del cebador
con el menor nimero de repeticiones de mononucleétidos o dinucleétidos o entre él mismo y la region diana. Las
secuencias de los cebadores utilizadas en este estudio se enumeran en la tabla S1 disponible en linea en Science,
26 Septiembre de 2008: vol. 321. no. 5897, pags. 1807 - 1812.

Muestras de ADN de glioblastoma multiforme (GBM)

Se obtuvo ADN tumoral de xenoinjertos de GBM y tumores primarios, con el ADN normal emparejado para cada
caso obtenido a partir de muestras de sangre periférica, tal como se ha descrito anteriormente (1). El cribado de
deteccion comprendié 22 muestras de tumores (15 xenoinjertos y 7 tumores primarios), incluyendo el cribado de
prevalencia otras 83 muestras (53 xenoinjertos y 30 tumores primarios). Informacién clinica adicional con respecto a
las muestras del cribado de deteccidn y prevalencia esta disponible en la tabla S2, disponible en linea en Science,
26 de Septiembre 2008: vol. 321. no. 5897, pags. 1807 — 1812. A todas las muestras se les dio el diagndstico
histolégico de glioblastoma multiforme (GBM; grado 1V de la Organizacion Mundial de la Salud), a excepcién de dos
muestras del cribado de deteccién que se registraron como "glioma de grado elevado, no especificado de otra
manera". Las muestras se clasificaron como recurrentes para pacientes en los que un GBM habia sido
diagnosticado, como minimo, 3 meses antes de la cirugia, cuando se obtuvo la muestra de GBM de estudio. Hubo 3
GBM recurrentes en el cribado de deteccion y 15 en el cribado de prevalencia. Las muestras se clasificaron como
secundarias para pacientes en los que un glioma de grado inferior (grado I-1ll de la OMS) se habia confirmado
histologicamente, como minimo, 1 afo antes de la cirugia, cuando se obtuvo la muestra de GBM de estudio. Una
muestra del cribado de deteccion y 5 muestras de cribado de prevalencia se clasificaron como secundarias.
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Tabla 5. Vision de conjunto de las muestras de GBM utilizadas en los cribados de prevalencia y deteccion

Deteccion Validacion Total

Numero de muestras 22 83 105
Edad del paciente

Edad media (afios) 48,6 51,7 51,0
Mediana de edad (afos) 45 53 52
Sexo del paciente

Hombre 14 55 69
Mujer 8 28 36
Fuente de la muestra

Xenoinjerto 15 53 68
Tumor primario 7 30 37
Subclase de GBM

Recurrente 3 15 18
Recurrente con quimioterapia anterior 1 10 11
Secundario 1 5 6

Se obtuvo la informacién clinica pertinente, incluyendo la fecha de nacimiento, la fecha de la muestra de GBM de
estudio obtenida, la fecha de diagnostico original del GBM (si es diferente a la fecha en la que se obtuvo la muestra
de GBM, como en el caso de GBM recurrentes), la fecha y la patologia del diagnostico anterior del glioma de grado
inferior (en los casos de GBM secundarios), la administraciéon de radioterapia y/o quimioterapia antes de la fecha en
la que se obtuvo la muestra de GBM, la fecha del Ultimo contacto con el paciente y el estado del paciente en el
Ultimo contacto. Todas las muestras se obtuvieron segun la Ley de transferencia y responsabilidad del seguro de
salud (HIPAA). Todas las muestras se obtuvieron segun la Ley de transferencia y responsabilidad del seguro de
salud (HIPAA). Tal como se ha descrito anteriormente, se confirmé la coincidencia del par tumor-normal escribiendo
nueve loci STR utilizando el sistema PowerPlex 2.1 (Promega, Madison, Wisconsin) y las identidades de las
muestras se comprobaron a lo largo de los cribados de deteccion y la prevalencia mediante la secuenciacion del
exén 3 del gen HLA-A. La PCR y la secuenciacion se llevaron a cabo tal como se describe en (1).

Analisis estadistico de los datos clinicos

Se utiliz6 tejido normal maligno y emparejado de 105 pacientes de GBM para el analisis genético. La informacién
clinica completa (es decir, toda la informacién clinica pertinente, como la fecha del diagnoéstico inicial de GBM, fecha
de la muerte o el dltimo contacto) estaba disponible para 91 de los 105 pacientes. De estos 91 pacientes, cinco
(todos con la IDH1 de tipo salvaje) murieron durante el primer mes después de la cirugia y se excluyeron del andlisis
(Br308T, Br246T, Br23X, Br301T, Br139X), al igual que un solo paciente (Br119X) con una presunta cura quirdrgica
(también con la IDH1 de tipo salvaje) que estaba vivo en el Ultimo contacto, aproximadamente, 10 afios después del
diagnéstico. Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier se compararon mediante la prueba de rango logaritmico
de Mantel Cox. Las proporciones de riesgo se calcularon utilizando el procedimiento de Mantel-Haenszel. Las
siguientes definiciones se utilizaron en los calculos de agrupacion de los pacientes de GBM y el analisis de
supervivencia: 1) La edad del paciente se refiere a la edad en la que se obtuvo la muestra del GBM del paciente. 2)
GBM recurrente designa un GBM que fue extirpado mas de 3 meses después de un diagnostico anterior de GBM. 3)
GBM secundario designa un GBM que fue extirpado mas de 1 afio después de un diagnéstico anterior de un glioma
de grado inferior (OMS I-Ill). 4) La supervivencia global se calcul6 utilizando la fecha de diagnéstico y fecha de la
muerte o el ultimo contacto con los pacientes de GBM. Todos los intervalos de confianza se calcularon al nivel del
95%.

Cribado de deteccién de mutaciones

Se amplificaron genes CCDS, RefSeq y Ensembl en 22 muestras de GBM y una muestra de control de tejidos
normales de uno de los pacientes de GBM. Todas las secuencias de codificacion y los 4 pb colindantes se
analizaron mediante Mutations Surveyor (SoftGenetics, State College, Pensilvania) acoplado a una base de datos
relacional (Microsoft SQL Server). Para un amplicon que se va a analizar adicionalmente, se requiere que, como
minimo, tres cuartas partes de los tumores tengan el 90% o mas de las bases en la regién de interés con una
puntuacion de calidad de Phred de 20. En los amplicones que superaron este control de calidad, se eliminaron las
mutaciones idénticas a las observadas en la muestra normal, asi como polimorfismos de nucleétido Unico conocidos.
A continuacién se inspeccioné visualmente el cromatograma de secuenciacion de cada mutacion detectada, para
eliminar los resultados de falsos positivos por el software. Cada mutacién supuesta se reamplificé y secuencié en el
ADN del tumor para eliminar artefactos. Se amplific y se secuencié el ADN de tejidos normales del mismo paciente
en el que se identifico la mutacién para determinar si las mutaciones eran somaticas. Cuando se encontré una
mutacion, se utilizd BLAT para buscar exones relacionados en los genomas humanos y de ratén, con el objeto de
garantizar que las mutaciones supuestas fueran el resultado de la amplificacién de secuencias homélogas. Cuando
habia una secuencia similar con el 90% de identidad sobre el 90% de la region diana, se llevaron a cabo etapas
adicionales. Las mutaciones que podian surgir de las duplicaciones humanas se reamplificaron utilizando cebadores
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diseriados para distinguir entre las dos secuencias. Se excluyeron mutaciones no observadas utilizando el nuevo par
de cebadores. El resto se incluyé siempre que la base mutante no estuviera presente en la secuencia homologa
identificada por BLAT. Las mutaciones observadas originalmente en xenoinjertos de ratén se reamplificaron en el
ADN de los tumores primarios y se incluyeron si la mutacion estaba presente en los tumores primarios o si el
mutante no fue identificado en la secuencia homéloga de raton identificada por BLAT.

Cribado de prevalencia de las mutaciones

Ademas, se evaluaron un conjunto de 20 genes mutados que se habian identificado en el cribado de deteccion en
un segundo cribado (prevalencia), que incluia 83 GBM adicionales (tabla S2). Los genes seleccionados habian
mutado en, como minimo, dos tumores y tenian frecuencias de mutacién de méas de 10 mutaciones por Mb de ADN
tumoral secuenciado. Los cebadores utilizados (tabla S1, disponible en linea en Science, 26 de Septiembre de 2008:
vol. 321. no. 5897, pags. 1807 - 1812) y los procedimientos de analisis y la duracién de mutaciones potenciales
fueron los mismos que en el cribado de deteccién. Todas las mutaciones somaticas que se observan en el cribado
de prevalencia se presentan en la figura 10, tabla S4.

Analisis del niUmero de copias

Se utilizé para analizar las muestras tumorales el ensayo lllumina Infinium Il Whole Genome Genotyping Assay que
utiliza la plataforma BeadChip en 1.072.820 (1M) de loci SNP. Todas las posiciones de SNP se basaron en la
version de la secuencia de referencia del genoma humano hg18 (NCBI Build 36, marzo de 2006). El ensayo de
genotipado comienza con la hibridacién a un oligonucleotido de 50 nucleétidos, seguido de una extension de una
sola base fluorescente de dos colores. Los archivos de imagen de intensidad de fluorescencia se procesaron
utilizando software lllumina BeadStation para proporcionar valores de intensidad normalizados (R) para cada
posicién de SNP. Para cada SNP, se comparo el valor de intensidad experimental normalizado (R) con los valores
de intensidad para aquel SNP a partir de un conjunto de entrenamiento de muestras normales y se represent6 como
una proporcion (denominada la "proporcion de Log R") de log2 (conjunto Rexperimental/Rentrenamiento).

El conjunto de datos de SNP se analiz6 mediante modificaciones de un procedimiento descrito anteriormente (2). Se
definieron las eliminaciones homocigéticas (HD) como tres 0 mas SNP consecutivos con un valor de proporcion de
LogR de -2. Se consideré al primer y dltimo SNP de la region HD los limites de alteracion para los andlisis
posteriores. Para eliminar los artefactos de chip y los posibles polimorfismos de numero de copias, se eliminaron
todas las HD que se incluyeron en las bases de datos de polimorfismo de nimero de copias. Las eliminaciones
homocigéticas adyacentes separadas por tres 0 menos SNP se consideraron parte de la misma eliminacion, asi
como las HD dentro de 100.000 pares de bases entre si. Para identificar los genes diana afectados por HD, se
comparé la localizacién de exones de codificacion en las bases de datos RefSeq, CCDS y Ensembl con las
coordenadas genomicas de las HD observadas. Se consideré que cualquier gen con una parte de su regién de
codificacién contenida dentro de una eliminacion homocigética estaba afectado por la eliminacion.

Tal como se indica en (2), las amplificaciones se definen por las regiones que contienen tres SNP con una
proporcion de LogR promedio de 0,9, con, como minimo, un SNP que tiene una proporciéon de LogR de 1,4. Al igual
que con las HD, se excluyeron todas las amplificaciones supuestas que tenian limites idénticos en multiples
muestras. Dado que las amplificaciones focales son mas propensas a ser Utiles en la identificacion de genes diana
especificos, se utilizd un segundo conjunto de criterios para eliminar amplificaciones complejas, grandes regiones
cromosomicas 0 cromosomas enteros que mostraron aumentos del nimero de copias. Amplificaciones de mas de 3
Mb de tamario y grupos de amplificaciones cercanas (dentro de 1 Mb) que también eran de mas de 3 Mb de tamafio
se consideraron complejas. Las ampliaciones o grupos de amplificaciones que se produjeron con una frecuencia de
4 amplificaciones distintas en una region de 10 Mb o 5 amplificaciones por cromosoma, se consideraron como
complejas. Las amplificaciones que quedaron después de estas etapas de filtrado se consideraron amplificaciones
focales y fueron las Unicas incluidas en los analisis estadisticos posteriores. Para identificar los genes codificantes
de proteinas afectados por las amplificaciones, se compar6 la ubicaciéon de las posiciones de inicio y final de cada
gen dentro de las bases de datos RefSeq, CCDS y Ensembl con las coordenadas gendmicas de las amplificaciones
observadas. Dado que las amplificaciones que contenian solo una fraccion de un gen son menos propensas a tener
una consecuencia funcional, sélo se consideraron los genes cuyas regiones de codificacion enteras estaban
incluidas en las amplificaciones observadas.

Estimacion de las tasas de mutaciones pasajeras

A partir de las mutaciones sin6nimas observadas en el cribado de deteccién, se estim6 un limite inferior de la tasa
de pasajeras. El limite inferior se definié como el producto de la tasa de mutaciones sinénimas y la proporcién NS:S
(1,02) observada en la base de datos HapMap de polimorfismos humanos. La tasa calculada de 0,38 mutaciones/Mb
secuenciado con éxito es probablemente una subestimacion, debido a que la seleccién contra mutaciones no
sindnimas puede ser mas estricta en la linea germinal que en las células somaticas. Un limite superior se calcul6 a
partir del nimero total observado de mutaciones no sinénimas/Mb después de excluir los genes mas altamente
mutados, que se sabe de estudios anteriores que eran conductoras (TP53, PTEN y RB1). La tasa de mutaciones
pasajeras resultante de 1,02 mutaciones no sinénimas/Mb representa una sobreestimacion de la tasa de base, dado
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que era probable que algunas de las mutaciones en genes distintos de TP53, PTEN, y RB1 fueran conductoras. Se
obtuvo una medida “Mid” de 0,70 mutaciones/Mb a partir del promedio de las proporciones limite inferior y superior.
Para las comparaciones de la cantidad y tipo de mutaciones somaticas identificadas en los cribados de deteccién y
de prevalencia, se utilizaron pruebas t de dos muestras entre porcentajes.

Analisis de expresion

Se generaron marcas SAGE utilizando un kit de Digital Gene Expression-Tag Profiling (lllumina, San Diego,
California) segun lo recomendado por el fabricante. En resumen, se purifico el ARN utilizando isotiocianato de
guanidina y se realiz6 el transcrito inversa con perlas magnéticas oligo-dT en, aproximadamente, 1 ug de ARN total
de cada muestra. La sintesis de la segunda cadena se consiguié a través de mellado con ARNsa H y la extensién
con ADN polimerasa |. El ADNc bicatenario se digiri6 con la enonucleasa de restriccién Nla Il y se ligd6 a un
adaptador que contenia un sitio de restriccion Mme |. Después de la digestiéon del Mme |, se ligé un segundo
adaptador, y la construccion de ADNc ligado al adaptador se enriquecié con 18 ciclos de PCR y los fragmentos de
85 pb se purificaron a partir de un gel de poliacrilamida. El tamafo de la biblioteca se estimé mediante PCR en
tiempo real y las marca se secuenciaron en un sistema Genome Analyzer (lllumina, San Diego, California).

Andlisis estadistico
Visién general del andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se centraron en la cuantificacién de la evidencia de que las mutaciones en un gen o un
conjunto biol6gicamente definido de genes reflejan una tasa de mutaciones subyacente que es mayor que la tasa de
pasajeras. En ambos casos, el andlisis integra datos de mutaciones puntuales con datos sobre alteraciones del
niamero de copias (CNA). La metodologia para el analisis de mutaciones puntuales se basa en lo descrito en (3),
mientras que la metodologia para la integracion a través de mutaciones puntuales y de la CNA se basa en (2). En el
presente documento, se da a conocer un resumen de autocontenido en el mismo, ya que se requirieron varias
modificaciones a los procedimientos descritos anteriormente.

Analisis estadisticos de los genes CAN

El perfil de la mutacion de un gen se refiere al nimero de cada uno de los veinticinco tipos de mutaciones
especificas de contexto definidas anteriormente (3). La evidencia sobre los perfiles de mutacion se evalu6 utilizando
un analisis empirico de Bayes (4) comparando los resultados experimentales con una distribucion de referencia que
representa un genoma compuesto solamente de genes pasajeros. Esto se obtiene mediante la simulacion de las
mutaciones a la tasa de pasajeras de una manera que replica con precision el plan experimental. En concreto, se
consideraron uno por uno cada gen y se simul6 el nimero de mutaciones de cada tipo a partir de una distribucion
binomial con probabilidad de éxito igual a la tasa de pasajeras especifica del contexto. El nimero de nucleétidos
disponibles en cada contexto es el nimero de nucledtidos secuenciados con éxito para ese contexto y gen particular
en las muestras estudiadas. Al considerar las mutaciones no sinénimas que no sean “indel”, el enfoque se centr6 en
los nucleétidos en situacién de riesgo, tal como se ha definido anteriormente (3).

Utilizando estos conjuntos de datos simulados, se evaluaron las probabilidades de pasajeras para cada uno de los
genes que se analizaron en este estudio. Estas probabilidades de pasajeras representan declaraciones acerca de
genes especificos en lugar de grupos de genes. Cada probabilidad de pasajeras se obtiene a través de una légica
relacionada con la de las proporciones de probabilidad: se compara la probabilidad de observar una puntuacion
particular en un gen si ese gen es un pasajero con la probabilidad de observarlo en los datos reales. La puntuacién
especifica de gen utilizado en el andlisis de los presentes inventores se basa en la prueba de proporcién de
verosimilitud (LRT) para la hip6tesis nula de que, para el gen en cuestion, la tasa de mutaciones sea la misma que la
tasa de mutaciones pasajeras. Para obtener una puntuacion, simplemente se transformé la LRT en s = log (LRT).
Las puntuaciones més elevadas indican una evidencia de tasas de mutaciones por encima de las tasas de
pasajeras. Este enfoque general para evaluar las probabilidades de pasajeras sigue el descrito por Efron y Tibshirani
(4). En concreto, para cualquier puntuacion s dada, F(s) representa la proporcion de genes simulados con las
puntuaciones mas elevadas que s en los datos experimentales, FO es la proporcién correspondiente en los datos
simulados, y p0 es la proporcién total estimada de genes con pasajeras (descrita a continuacion). La variacion a
través de las simulaciones es pequefa pero no obstante se generaron y cotejaron 100 conjuntos de datos para
estimar FO. A continuacioén, se calcularon numéricamente las funciones de densidad f y fO correspondientes a F y FO
y se calculd, para cada puntuacién de s, la relacién PO « fO(s) /f(s), denominada también como "tasa de falsa
deteccion local" (4). La estimacion de la densidad se realizé utilizando la funcion de "densidad" en el lenguaje de
programacion estadistica R con la configuracion predeterminada. Los célculos de probabilidad de pasajeras
dependen de una estimacion de p0, la proporcion de pasajeras verdaderas. La implementacion de los presentes
inventores busca dar una cota superior a p0 y proporcionar de este modo estimaciones muy conservadoras de la
probabilidad de pasajeras. Con este fin se ha establecido p0 = 1. También se ha limitado la probabilidad de
pasajeras para que cambiara de forma monétona con la puntuacién comenzando con los valores mas bajos y
estableciendo de forma recurrente valores que disminuyan en el siguiente valor a su derecha. De manera similar, se
limitaron las probabilidades de pasajeras a cambiar de forma monoétona con la tasa de pasajeras.
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Un paquete de codigo abierto para la realizacién de estos célculos en el entorno estadistico R, llamado
CancerMutationAnalysis, esta disponible en
http://astor.som.jhmi.edu/~gp/software/CancerMutationAnalysis/cma.htm. Una explicacién matematica detallada de
la implementacion de los presentes inventores especifica se proporciona en (5) y las cuestiones analiticas generales
se discuten en (6).

Analisis estadistico de CNA. Para cada uno de los genes implicados en las ampliaciones o eliminaciones, se ha
cuantificado ademas la fuerza de la evidencia de que conducen a tumorigénesis a través de estimaciones de las
probabilidades de pasajeras. En cada caso, se obtuvo la probabilidad de pasajeras como una probabilidad a
posteriori que integra informacién del analisis de las mutaciones somaticas de (3) con los datos presentados en este
articulo. Las probabilidades de pasajeras derivadas del andlisis de mutaciones puntuales sirven de probabilidades a
priori. Estas estan disponibles para los tres escenarios diferentes de las tasas de mutaciones pasajeras y las
puntuaciones se presentan por separado para cada uno en la figura 10, tabla S3. Posteriormente se evaluo, una
proporcion de probabilidad para "conductora” frente a "pasajera” utilizando como prueba el nimero de muestras en
las que se ha descubierto que un gen se ha amplificado (o eliminado). El término pasajera es la probabilidad de que
el gen en cuestion se amplifique (o elimine) a la frecuencia observada. Para cada muestra, se comenz6 calculando
la probabilidad de que las amplificaciones (y eliminaciones) observadas incluyeran el gen en cuestiobn por
casualidad. Se requiere la inclusion de todos los SNP disponibles para la amplificacién, mientras que cualquier
superposicion de SNP es suficiente para las eliminaciones. En concreto, si en una muestra especifica N de SNP se
escribe y se encuentran K amplificaciones, cuyos tamarios, en términos de SNP que participan, son: A1... AK, un
gen con G SNP se incluira al azar con probabilidad (A1 - G + 1)/N + .... + (AK - G + 1)/N para amplificaciones y (A1 +
G - 1)/N + ... + (AK + G - 1)/N para las eliminaciones. A continuacién, se calculé la probabilidad del nimero
observado de amplificaciones (o eliminaciones) suponiendo que las muestras son independientes pero no variables
aleatorias de Bernoulli idénticamente distribuidas, utilizando el algoritmo de Thomas y Traub (7). El enfoque de los
presentes inventores para evaluar la probabilidad bajo la hipétesis nula es muy conservadora, ya que supone que
todas las eliminaciones y amplificaciones observadas soélo incluyen pasajeras. El término conductora de la
proporcion de probabilidad se aproximé al término de pasajeras, después de multiplicar las tasas especificas de
pasajeras de la muestra anterior por un factor especifico que refleja el aumento de interés del gen (hipotesis
alternativa). Este aumento se calcula por la relacion entre la tasa de eliminacidon empirica del gen y la tasa de
eliminacién general.

Este enfoque combinatorio hace una suposicién de aproximacién de la independencia de las amplificaciones y
eliminaciones. En realidad, los genes amplificados no se pueden eliminar, por lo que técnicamente se viola la
independencia. Sin embargo, debido al ndmero relativamente pequefio de acontecimientos de amplificacién y
eliminacién, esta suposicion es sostenible para los fines del analisis de los inventores. La inspeccion de la
probabilidad, en una escala logaritmica, sugiere que es mas o menos lineal en el nUmero total de eventos, dando
apoyo a la validez de esta aproximacién como un sistema de puntuaciones.

Analisis de las rutas y los grupos de genes mutados

Se obtuvieron cuatro tipos de datos de la base de datos MetaCore (GeneGo, Inc., St. Joseph, Michigan): mapas de
ruta, procesos de Ontologia de genes (GO), redes de proceso GeneGo y las interacciones proteina-proteina. La
pertenencia de cada uno de los 23.781 transcritos en estas categorias fue recuperada de las bases de datos
utilizando identificadores RefSeq. En los mapas de ruta GeneGo, se identificaron 22.622 relaciones, que involucran
a 4.175 transcritos y 509 rutas. Para los procesos de Ontologia de genes, se identificaron un total de 66.397
relaciones de parejas, que involucran 12.373 transcritos y 4.426 grupos GO. Para las redes de proceso GeneGo, se
identificaron un total de 23.356 relaciones de pares, que involucran 6.158 transcritos y 127 procesos. Se evaluaron
también los productos proteicos predichos de cada gen mutado con respecto a sus interacciones fisicas con las
proteinas codificadas por otros genes mutados, tal como se deduce a partir de la base de datos MetaCore.

Para cada uno de los conjuntos de genes considerados, se cuantificd la fuerza de la evidencia de que incluian una
proporcion mas elevada que el promedio de conductores de carcinogénesis después de considerar el tamario del
conjunto. Con este fin, se han ordenado los genes con una puntuacién basada en la probabilidad de pasajeras
combinada descrita anteriormente (teniendo en cuenta las mutaciones, eliminaciones homocigéticas y
amplificaciones). Se comparo la clasificacion de los genes contenidos en el conjunto con la clasificacion de los que
estan fuera, utilizando la prueba de Wilcoxon, tal como se aplica en el paquete Limma en Bioconductor (8) y se
corrigié a continuacién para la multiplicidad por el método de valor de q con un alfa de 0,2 (9).

Andlisis bioinformatico
Visién general del andlisis bioinformatico
Se ha desarrollado una nueva fuente de software de bioinformatica (que se muestra a continuacion) para calcular:

(1) una puntuacion para la clasificacion de las mutaciones somaticas de sentido erréneo por la probabilidad de que
sean pasajeras (LSMUT). Las puntuaciones se basan en propiedades derivadas de secuencias de proteinas,
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cambios de residuos de aminoacidos y posiciones dentro de las proteinas; y (2) las anotaciones cualitativas de cada
mutacion, sobre la base de modelos de homologia de estructura de proteinas.

Puntuaciones de mutacién

Se evaluaron varios algoritmos de aprendizaje automatico supervisados para identificar uno que distinguiera de
forma fiable entre los polimorfismos presumiblemente neutrales y las mutaciones asociadas con el cancer. El mejor
algoritmo era un “Bosque Aleatorio” (12), que se entrené en 2.840 mutaciones asociadas con cancer y 19.503
polimorfismos de paginas SwissProt Variant (13) utilizando software “Bosque Aleatorio paralelo” (PARF) [http:
//www.irb.hrien/ CIR/projects/info/PARF]. Se identificaron las mutaciones asociadas con cancer mediante el andlisis
de las palabras clave "cancer" "carcinoma", "sarcoma”, "blastoma", "melanoma", "linfoma", "adenoma" y "glioma".
Para cada mutacion o polimorfismo, se calcularon 58 caracteristicas numéricas y categoricas (véase la tabla
posterior). Se encontraron dos mutaciones presentes en las muestras tumorales de GBM en las paginas SwissProt
Variant y se eliminaron de los datos de entrenamiento. Debido a que el conjunto de entrenamiento contenia,
aproximadamente, 7 veces mas polimorfismos que mutaciones asociadas con cancer, se utilizaron coeficientes de
ponderacién para sobreponderar a la clase minoritaria (el coeficiente de ponderacién de una mutacion asociada al
cancer fue de 5,0 y el coeficiente de ponderacién de un polimorfismo fue de 1,0). El parametro “mtry” fue ajustado a
8 y el tamafo del bosque a 500 arboles. Los valores de caracteristicas que faltaban se rellenaron utilizando el
algoritmo de imputacion basado en la proximidad del Bosque Aleatorio (12) con seis iteraciones. Todos los ajustes
de parametros completos y todos los datos utilizados para construir el Bosque Aleatorio estan disponibles bajo
peticion.

A continuacién se aplicé el bosque entrenado a 594 mutaciones de sentido erroneo del GBM y a un grupo de control
de 142 mutaciones de sentido errobneo generadas aleatoriamente en los transcritos de 78 genes que se encontraron
que no habian mutado en 11 canceres colorrectales (5). Para cada mutacion, se calcularon las 58 caracteristicas de
prediccién tal como se ha descrito anteriormente y se utilizé6 el bosque entrenado para calcular una puntuacion
predictiva para la clasificacion de las mutaciones. En concreto, las puntuaciones utilizadas son la fraccién de arboles
que “votaron” a favor de la clase "polimoérfica” para cada mutacion.

Para evaluar la hipétesis de que las puntuaciones de las mutaciones de sentido erréneo en los genes CAN mejor
clasificados se distribuyeron de manera diferente que las mutaciones de sentido erréneo aleatorias, se aplicé una
prueba modificada de Kolmogorov-Smirnov (KS), en la que los lazos se rompen mediante la adicion de un nimero
aleatorio muy pequefio para cada puntuacién. Se descubrié que las puntuaciones de las mutaciones de sentido
erréneo en los 13 primeros genes CAN fueron significativamente diferentes que las mutaciones en el conjunto de
control (P <0,001).

Resultados de la
secuenciacion
‘tumoral

ID transcripcion

Mutacion

{Base de datos mysaL
CSC Genome Browser
Paginas i
SwissProt

variant

Traducir ARNm
a secuencia de
aminodcidos

mutaciones asociadas
con cancer y polimorfismos

Cambio y posicion de
residuo de aminoacido

Socumncia de | Cambio y posicidn de Secuenci de
proteina | residuo de aminoacido proteina

~ ]
@é:’;‘e“"”s @Iar caracteristicas
h {
Caracterisiicas” Caracterisiicas”
predictivas numéricas| {predictivas numericas
y categbricas .
{58) {56)

1 |

@anque Aleatorio Bosque
_Punluaclﬁn de
mutacion
Linea de software bioinformético para calcular puntuaciones de mutacién. Se entrena a un algoritmo de aprendizaje automético supervisado

(Bosque Aleatorio) sobre 22.000 variantes anotadas (mutaciones asociadas con el cancer y polimorfismos) de las paginas SwissPort Variant.
Se calculan un total de 56 caracteristicas predictivas numéricas y categdricas para cada variante. _]

Se estim6 que las mutaciones con puntuaciones menores de 0,7 (aproximadamente el 15% de las mutaciones de
sentido erréneo) es poco probable que fueran pasajeras. El umbral se basa en la similitud supuesta de las pasajeras
a los polimorfismos neutros en el conjunto de SwissProt Variant, de los cuales sélo, aproximadamente, el 2% tenian
puntuaciones menores de 0,7. Se obtuvieron las puntuaciones de SwissProt Variants mediante la particion aleatoria
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en dos partes, entrenando un Bosque Aleatorio en cada una (tal como se ha descrito anteriormente) y
posteriormente calificando cada parte con el Bosque Aleatorio entrenado en la otra.

Modelos de homologia

Las traducciones proteicas de los transcritos de ARNm que se habia descubierto que tenian mutaciones somaticas
de sentido erréneo se introdujeron en el software de construccion de modelos de homologia ModPipe
1.0/MODELLER 9.1 (14, 15). Para cada mutacion, se identificaron todos los modelos que incluian la posicién
mutada. Si se produjo mas de un modelo para una mutacién, se seleccioné el modelo que tenia la identidad de
secuencia mas alta con su estructura de plantilla. El modelo resultante se utilizé para calcular la accesibilidad al
disolvente del residuo de tipo salvaje en la posicion mutada, utilizando el software DSSP (16). Los valores de
accesibilidad se normalizaron dividiendo por la accesibilidad de disolvente maxima del residuo para cada tipo de
cadena lateral en un tripéptido Gly-X-Gly (17). Se consideraron que accesibilidades a disolventes superiores al 36%
eran "expuestas”, las que estan entre el 9% y el 35% se consideraron "intermedias" y aquellas inferiores al 9% se
consideraron "enterradas". El DSSP también se utilizé para calcular la estructura secundaria de la posicién mutada.
Se utilizé las bases de datos LigBase (18) y PiBase (19) para identificar posiciones de residuos mutados en los
modelos de homologia que estaban cerca de ligandos o interfaces de dominio en las posiciones equivalentes de sus
estructuras plantilla. Por ultimo, para cada mutacién, se gener6 una imagen de la mutacion mapeada sobre su
modelo de homologia con UCSF Chimera (20). Las imagenes y la informacion asociada para cada mutacién estan
disponibles en http://karchinlab.org/Mutants/ CAN-genes/pancreatic/Pancreatic_cancer.html). Las coordenadas
modelo estan disponibles bajo peticion.

Tabla 6. Las 58 caracteristicas numéricas y cateqoricas utilizadas para entrenar al Bosgue Aleatorio

# Caracteristica Descripcion

1 Cambio de carga neta de residuos | El cambio en la carga formal resultante de la mutacion.

2 Cambio de volumen neto de | El cambio en el volumen de residuos resultante de la mutacion (18).
residuos

3 Cambio hidrofobicidad neta de | El cambio en la hidrofobicidad de los residuos resultante de la sustitucién
residuos (19).

4 Puntuacion del modelo de | Esta caracteristica se calcula basandose en el grado de conservacion
conservacién posicional oculto de | del residuo estimado a partir de un alineamiento de secuencias multiples
Markov (HMM) construido con un software SAM-T2K (20), utilizando la proteina en la

que la mutacién se produce como la secuencia origen (21). Los
alineamientos SAM-T2K son alineamientos grandes, de nivel
superfamilia que incluyen homologos relacionados de forma distante (asi
como homadlogos cercanos y ortélogos) de la proteina de interés.

5 Entropia de alineamiento HMIM La entropia de Shannon calculada para la columna del alineamiento de

secuencias multiples SAM-T2K, correspondiente a la ubicacion de la
mutacién (27).

6 Entropia relativa de alineamiento | Diferencia en la entropia de Shannon calculada para la columna del

HMM alineamiento de secuencias multiples SAM-T2K (correspondiente a la
ubicacion de la mutacion) y la de una distribucién de base de residuos
de aminoacidos calculada a partir de una muestra grande de
alineamientos de secuencias mdltiples (217).

7 Puntuacion de compatibilidad para | Estos alineamientos de secuencias multiples se calculan utilizando
la sustitucion de aminoacidos en | grupos de proteinas ortélogas de la base de datos OMA (22), que estan
la columna de un alineamiento de | alineados con el software T-Coffee (23). La puntuacion de compatibilidad
secuencias multiple de ortélogos. para la mutacién en la columna de interés se calcula como:

(P (residuo mas frecuente en la columna) - 2*P (tipo salvaje) +
P(mutante) + P(eliminaciéon) - 1) / (5 * numero de residuos de
aminoacidos unicos en la columna)
8 Puntuacion de Grantham La puntuacion de sustitucion de Grantham para el tipo salvaje =>
transicion mutante (24).

9- Accesibilidad al disolvente | Estas caracteristicas comprenden la probabilidad de que el residuo de

11 predicha del residuo tipo salvaje sea enterrado, intermedio o expuesto segun lo predicho por
una red neuronal entrenada con el software Predict-2nd (20) en un
conjunto de 1763 proteinas con estructuras cristalinas de rayos X de alta
resolucién que comparten menos del 30% de homologia (25).

12- | Contribucion  predicha a la | Estas caracteristicas comprenden la probabilidad de que el residuo de

14 | estabilidad proteica tipo salvaje contribuya a la estabilidad global de las proteinas de una
manera que es altamente estabilizante, promedio o desestabilizante,
segun lo predicho por una red neuronal entrenada con el software
Predict-2nd (20) en un conjunto de 1763 proteinas con menos del 30%
de homologia. Las estimaciones de estabilidad para los datos de
entrenamiento de la red neuronal se calcularon utilizando el campo de
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fuerza FoldX (26).

15- | Flexibilidad predicha (Bfactor) Estas caracteristicas comprenden la probabilidad de que la cadena
17 principal del residuo de tipo salvaje sea rigida, intermedia o flexible, tal
como se predijo por una red neuronal entrenada con el software Predict-
2nd (20) en un conjunto de 1763 proteinas con menos del 30% de
homologia. Se estimaron las flexibilidades para los datos de
entrenamiento de la red neuronal basadas en los factores de
temperatura normalizados, calculados utilizando el procedimiento de (27)
a partir de los archivos de estructura cristalina de rayos X.
18- | Estructura secundaria predicha Estas caracteristicas comprenden la probabilidad de que la estructura
20 secundaria de la region en la que existe el residuo de tipo salvaje sea
una hélice, bucle o hebra, tal como se predijo por una red neuronal
entrenada con software Predict-2nd (20) en un conjunto de 1763
proteinas con estructuras cristalinas y con menos del 30% de homologia.
21 Cambio en la hidrofobicidad Cambio en la hidrofobicidad del residuo debido a la transicién tipo
salvaje — mutante.
22 | Cambio en el volumen Cambio en el volumen del residuo debido a la transicién tipo salvaje —
mutante.
23 | Cambio en la carga Cambio en la carga formal del residuo debido a la transicion tipo salvaje
— mutante.
24 | Cambio en la polaridad Cambio en la polaridad del residuo debido a la transicion tipo salvaje —
mutante.
25 | Puntuacién de sustitucién EX Puntuacién de la sustitucién de aminodcidos a partir de la matriz EX (28)
26 | Puntuacion de sustitucién | Puntuacién de la sustitucion de aminodcidos a partir de la matriz
PAM250 PAM250 (29)
27 | Puntuacion de sustituciéon | Puntuacién de la sustitucion de aminoacidos a partir de la matriz
BLOSUM 62 BLOSUM 62 (30)
28 | Puntuacion de sustitucién MJ Puntuacion de la sustitucion de aminoacidos a partir de la matriz de
energia de contacto Miyazawa-Jernigan (28, 31)
29 | Recuento de mutaciones | Nimero de veces que la sustitucion tipo salvaje — mutante se produce
HGMD2003 en la base de datos de Mutaciones del Genoma Humano, version 2003
(28, 32.
30 | Recuento de mutaciones VB Puntuacion de la sustitucion de aminoacidos a partir de la matriz VB
(Venkatarajan y Braun) (28, 33)
31- | Probabilidad de ver el residuo de | Calculada por frecuencias conjuntas de triplas de aminoacidos en
34 | tipo salvaje en la posicién primera, | proteinas humanas que se encuentran en UniProtKB (77)
intermedia o Ultima de una tripla
de aminodcidos
35- | Probabilidad de ver el residuo | Calculada por frecuencias conjuntas de triplas de aminoacidos en
37 | mutante en la primera, intermedia | proteinas humanas que se encuentran en UniProtKB (77)
0 ultima posicion de una tripla de
aminodcidos
38- | Diferencia en la probabilidad de | Calculada por frecuencias conjuntas de triplas de aminoacidos en
40 | ver el tipo salvaje frente al residuo | proteinas humanas que se encuentran en UniProtKB (77)
mutante en la posicién primera,
intermedia o Ultima de una tripla
de aminodcidos
41 Probabilidad de ver el tipo salvaje | Calculada por una cadena de Markov de quintuplas de aminoacidos en
en el centro de una ventana de 5 | proteinas humanas que se encuentran en UniProtKB (77)
residuos de aminodcidos
42 | Probabilidad de ver el mutante en | Calculada por una cadena de Markov de quintuplas de aminoacidos en
el centro de una ventana de 5 | proteinas humanas que se encuentran en UniProtKB (77)
residuos de aminodcidos
43- | Caracteristicas categoricas | Estas caracteristicas dan anotaciones, conservadas a partir de la
56 | binarias de la tabla de | bibliografia, de los sitios de union generales, sitios activos generales,
caracteristicas de la Base de | sitios de union de lipidos, metales, carbohidratos, ADN, fosfato y calcio,

Conocimientos UniProt para el
producto proteico del transcrito

disulfuros, seleno-cisteinas, residuos modificados, residuos de
propéptido, residuos de péptido sefal, sitios mutagénicos conocidos,
regiones transmembrana, regiones de composicién parcial, regiones de
repeticion, motivos conocidos, y dedos de zinc. El nimero entero 1
indica que una caracteristica esta presente y el nimero entero 0 indica
que esta ausente en una posicion mutada.
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CLAUSULAS
1. Procedimiento de caracterizacion de un tumor GBM en un sujeto humano, que comprende:

analizar un tumor GBM en un sujeto humano para identificar la presencia o ausencia de una mutaciéon somatica en

e el coddn 132 en la isocitrato deshidrogenasa 1 (/IDHT); o

e elcoddn 172 en la isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2).

2. Procedimiento, segun la clausula 1, en el que la mutacion somatica es R132H en la IDHT.
3. Procedimiento, segun la clausula 1, en el que la mutacion somatica es R132S en la IDH1.
4. Procedimiento, segun la clausula 1, en el que la mutacion somatica es R132C en la IDH1.
5. Procedimiento, segun la clausula 1, en el que la mutacion somatica es R132L en la IDH1

6. Procedimiento, segun la clausula 1, en el que la mutacion somatica es R132G en la IDH1.
7. Procedimiento, segun la clausula 1, en el que la mutacién somatica es R172M en la IDH2.
8. Procedimiento, segun la clausula 1, en el que la mutacion somatica es R172K en la IDH2.

9. Procedimiento, segun la clausula 1, en el que la mutacion somatica es R172G en la IDH2.
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10. Procedimiento, segun la clausula 1, que comprende ademas la etapa de:

identificar el tumor como probable que sea un GBM secundario cuando la mutacién somatica esta presente o un
GBM primario cuando la mutacion somatica esta ausente.

11. Procedimiento, segun la clausula 1, que comprende ademas la etapa de:

asignar un prondstico mas favorable (mayor esperanza de vida) cuando la mutacion somatica esta presente o un
pronéstico menos favorable (menor esperanza de vida) cuando la mutacion somatica esta ausente.

12. Procedimiento, segun la clausula 1, que comprende ademas la etapa de:

asignar el sujeto a un grupo de ensayos clinicos sobre la base de presencia o ausencia de la mutacién somatica.
13. Procedimiento, segun la clausula 1, que comprende ademas la etapa de:

prescribir un inhibidor de la IDH1 o la IDH2 para tratar el tumor GBM.

14. Procedimiento, segun la clausula 1, que comprende ademas la etapa de:

administrar un inhibidor de la IDH1 o la IDH2 para tratar el tumor GBM.

15. Procedimiento, segun la clausula 13, en el que el inhibidor es un anticuerpo que se une especificamente a IDH1,
IDH2, o IDH1 e IDH2.

16. Procedimiento, segun la clausula 14, en el que el inhibidor es un anticuerpo que se une especificamente a IDH1,
IDH2, o IDH1 e IDH2.

17. Procedimiento, segun la clausula 13, en el que el inhibidor es un anticuerpo que se une especificamente al
codon 132 de la IDH1, al codén 172 de la IDH2 o a ambos de dichos codones.

18. Procedimiento, segun la clausula 14, en el que el inhibidor es un anticuerpo que se une especificamente al
codon 132 de la IDH1, al codén 172 de la IDH2 0 ambos de dichos codones.

19. Procedimiento, segun la clausula 13, que comprende ademas: la prescripcion de un agente de quimioterapia en
concierto con el inhibidor de la IDH1.

20. Procedimiento, segun la clausula 14, que comprende ademas: la administracion de un agente de quimioterapia
en concierto con el inhibidor de la IDH1.

21. Procedimiento, segun la clausula 1, que comprende: amplificar, como minimo, una parte de:

e el gen IDH1 o el ADNc del ARNm de la IDH1, comprendiendo dicha parte el codén 132 o el nucleétido 394
6 395 del transcrito de la IDH1; o

e el gen IDH2 o el ADNc del ARNm de la IDH2, comprendiendo dicha parte el codén 172 o el nucleétido 515
del transcrito de la IDH2.

22. Procedimiento, segun la clausula 1, en el que la etapa de determinacion utiliza un anticuerpo que se une
especificamente a la isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1), a la isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2), o a ambas IDH1 e
IDH2.

23. Procedimiento, segun la clausula 1, en el que la etapa de determinacion utiliza un anticuerpo que se une
preferentemente a uno o mas de R132H, R132C, R132S, R132L y R132G, de la isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1)
y R172M, R172G y R172K de la IDH2, en relacion a R132 de la IDH1 0 a R172 de la IDH2.

24. Procedimiento, segun la clausula 1, en el que la etapa de determinacién utiliza la hibridacion de una sonda de
oligonucledtido que comprende:

e el coddn 132 de la IDH1 o el nucledtido 394 6 395 del transcrito de la IDH1 ademas de nucleétidos
adyacentes suficientes de la IDH1 para lograr la hibridacion especifica; o

e el coddn 172 de la IDH2 o el nucledtido 515 del transcrito de la IDH2 ademas de nucleétidos adyacentes
suficientes de la IDH2 para lograr la hibridacion especifica.
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25. Procedimiento, segun la clausula 1, en el que la etapa de determinacion comprende la utilizaciéon de extensién
con cebador para generar un producto de reaccién que comprende, como minimo, una parte de:

IDH1 que incluye el coddén 132 o el nucleétido 394 6 395 del transcrito de la IDH1; o

IDH2 que incluye el coddn 172 o el nucledtido 515 del transcrito de la IDH2.

26. Anticuerpo aislado que se une especificamente a:

R132H de la IDH1, 0 R132C de la IDH1, 0 R132S de la IDH1, o R132L de la IDH1, 0 R132G de la IDH1,
pero no R132 de la IDHT;

R172M de la IDH2, R172G, o R172K de la IDH2, pero no R172 de la IDH2;
R132 de la IDH1; 0
R172 de la IDH2.

27. Anticuerpo, segun la cladusula 26, que es un anticuerpo monoclonal.

28. Anticuerpo, segun la clausula 26, que es una molécula de region variable monocatenaria.

29. Procedimiento de inmunizacién de un mamifero, que comprende la etapa de:

administrar a un mamifero un polipéptido mutante que comprende, como minimo, 8 residuos de aminoacidos
contiguos de:

una proteina IDH1 humana que se encuentra en un tumor humano, comprendiendo dichos, como minimo, 8
residuos de aminoacidos contiguos el residuo 132, en la que el residuo 132 no es arginina; o

una proteina IDH2 humana que se encuentra en un tumor humano, comprendiendo dichos, como minimo, 8
residuos de aminoacidos contiguos el residuo 172, en la que el residuo 172 no es arginina;

por el que se producen anticuerpos y/o células T que son inmunorreactivos con los epitopos que se encuentran en el
polipéptido mutante de la IDH1 pero no se encuentran en la IDH1 normal o se encuentran en el polipéptido mutante
de la IDH2 pero no se encuentran en la IDH2 normal.

30. Procedimiento, segun la clausula 29, en el que el polipéptido mutante comprende un residuo R132H de la IDH1.

31. Procedimiento, segun la clausula 29, en el que el polipéptido mutante comprende un residuo R132S de la IDH1.

32. Procedimiento, segun la clausula 29, en el que el polipéptido mutante comprende un residuo R132C de la IDH1.

33. Procedimiento, segun la clausula 29, en el que el polipéptido mutante comprende un residuo R132G de la IDH1.

34. Procedimiento, segun la clausula 29, en el que el polipéptido mutante comprende un residuo R132L de la IDH1.

35. Procedimiento, segun la clausula 29, en el que el polipéptido mutante comprende un residuo R172M de la IDH2.

36. Procedimiento, segun la clausula 29, en el que el polipéptido mutante comprende un residuo R172K de la IDH2.

37. Procedimiento, segun la clausula 29, en el que el polipéptido mutante comprende un residuo R172G de la IDH2.

38. Polipéptido mutante que comprende, como minimo, 8 residuos de aminoacidos contiguos de:

una proteina IDH1 humana que se encuentra en un tumor humano, comprendiendo dichos, como minimo, 8
residuos de aminoacidos contiguos el residuo 132, en la que el residuo 132 no es arginina; o

una proteina IDH2 humana que se encuentra en un tumor humano, comprendiendo dichos, como minimo, 8
residuos de aminoacidos contiguos el residuo 172, en la que el residuo 172 no es arginina;

39. Polipéptido mutante, segun la clausula 38, en el que el polipéptido es un polipéptido de la IDH1 y el residuo 132
se selecciona entre el grupo que comprende histidina, cisteina, leucina, serina y glicina.
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40. Polipéptido mutante, segun la clausula 38, en el que el polipéptido es un polipéptido de la IDH2 humana y el
residuo 172 se selecciona entre el grupo que comprende glicina, lisina y metionina.

41. Polinucleétido aislado que comprende, como minimo, 18 pero menos de 600 residuos de nucledtidos contiguos
de una secuencia codificante de una proteina humana IDH1 o IDH2 que se encuentra en un tumor humano,
comprendiendo dichos, como minimo, 18 residuos de aminoacidos contiguos:

¢ los nucledtidos 394 y/o 395 de la IDH1, en el que dichos nucleétidos 394 y/o 395 no son C y/o G,
respectivamente;

e el nucledtido 515 de la IDH2, en el que dicho nucleétido 515 no es una G.
42. Polinucleétido aislado, segun la clausula 41, en el que la secuencia codificante es la de una proteina IDH1
humana y el nucleétido 394 se selecciona entre el grupo que comprende T, A, y G o el nucleétido 395 se selecciona

entre el grupo que comprende Ay T.

43. Polinucledtido aislado, segun la clausula 41, en el que la secuencia codificante es la de una proteina IDH2
humana y el nucleétido 515 se selecciona entre el grupo que comprende T y A o el nucleétido 514 es una G.

44. Procedimiento de inmunizacién de un mamifero, que comprende la etapa de:

administrar a un mamifero un polipéptido que comprende, como minimo, 8 y menos de 200 residuos de aminoacidos
contiguos de:

e una proteina IDH1 humana, comprendiendo dichos, como minimo, 8 residuos de aminoacidos contiguos el
residuo 132, en la que el residuo 132 es arginina; o

e una proteina IDH2 humana, comprendiendo dichos, como minimo, 8 residuos de amino&cidos contiguos el
residuo 172, en la que el residuo 172 es arginina;

por el que se producen anticuerpos y/o células T que son inmunorreactivos con los epitopos que se encuentran en el
polipéptido de la IDH1 o se encuentran en el polipéptido mutante de la IDH2.

45. Polipéptido de la isocitrato deshidrogenasa que comprende, como minimo, 8 y menos de 200 residuos de
aminoacidos contiguos de:

e una proteina IDH1 humana, comprendiendo dichos, como minimo, 8 residuos de aminoacidos contiguos el
residuo 132, en la que el residuo 132 es arginina; o

e una proteina IDH2 humana, comprendiendo dichos, como minimo, 8 residuos de amino&cidos contiguos el
residuo 172, en la que el residuo 172 es arginina;

46. Procedimiento de cribado de una sustancia de ensayo para el tratamiento del cancer, que comprende:

poner en contacto una sustancia de ensayo con una proteina IDH1 o IDH2 humanas;

ensayar la actividad enzimdtica de la proteina IDH1 o IDH2 humanas;

identificar una sustancia de ensayo que modula la actividad de la enzima como un candidato a agente terapéutico;
poner a prueba el candidato a agente terapéutico en una célula, tejido o modelo animal completo de cancer para
determinar la inhibicion del crecimiento de células cancerosas, la prolongacion de la esperanza de vida, la inhibicion
de la proliferacion de células cancerosas, la estimulacion de la apoptosis o la inhibicién del crecimiento tumoral.

47. Procedimiento, segun la clausula 46, en el que la proteina es la IDH1.

48. Procedimiento, segun la clausula 46, en el que la proteina es la IDH2.

49. Procedimiento, segun la clausula 46, en el que el modulador es un inhibidor.

50. Procedimiento, segun la clausula 46 en el que el modulador es un potenciador.

51. Procedimiento, segun la clausula 46, en el que la etapa de puesta a prueba se realiza en presencia de un
farmaco anticancerigeno quimioterapéutico.
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52. Procedimiento, segun la clausula 46, en el que la etapa de puesta a prueba se realiza en ausencia de un
farmaco anticancerigeno quimioterapéutico.

53. Procedimiento, segun la clausula 47, en el que la proteina tiene un aminoacido que no es arginina en el residuo
132.

54. Procedimiento, segun la clausula 48, en el que la proteina tiene un aminoacido que no es arginina en el residuo
172.

55. Procedimiento, segun la clausula 46, en el que la enzima se ensaya utilizando un ensayo espectrofotométrico.
56. Procedimiento, segun la clausula 46, en el que la enzima se ensaya utilizando un ensayo bioluminiscente.

57. Procedimiento, segun la clausula 46, en el que la célula, tejido, o modelo animal completo de cancer contiene un
residuo que no es arginina en el coddén 132 de la IDH1 o en el cod6n 172 de la IDH2.

58. Procedimiento de deteccion o diagnostico de glioblastoma multiforme (GBM) o enfermedad minima residual de
GBM o recaida molecular de GBM en un ser humano, que comprende las etapas de:

determinar en una muestra de ensayo con respecto a una muestra normal del ser humano, una mutacién somatica
en un gen o su ARNm o proteina codificados, seleccionandose dicho gen entre el grupo que comprende los que se
enumeran en la figura 10, tabla S7;

identificar al ser humano como probable que tenga glioblastoma multiforme, enfermedad residual minima o recaida
molecular de GBM cuando se determina la mutacién somatica.

59. Procedimiento, segun la clausula 58, en el que la mutacién es en un gen seleccionado entre el grupo que
comprende CDKN2A, TP53, EGFR, PTEN, NF1, CDK4, RB1, IDH1, PIK3CA y PIK3R1.

60. Procedimiento, segun la clausula 58, en el que la muestra de ensayo es una muestra de tejido cerebral o
sospechosa de metastasis de glioblastoma multiforme.

61. Procedimiento, segun la clausula 58, en el que la muestra normal es una muestra de tejido cerebral.

62. Procedimiento de caracterizacién de un glioblastoma multiforme en un ser humano, que comprende las etapas
de:

determinar una firma mutacional en un gen CAN de un glioblastoma multiforme mediante la determinacién en una
muestra de ensayo, con respecto a una muestra normal del ser humano, de una mutaciéon somatica en, como
minimo, un gen o su o proteina o ADNc codificados, seleccionandose dicho gen entre el grupo que comprende
aquellos que se enumeran en la figura 10, tabla S7;

asignar el glioblastoma multiforme a un primer grupo de tumores de glioblastoma multiforme que tienen la firma
mutacional del gen CAN.

63. Procedimiento, segun la clausula 62, en el que la mutacién esta en un gen seleccionado entre el grupo que
comprende CDKN2A, TP53, EGFR, PTEN, NF1, CDK4, RB1, IDH1, PIK3CA y PIK3R1.

64. Procedimiento, segun la clausula 62, en el que la muestra de ensayo es una muestra de glioblastoma multiforme
0 sospechosa de metastasis de glioblastoma multiforme.

65. Procedimiento, segun la clausula 62, en el que la muestra normal es una muestra de tejido cerebral.

66. Procedimiento, segun la clausula 62, que comprende ademas las etapas de:

comparar la eficacia de una terapéutica anticancerigena candidata o conocida en el primer grupo con la eficacia en
un segundo grupo de tumores de glioblastoma multiforme que tienen una firma mutacional de gen CAN diferente;
identificar una firma mutacional del gen CAN que se correlaciona con el aumento o la disminucion de la eficacia de la
terapéutica anticancerigena candidata o conocida en relacion a los otros grupos.

67. Procedimiento, segun la clausula 66, en el que la, como minimo, una mutacién esta en un gen seleccionado
entre el grupo que comprende CDKN2A, TP53, EGFR, PTEN, NF1, CDK4, RB1, IDH1, PIK3CA y PIK3R1.

68. Procedimiento, segun la clausula 66, en el que la muestra de ensayo es una muestra de tejido cerebral o una
muestra de sangre.

69. Procedimiento, segun la clausula 66, en el que la muestra normal es una muestra de tejido cerebral o una
muestra de sangre.
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70. Procedimiento, segun la clausula 62, en el que la firma mutacional del gen CAN comprende, como minimo, 2
genes seleccionados de la figura 10, tabla S7.

71. Procedimiento, segun la clausula 62, en el que la firma mutacional del gen CAN comprende, como minimo, 3
genes seleccionados de la figura 10, tabla S7.

72. Procedimiento, segun la clausula 62, en el que la firma mutacional del gen CAN comprende, como minimo, 4
genes seleccionados de la figura 10, tabla S7.

73. Procedimiento, segun la clausula 62, en el que la firma mutacional del gen CAN comprende, como minimo, 5
genes seleccionados de la figura 10, tabla S7.

74. Procedimiento, segun la clausula 62, en el que la firma mutacional del gen CAN comprende, como minimo, 6
genes seleccionados de la figura 10, tabla S7.

75. Procedimiento, segun la clausula 62, en el que la firma mutacional del gen CAN comprende, como minimo, 7
genes seleccionados de la figura 10, tabla S7.

76. Procedimiento de caracterizacién de un tumor de glioblastoma multiforme en un ser humano, que comprende las
etapas de:

determinar una ruta mutada seleccionada entre el grupo que comprende TP53, RB1 y PIBK/PTEN en un tumor de
glioblastoma multiforme mediante la determinacion de, como minimo, una mutacidon somatica en una muestra de
ensayo con respecto a una muestra normal del ser humano, en el que la, como minimo, una mutacion somatica esta
en uno o mas genes seleccionados entre el grupo que comprende TP53, MDM2, MDM4, RB1, CDK4, CDKN2A,
PTEN, PIK3CA, PIK3R1 y IRS1;

asignar el glioblastoma multiforme a un primer grupo de tumores de glioblastoma multiforme que tienen una
mutacion en una de dichas rutas, en el que el primer grupo es heterogéneo con respecto a los genes en la ruta que
tienen una mutacién somatica y homogéneo con respecto a la ruta que tiene una mutacién somatica.

77. Procedimiento, segun la clausula 76, que comprende ademas las etapas de:

comparar la eficacia de una terapéutica anticancerigena candidata o conocida en el primer grupo con la eficacia en
un segundo grupo de tumores de glioblastoma multiforme que no tienen una mutacién en dicha ruta;

identificar una ruta que se correlaciona con el aumento o la disminucién de la eficacia de la terapéutica
anticancerigena candidata o conocida en el primer grupo en relacién con los otros grupos.

78. Procedimiento para detectar o diagnosticar glioblastoma multiforme o enfermedad minima residual de GBM o
recaida molecular de GBM en un ser humano que comprende:

determinar la expresion en una muestra clinica de uno o mas genes enumerados en la figura 10, tabla S5 o S9
(cerebro que sobreexpresa genes de SAGE);

comparar la expresion de uno o mas genes en la muestra clinica con la expresiéon de uno 0 mas genes en una
muestra correspondiente de un ser humano de control o grupo de seres humanos de control;

identificar una muestra clinica con expresion elevada respecto a un control como probable que tenga un
glioblastoma multiforme o enfermedad minima residual de GBM o recaida molecular de GBM en un ser humano.

79. Procedimiento, segun la clausula 78, en el que la muestra clinica es una muestra de sangre.

80. Procedimiento, segun la clausula 78, en el que la muestra clinica es una muestra de tejido cerebral.

81. Procedimiento, segun la clausula 78, en el que se determina la expresion proteica de los uno o0 mas genes.

82. Procedimiento, segun la clausula 78, en el que se determina la expresion del ARNm de los uno o mas genes.

83. Procedimiento, segun la clausula 78, en el que el uno 0 mas genes se seleccionan entre los enumerados en la
figura 10, tabla S10 (proteinas extracelulares que se encuentran por SAGE).

84. Procedimiento para controlar la carga de glioblastoma multiforme, que comprende:
determinar de la expresion en una muestra clinica de uno 0 mas genes enumerados en la figura 10, tabla S5 ¢ S9
(cerebro que sobreexpresa genes de SAGE);

repetir una o mas veces dicha etapa de determinacion, e
identificar un aumento, disminucion o nivel estable de expresién con el tiempo.
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85. Procedimiento, segun la clausula 84, en el que la muestra clinica es una muestra de sangre.
86. Procedimiento, segun la clausula 84, en el que se determina la expresion proteica de los uno 0 mas genes.

87. Procedimiento, segun la clausula 86, en el que los uno 0 mas genes se seleccionan entre los enumerados en la
figura 10, tabla S10 (proteinas extracelulares que se encuentran por SAGE).

88. Procedimiento para controlar la carga de glioblastoma multiforme, que comprende:

determinar una mutacion somatica en una muestra clinica de uno o mas genes enumerados en la figura 10, tabla
S7;

repetir una o0 mas veces dicha etapa de determinacion, e

identificar un aumento, disminucion o nivel estable de dicha mutaciéon somatica en el tiempo.

89. Procedimiento para detectar o diagnosticar un glioblastoma multiforme, que comprende:

determinar la expresidon en una muestra clinica de uno o mas genes enumerados en la figura 10, tabla S6
(eliminaciones homocigoticas);

comparar la expresion de los uno o mas genes en la muestra clinica con la expresién de los uno 0 mas genes en
una muestra correspondiente de un ser humano de control o grupo de seres humanos de control;

identificar una muestra clinica con una expresion reducida respecto a un control como probable que tenga un
glioblastoma multiforme.

90. Procedimiento, segun la cldusula 89, en el que la muestra clinica es una muestra de sangre o de ganglio
linfatico.

91. Procedimiento, segun la clausula 89, en el que se determina la expresion proteica de los uno o0 mas genes.

92. Procedimiento para controlar la carga de glioblastoma multiforme, que comprende:

determinar la expresidon en una muestra clinica de uno o mas genes enumerados en la figura 10, tabla S6
(eliminaciones homocigéticas):

repetir una o0 mas veces dicha etapa de determinacion, e

identificar un aumento, disminucion o nivel estable de expresién con el tiempo.

93. Procedimiento, segun la cldusula 92, en el que la muestra clinica es una muestra de sangre o de ganglio
linfatico.

94. Procedimiento, segun la clausula 92, en el que se determina la expresion proteica de los uno o0 mas genes.

95. Procedimiento, segun la clausula 89 6 92 en el que la muestra se selecciona entre el grupo que comprende
plasma, suero, sangre completa, heces y aliento.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> The Johns Hopkins University Duke University

<120> ALTERACIONES GENETICAS EN
LA ISOCITRATO DESHIDROGENASA'Y
OTROS GENES EN
GLIOMA MALIGNO

<130> 001107.00788

<150> 61/093.739
<151> 03-09-2008

37



10

ES 2609414 T3

<150> 61/110.397
<151> 31-10-2008

<150> 61/162.737
<151> 24-03-2009

<160> 136

<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0
<210> 1
<211> 15

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 1
Lys Pro Ile Ile Ile Gly Arg His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg
1 5 10 15
<210> 2
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg
1 5 10 15
<210> 3
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
Lys Pro Ile Ile Ile Gly Cys His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg
1 5 10 15
<210> 4
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4
Lys Pro Ile Ile Ile Gly Leu His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg
1 5 10 15
<210> 5
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5
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Lys Pro Ile Ile Ile Gly Ser His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg
1 5 10 15

<210> 6

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6
Lys Pro Ile Ile Ile Gly Gly His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg
1 5 10 15
<210>7
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7
Lys Pro Ile Thr Ile Gly Arg His Ala His Gly Asp Gln Tyr Lys
1 5 10 15
<210> 8
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Lys Pro Ile Thr Ile Gly Met His Ala His Gly Asp Gln Tyr Lys
1 5 10 15
<210>9
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9
Lys Pro Ile Thr Ile Gly Lys His Ala His Gly Asp Gln Tyr Lys
1 5 10 15
<210> 10
<211> 27
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Ser Gly Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp

1 5 10 15
Gln Tyr Arg Ala Thr Asp Phe Val Val Pro Gly
20 25
<210> 1
<211> 15
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 11
Gly Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp
1 5 10 15
<210> 12
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12
Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala Thr Asp Phe
1 5 10 15
<210> 13
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13
Ser Gly Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly
1 5 10 15
<210> 14
<211>15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14
Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg
1 5 10 15
<210> 15
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15
Gly Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp
1 5 10 15
<210> 16
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5 10 15
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<210> 17

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17
Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala
1 5 10 15
<210> 18
<211> 8
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18
Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln
1 5
<210> 19
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19
Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala
1 5

<210> 20

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20
Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala
1 5

<210> 21

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21
Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr
1 5

<210> 22

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22
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Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5

<210> 23

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23
Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr
1 5 10
<210> 24
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24
Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5 10
<210> 25
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25
Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr
1 5 10
<210> 26
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26
Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5 10
<210> 27
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27
Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly
1 5
<210> 28
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 28

<210> 29

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

<210> 30

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

<210> 31

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

<210> 32

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

<210> 33

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

<210> 34
<211>10
<212> PRT
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Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp
1 5

Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr
1 5

Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His
1 5

Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp
1 5 10

Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln
1 5 10

Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala
1 5 10
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<213> Homo sapiens

<400> 34
His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala
1 ) 10
<210> 35
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr
1 5
<210> 36
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36
Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His
1 5

<210> 37

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37
Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly
1 5

<210> 38

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38
Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5
<210> 39
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp
1 5

<210> 40
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<211>9
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 40

<210> 41

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

<210> 42

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

<210> 43

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

<210> 44

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44

<210> 45

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45
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Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala
1 5

Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His
1 5 10

Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp
1 5 10

Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly
1 5 10

Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr
1 5 10

Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5 10
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<210> 46

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46

<210> 47

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47

<210> 48

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48

<210> 49

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

<210> 50

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50

<210> 51

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51
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Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln
1 5 10

Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His
1 5

Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His
1 5 10

Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg
1 5 10

Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr
1 5
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<210> 52

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

<210> 53

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

<210> 54

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54

<210> 55

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

<210> 56

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56

<210> 57

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His
1 5

Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5

Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His
1 5 10

Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr
1 5 10

Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5 10

Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His
1 5
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<400> 57

<210> 58

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 58

<210> 59

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59

<210> 60

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

<210> 61

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 61

<210> 62

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 62
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Ile TIle Ile Gly His His Ala Tyr Gly
1 5

His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg
1 5

Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly
1 5 10

Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala
1 5

Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr
1 5 10

Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His
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<210> 63

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 63

<210> 64

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 64

<210> 65

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 65

<210> 66

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 66

<210> 67

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 67

<210> 68

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68
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Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr
1 5

Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His
1 5

Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5

Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr
1 5 10

Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5 10
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<210> 69

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 69

<210> 70

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 70

<210> 71

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 71

<210> 72

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72

<210> 73

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 73

<210> 74

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His
1 5 10

His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg
1 5

Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5

Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr
1 5

Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5

Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr
1 5
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<400> 74

<210> 75

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 75

<210> 76

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 76

<210> 77

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 77

<210> 78

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78

<210> 79

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 79

<210> 80
<211> 8
<212> PRT
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His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5

Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His
1 5

His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg
1 5

Val Lys Pro Ile TIle Ile Gly His His
1 5

Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr
1 S

Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5

51



<213> Homo sapiens

<400> 80

<210> 81

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 81

<210> 82

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 82

<210> 83

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 83

<210> 84

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 84

<210> 85

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 85

<210> 86
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Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His
1 5

His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg
1 5

Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5

Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His
1 5

Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala
1 5

Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr
1 5
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<211>9
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 86

<210> 87

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 87

<210> 88

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 88

<210> 89

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 89

<210> 90

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 90

<210> 91

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 91
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Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5

Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr
1 5 10

Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5 10

Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala
1 5

Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala
1 5

Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala
1 5
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<210> 92

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 92
Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His
1 5

<210> 93

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 93
Gly Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp
1 5 10 15
<210> 94
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 94
Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg
1 5 10 15
<210> 95
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 95
His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala Thr Asp Phe Val Val
1 5 10 15
<210> 96
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 96
Ser Gly Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly
1 5 10 15
<210> 97
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 97
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Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5 10 15

<210> 98

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 98
Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln
1 5 10 15
<210> 99
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 99
Ser Gly Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly
1 5 10 15
<210> 100
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 100

Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5 10 15

<210> 101

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 101

Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln
1 5 10 15

<210> 102

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 102

Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg
1 5 10 15

<210> 103

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 103

Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala Thr Asp Phe Val
1 5 10 15

<210> 104

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 104

Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala
1 5 10 15

<210> 105

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 105

His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala Thr Asp Phe Val Vval
1 5 10 15

<210> 106

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 106

Ser Gly Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly
1 5 10 15

<210> 107

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 107

Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5 10 15

<210> 108

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 108

Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala
1 5 10 15

<210> 109

<211> 15
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 109

Gly Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp
1 5 10 15

<210> 110

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 110

Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln
1 5 10 15

<210> 111

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 111

Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala Thr Asp Phe
1 5 10 15

<210> 112

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 112

Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala Thr Asp Phe Val
1 5 10 15

<210> 113
<211> 15

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 113

Ser Gly Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly
1 5 10 15

<210> 114

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 114

Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln
1 5 10 15

<210> 115
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<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 115

Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala Thr
1 5 10 15

<210> 116

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 116

Gly Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp
1 5 10 15

<210> 117

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 117

His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala Thr Asp Phe Val Val
1 5 10 15

<210> 118

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 118

Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5 10 15

<210> 119

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 119

His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala Thr Asp Phe Val Val
1 5 10 15

<210> 120

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 120

Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln
L S 10 15
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<210> 121

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 121

Ser Gly Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly
1 5 10 15

<210> 122

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 122

Gly Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp
1 5 10 15

<210> 123

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 123

Ser Gly Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly
1 5 10 15

<210> 124

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 124

Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5 10 15

<210> 125

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 125

Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg
1 5 10 15

<210> 126
<211> 15

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 126

59



ES 2609414 T3

Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala

1

<210> 127

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 127

5 10

15

Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala Thr Asp

<210> 128

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 128

<210> 129

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 129

<210> 130
<211> 414
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 130

Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5

Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr
1 5

60
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Met
Glu
Pro
Arg
Lys
65

Lys
Gly
Ile
Ile
Val
145
Gly
Gly
Ala
Leu
Asp
225
Ala
Gln
Asp
Gly
Ala
305
Lys
Thr
Ala
Ala
Asn

385
Leu

<210> 131
<211> 452
<212> PRT

Ser
Met
Tyr
Asp
Lys
Arg
Thr
Cys
Ile
130
Val
Thr
Val
His
Ser
210
Ile
Gln
Ala
Gly
Met

290
Glu

Gly

Phe
Gly
370
vVal

Gly

Lys
Thr
Val
35

Ala
His
val
Ile
Lys
115
Gly
Pro
Gln
Ala
Ser
195
Thr
Phe
Lys
Met
Asp
275
Met

Ala

Gln
Gly
Phe
355
Phe
Gln

Glu

<213> Homo sapiens

<400> 131

Lys
Arg
20

Glu
Thr
Asn
Glu
Arg
100
Asn
Arg
Gly
Lys
Met
180
Ser
Lys
Gln
Ile
Lys
260
val
Thr

Ala

Glu
Leu
340
Ala
Met
Arg

Asn

Ile
Ile
Leu
Asn
Val
Glu
85

Asn
Ile
His
Pro
Val
165
Gly
Phe
Asn
Glu
Trp
245
Ser
Gln

Ser

His

Thr
325
Ala
Asn
Thr

Ser

Leu
405

Ser
Ile
Asp
Asp
Gly
70

Phe
Ile
Pro
Ala
Gly
150
Thr
Met
Gln
Thr
Ile
230
Tyr
Glu
Ser
Val
Gly
310
Ser
His
Ala
Lys
Asp

390
Lys
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Gly
Trp
Leu
Gln
55

Val
Lys
Leu
Arg
Tyr
135
Lys
Tyr
Tyr
Met
Ile
215
Tyr
Glu
Gly
Asp
Leu

295
Thr

Thr
Arg
Leu
Asp
375
Tyr

Ile

Gly
Glu
His
40

Val
Lys
Leu
Gly
Leu
120
Gly
vVal
Leu
Asn
Ala
200
Leu
Asp
His
Gly
Ser
280
Val

vVal

Asn
Ala
Glu
360
Leu

Leu

Lys

Ser
Leu
25

Ser
Thr
Cys
Lys
Gly
105
Val
Asp
Glu
Val
Gln
185
Leu
Lys
Lys
Arg
Phe
265
Val
Cys

Thr

Pro
Lys
345
Glu
Ala

Asn

Leu

61

val
10

Ile
Tyr
Lys
Ala
Gln
90

Thr
Ser
Gln
Ile
His
170
Asp
Ser
Lys
Gln
Leu
250
Ile
Ala

Pro

Arg

Ile
330
Leu
val
Ala
Thr

Ala
410

Val
Lys
Asp
Asp
Thr
75

Met
Val
Gly
Tyr
Thr
155
Asn
Lys
Lys
Tyr
Tyr
235
Ile
Trp
Gln
Asp
His
315
Ala
Asp
Ser
Cys
Phe

395
Gln

Glu
Glu
Leu
Ala
60

Ile
Trp
Phe
Trp
Arg
140
Tyr
Phe
Ser
Gly
Asp
220
Lys
Asp
Ala
Gly
Gly

300
Tyr

Ser
Asn
Ile
Ile
380
Glu

Ala

Met
Lys
Gly
45

Ala
Thr
Lys
Arg
Val
125
Ala
Thr
Glu
Ile
Trp
205
Gly
Ser
Asp
Cys
Tyr
285
Lys

Arg

Ile
Asn
Glu
365
Lys
Phe

Lys

Gln
Leu
30

Ile
Glu
Pro
Ser
Glu
110
Lys
Thr
Pro
Glu
Glu
190
Pro
Arg
Gln
Met
Lys
270
Gly
Thr

Met

Phe
Lys
350
Thr
Gly
Met

Leu

Gly
15

Ile
Glu
Ala
Asp
Pro
95

Ala
Pro
Asp
Ser
Gly
175
Asp
Leu
Phe
Phe
Val
255
Asn
Ser

Val

Tyr

Ala
335
Glu
Ile

Leu

Asp

Asp
Phe
Asn
Ile
Glu
80

Asn
Ile
Ile
Phe
Asp
160
Gly
Phe
Tyr
Lys
Glu
240
Ala
Tyr
Leu
Glu
Gln
320
Trp
Leu
Glu

Pro

Lys
400



Met
Ser
Glu
Pro
Phe
65

Tyr
Thr
Cys
Lys
Gly
145
Val
Asp
Lys
Val
Asp
225
Gln
Ala
His
Leu
val
305

Ala

Pro

Ile
Leu
385
Val
Gly

Asn

Leu

Ala
Arg
Gln
val
50

Ile
Phe
Ile
Ala
Lys
130
Thr
Pro
Gln
Met
Tyr
210
Glu
Lys
Tyr
Tyr

Ile
290

Trp
Gln
Asp

His

Ala
370
Asp
Cys
Cys
Thr

Gly
450

Gly
Pro
Pro
35

Vval
Lys
Asp
Asp
Thr
115
Met
Val
Gly
Tyr
Val
195
Asn
Ser
Lys
Asp
Lys
275
Asp
Ala
Gly
Gly
Tyr
355
Ser
Gly
Val
Ile
Thr

435
Arg

Tyr
Ala
20

Arg
Glu
Glu
Leu
Ser

100
Ile

Trp
Phe
Trp
Lys
180
Phe
Phe
Ile
Trp
Gly
260
Thr
Asp
Cys
Phe
Lys

340
Arg

Ile
Asn
Glu
His
420

Asp

Gln

Leu
Trp
Arg
Met
Lys
Gly
Ala
Thr
Lys
Arg
Thr
165
Ala
Thr
Pro
Ser
Pro
245
Arg
Asp
Met
Lys
Gly
325

Thr

Glu

Phe
Gln
Thr
405
Gly

Phe

Arg
Ala
His
Asp
Leu
70

Leu
Leu
Pro
Ser
Glu
150
Lys
Thr
Pro
Ala
Gly
230
Leu
Phe
Phe
Val
Asn
310
Ser

Ile

His

Ala
Asp
390
Val

Leu

Leu
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Val
Pro
Tyr
Gly
55

Ile
Pro
Ala
Asp
Pro
135
Pro
Pro
Asp
Lys
Gly
215
Phe
Tyr
Lys
Asp
Ala
295
Tyr
Leu

Glu

Gln

Trp
375
Leu
Glu

Ser

Asp

vVal
Ala
Ala
40

Asp
Leu
Asn
Thr
Glu
120
Asn
Ile
Ile
Phe
Asp
200
Gly
Ala
Met
Asp
Lys
280
Gln
Asp
Gly
Ala
Lys
360
Thr
Ile
Ser

Asn

Thr
440

Arg
Ala
25

Asp
Glu
Pro
Arg
Gln
105
Ala
Gly
Ile
Thr
vVal
185
Gly
Val
His
Ser
Ile
265
Asn
Val
Gly
Leu
Glu

345
Gly

Arg
Arg
Gly
Val

425
Ile

Ser
10

Leu
Lys
Met
His
Asp
90

Lys
Arg
Thr
Cys
Ile
170
Ala
Ser
Gly
Ser
Thr
250
Phe
Lys
Leu
Asp
Met
330
Ala

Arg

Gly
Phe
Ala
410
Lys

Lys

62

Leu
Thr
Arg
Thr
Val
75

Gln
Tyr
val
Ile
Lys
155
Gly
Asp
Gly
Met
Cys
235
Lys
Gln
Ile
Lys
Val
315
Thr

Ala

Pro

Leu
Ala
395
Met

Leu

Ser

Cys
Ala
Ile
Arg
60

Asp
Thr
Ser
Glu
Arg
140
Asn
Arg
Arg
val
Gly
220
Phe
Asn
Glu
Trp
Ser
300
Gln
Ser
His

Thr

Glu
380
Gln
Thr

Asn

Asn

Pro
Lys
45

Ile
Ile
Asp
val
Glu
125
Asn
Ile
His
Ala
Lys
205
Met
Gln
Thr
Ile
Tyr
285
Ser
Ser
Val

Gly

Ser

365
His

Met
Lys
Glu

Leu
445

Ala
Thr
30

val
Ile
Gln
Asp
Ala
110
Phe
Ile
Pro
Ala
Gly
190
Glu
Tyr
Tyr
Ile
Phe
270
Glu
Gly
Asp
Leu
Thr

350
Thr

Arg
Leu
Asp
His

430
Asp

Ser
15

Ser
Ala
Trp
Leu
Gln
95

val
Lys
Leu
Arg
His
175
Thr
Trp
Asn
Ala
Leu
255
Asp
His
Gly
Ile
val
335
val

Asn

Gly
Glu
Leu
415
Phe

Arg

Gly
Gln
Lys
Gln
Lys
80

Val
Lys
Leu
Gly
Leu
160
Gly
Phe
Glu
Thr
Ile
240
Lys
Lys
Arg
Phe
Leu
320
Cys

Thr

Pro

Lys
Lys
400
Ala

Leu

Ala
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<210> 132

<211> 45

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 132

aaacctatca tcataggtcg tcatgcttat ggggatcaat acaga 45
<210> 133

<211> 45

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 133

aagcccatca ccattggcag gcacgcccat ggcgaccagt acaag 45

<210> 134
<211> 2339
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 134

cctgtggtcece
tgggattgcece
ttcgecagea
gaggaactgg
aaaaaaatca
tgggaattga
gatttaggca
gctataaaga
gttgaggagt
ctgggtggca
ggatgggtaa
gattttgttg
caaaaggtga
tataatcaag
aagggttggce
tttaaagaca
aagatctggt
ggaggcttca
caagggtatg
gtagaagcag
caggagacgt
agagcaaagc
tctattgaga
ttacccaatg
gaaaacttga
gataattgtce
ataaaggcaa
ttacagectt
ttttacaatt

cgggtttetg
aggctgtggt
tatcatcccg
ggtgataaga
gtggeggtte
ttaaagagaa
tagagaatcg
agcataatgt
tcaagttgaa
cggtcttcag
aacctatcat
tteectgggee
catacctggt
ataagtcaat
ctttgtatct
tctttcagga
atgagcatag
tctgggectg
gctctetegg
aggctgccca
ccaccaatcce
ttgataacaa
caattgaggc
tgcaacgtte
agatcaaact
ttttggtaac
aatcaatttt
tttettatat
tttattttat

cagagtctac
tgtgagtctg
gcaggcgata
aatctattca
tgtggtagag
actcattttt
tgatgccacc
tggcgtcaaa
acaaatgtgg
agaagccatt
cataggtcgt
tggaaaagta
acataacttt
tgaagatttt
gagcaccaaa
gatatatgac
gctcatcgac
taaaaactat
catgatgacc
cgggactgta
cattgcttce
taaagagctt
tggcttcatg
tgactacttg
agctcaggee
taggtctaca
gtaatttgtt
atacagttat
tttctagtac

ttcagaagcecg
agcttgtgag
aactacattc
ctgtcaaggt
atgcaaggag
ccctacgtgg
aacgaccaag
tgtgccacta
aaatcaccaa
atctgcaaaa
catgcttatg
gagataacct
gaagaaggtg
gcacacagtt
aacactattce
aagcagtaca
gacatggtgg
gatggtgacg
agcgtgetgg
acccgtcact
atttttgecect
gecettetttg
accaaggact
aatacatttg
aaactttaag
ggtttacatt
tagaagccag
tgccaccttt
cagcctagga

63

gaggcactgg
cggctgtgge
agttgagtct
ttattgaagt
atgaaatgac
aattggatct
tcaccaagga
tcactcctga
atggcaccat
atatccccceg
gggatcaata
acacaccaag
gtggtgttgce
cctteccaaat
tgaagaaata
agtcccagtt
cccaagctat
tgcagtcgga
tttgteccaga
accgcatgta
ggaccagagg
caaatgcettt
tggctgettg
agttcatgga
ttcatacctg
tttetgtgtt
agtttatctt
gtgaacatgg
attcggttag

gagtcecggtt
gccccaacte
gcaagactgg
caaaatgtcc
acgaatcatt
acatagctat
tgctgcagaa
tgagaagagg
acgaaatatt
gcttgtgagt
cagagcaact
tgacggaacc
catggggatg
ggctectgtet
tgatgggcgt
tgaagctcaa
gaaatcagag
ctetgtggece
tggcaagaca
ccagaaagga
gttagcccac
ggaagaagtc
cattaaaggt
taaacttgga
agctaagaag
acactcaagg
ttctataagt
caagggactt
tactcatttg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740



tattcactgt
aagggtaaat
ccttcececte
tttgtgaggt
tcaaatgtgt
gactaaatac
tttgtectet
aatagcatat
cctgttttat
atcttctecect

<210> 135
<211> 1740
<212> DNA

cactttttct
gatagccaca
ctgtccatga
agagctgtgce
tgaagatact
tgtttaggcecc
ccatttttet
ttcatccaag
ttcttttata
gaactgttga

<213> Homo sapiens

<400> 135

ccagcgttag
cctgetegtt
gcagagccte
aagagcagcc
agatggatgg
tgcecccacgt
ctgatgacca
agtgtgccac
ggaaaagtcc
tcatctgecaa
ggcacgccca
tcaaaatggt
tceceegeagg
cgcacagctg
acaccatact
agcactataa
acatggtgge
acggagatgt
ccgtectggt
cccgecacta
tctttgecetg
tcaggtttge
ccaaggacct
tgaacaccac
agtaggggga
tcctgagege
tttttttata
ggcaggagca
tgcecettgga

<210> 136
<211> 17
<212> DNA
<213> M13 virus

<400> 136

gtaaaacgac ggccagt

ccecgeggeca
cgctctecag
aggctcgegg
gcggegecac
tgatgagatg
ggacatccag
ggtcaccatt
catcaccccet
caatggaact
aaacatccca
tggcgaccag
cttcacccca
cggegtggge
cttccagtat
gaaagcctac
gaccgacttce
tcaggteccte
gcagtcagac
ctgececcetgat
tcgggagcac
gacacgtggce
ccagatgctg
ggcgggetge
ggacttccte
ggcgeccacece
ggcagagggt
agccagatgt
gtgcegtttta
acacatggtg

17
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catgttctaa
gtattgectece
ccttgggecac
attaaacttg
gcagtcattt
gcaggagagt
ctttectecte
tgcaataatg
taaatgtgat
ttttaattaa

ggcagccggyg
cttgggatgg

ccggeectggg
tatgccgaca

acccgtatta
ctaaagtatt
gactctgcac
gatgaggccce
atccggaaca
cgecctagtcee
tacaaggcca
aaagatggca
atgggcatgt
gccatccaga
gatgggcgtt
gacaagaata
aagtcttegg
atcctggecce
gggaagacga
cagaagggcc
ctggagcacc
gagaaggtgt
attcacggcc
gacaccatca
atggctgcag
gagcctcaca
ttttaaaagce
cctcagecag
ccatatttag

ttataaatga
ctaaaatatg
agggaagttc
cacatgactg
ttgtaaagac
ttggaatccg
ctggectgge
taagctgaat
ttctcagaaa
aattaagtgc

aggagcggcg
ccggetaccet
cgceggeggce
aaaggatcaa
tctggcagtt
ttgacctcegg
tggccaccca
gtgtggaaga
tcetgggggg
ctggectggac
cagactttgt
gtggtgtcaa
acaacaccga
agaaatggcc
tcaaggacat
agatctggta
gtggctttgt
agggctttgg
ttgaggctga
ggcccaccag
gggggaagct
gcgtggagac
tcagcaatgt
agagcaacct
tggaggggcc
gcccctetet
atatgtgtgt
tcagtatgtt
ctactaaaaa

64

ccaaaatcaa
cataaagtag
tggtgtcata
gaacgaagta
cttgctgaat
gaataaatac
ctgaatatta
cttttttgga
ttgatattaa
taattaccaa

cgcgetecgga
gcgggtegtg
cctgacagee
ggtggcgaag
catcaaggag
gctceccaaac
gaagtacagt
gttcaagctg
gactgtctte
caagcccatc
ggcagaccgg
ggagtgggaa
cgagtccatc
gctgtacatg
cttccaggag
tgagcaccgg
gtgggectge
cteceettgge
ggcecgetcecat
caccaacccce
ggatgggaac
ggtggagagt
gaagctgaac
ggacagagcc
agggctgagce
ggaggccttt
ttcecectceat
ttgcatactg
gctcttecaca

gattgctcaa
aaattcactg
gatatccegt
tgagtgcaac
gtttccaata
tacctggagg
tactactcta
cttetgetgg
acactatctt
aaaaaaaaa

ccteteecege
cgctegetet
cccacctege
cccgtggtgg
aagctcatcce
cgtgaccaga
gtggctgtca
aagaagatgt
cgggagccca
accattggca
gccggcactt
gtgtacaact
tcaggttttg
agcaccaaga
atctttgaca
ctcattgatg
aagaactatg
ctgatgacgt
gggaccgtca
atcgccagca
caagacctca
ggagccatga
gagcacttcc
ctgggcaggce
cggegggtee
ctaggggatg
ggtgacgtga
taatttatat
aaaaaaaaaa

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2339

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de caracterizacién de un tumor de glioblatoma multiforme (GBM) en un sujeto humano, que
comprende:

analizar una muestra de ensayo de un tumor GBM obtenida a partir del sujeto humano para identificar la presencia o
ausencia de una mutacion somatica en:

e el coddn 132 en la isocitrato deshidrogenasa 1 (/IDHT); o
e elcoddn 172 en la isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2).

2. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que la mutacion somatica es R132H en la IDH1, R132S en la
IDH1, R132C en la IDH1, R132L en la IDH1, R132G en la IDH1, R172M en la IDH2, R172K en la IDH2 o R172G en
la IDH2.

3. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, que comprende ademas la etapa de identificar el tumor como probable
que sea un GBM secundario cuando la mutacién somatica esta presente o un GBM primario cunado la mutacién
somadtica esté ausente.

4. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, que comprende ademas la etapa de asignar un pronéstico mas
favorable (mayor esperanza de vida) cuando la mutacién somatica esta presente o un pronéstico menos favorable
(menor esperanza de vida) cuando la mutacién somatica esta ausente.

5. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, que comprende ademas la etapa de asignar el sujeto a un grupo de
ensayos clinicos basandose en la presencia 0 ausencia de la mutacion somatica.

6. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, que comprende amplificar, como minimo, una parte del gen IDH1 o el
ADNCc del ARNm de la IDH1, comprendiendo dicha parte el codén 132 o el nucleétido 394 6 395 del transcrito de la
IDH1.

7. Procedimiento, segun la reivindicaciéon 1, que comprende amplificar, como minimo, una parte del gen IDH2 o el
ADNc del ARNm de la IDH2, comprendiendo dicha parte el codén 172 o el nucleétido 515 del transcrito de la IDH2.

8. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de determinacién utiliza un anticuerpo que se une
especificamente a la isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1), a la isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2), o a ambas IDH1 e
IDH2.

9. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de determinacién utiliza un anticuerpo que se une
preferentemente a uno o mas de R132H, R132C, R132S, R132L y R132G, de la isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1)
y R172M, R172G y R172K de la IDH2, en relacion a R132 de la IDH1 0 a R172 de la IDH2.

10. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, en el que la etapa de determinacién utiliza la hibridacion de una sonda
de oligonucleétido que comprende el codon 132 de la IDH1 o el nucledtido 394 6 395 del transcrito de la IDH1
ademas de nuclettidos adyacentes suficientes de la IDH1 para lograr la hibridacion especifica.

11. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, en el que la etapa de determinacién utiliza la hibridacion de una sonda
de oligonucleétido que comprende el coddn 172 de la IDH2 o el nucleétido 515 del transcrito de la IDH2 ademas de
nucledtidos adyacentes suficientes de la IDHZ2 para lograr la hibridacion especifica.

12. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de determinacién comprende la utilizacion de
extension con cebador para generar un producto de reaccion que comprende, como minimo, una parte de la IDH1
que incluye el codén 132 o el nucleétido 394 6 395 del transcrito de la IDH1.

13. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de determinacién comprende la utilizacion de
extension con cebador para generar un producto de reaccion que comprende, como minimo, una parte de la IDH2
que incluye el codén 172 o el nucleétido 515 del transcrito de la IDH2.

14. Polipéptido aislado mutante que comprende, como minimo, 8 pero menos de 200 residuos de aminodcidos
contiguos de:

e una proteina IDH1 humana que se encuentra en un tumor humano, comprendiendo dichos residuos de
aminoacidos contiguos el residuo 132, en la que el residuo 132 no es arginina o cisteina; o
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e una proteina IDH2 humana que se encuentra en un tumor humano, comprendiendo dichos residuos de
aminoacidos contiguos el residuo 172, en la que el residuo 172 no es arginina.

15. Polipéptido mutante, segun la reivindicacién 14, en el que el polipéptido es un polipéptido de la IDH1 y el residuo
132 se selecciona entre el grupo que comprende histidina, leucina, serina y glicina.

16. Polipéptido mutante, segun la reivindicacion 14, en el que el polipéptido es un polipéptido de la IDH2 humana y
el residuo 172 se selecciona entre el grupo que comprende glicina, lisina y metionina.

17. Polinuclettido aislado que comprende, como minimo, 18 pero menos de 600 nucledtidos contiguos de una
secuencia codificante de una proteina humana IDH1 o IDH2 que se encuentra en un tumor humano, comprendiendo
dichos nuclettidos contiguos:

los nucledtidos 394 y/o 395 de la IDH1, en el que dicho nucleétido 394 de la IDH1 no es C o T y/o el nuclettido
395 no es G;
el nucledtido 515 de la IDH2, en el que dicho nucleétido 515 no es G.

18. Polinucleétido aislado, segun la reivindicaciéon 17, en el que la secuencia codificante es la de una proteina IDH1
humana y el nucleétido 394 se selecciona entre el grupo que comprende A y G o el nucledtido 395 se selecciona
entre el grupo que comprende Ay T.

19. Polinucleétido aislado, segun la reivindicacion 17, en el que la secuencia codificante es la de una proteina IDH2
humana y el nucleétido 515 se selecciona entre el grupo que comprende T y A o el nuclettido 514 es G.

20. Procedimiento de cribado de una sustancia de ensayo para el tratamiento del cancer, que comprende:

poner en contacto una sustancia de ensayo con una proteina IDH1 o IDH2 humanas;

ensayar la actividad enzimatica de la proteina IDH1 o IDH2 humanas;

identificar una sustancia de ensayo que modula la actividad de la enzima como un candidato a agente terapéutico;
poner a prueba el candidato a agente terapéutico en una célula, tejido o modelo animal completo de cancer para
determinar la inhibicion del crecimiento de células cancerosas, la prolongacion de la esperanza de vida, la inhibicion
de la proliferacion de células cancerosas, la estimulacién de la apoptosis o la inhibicién del crecimiento tumoral, en el
que la célula, tejido o modelo animal completo de cancer contiene un residuo en el codén 132 de la IDH1 que no es
arginina o cisteina, o contiene un residuo en el codén 172 de la IDH2 que no es arginina.

21. Procedimiento, segun la reivindicacion 20, en el que:

) la proteina es la IDH1;

) la proteina es la IDH2;

) el modulador es un inhibidor;

) el modulador es un potenciador;

) la etapa de puesta a prueba se realiza en presencia de un farmaco anticancerigeno quimioterapéutico;
) la etapa de puesta a prueba se realiza en ausencia de un farmaco anticancerigeno quimioterapéutico;
) la proteina es IDH1 y tiene un aminodacido que no es arginina en el residuo 132;
) la proteina es IDH2 y tiene un aminodacido que no es arginina en el residuo 172;
) la enzima se ensaya utilizando un ensayo espectrofotométrico; o
0

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10) la enzima se ensaya utilizando un ensayo bioluminiscente.

(
(
(
(
(
(
(
(
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Fig. 10
Tabla S7. Genes CAN de GMB *
Ndamero de Ndamero de Numero de Escenario bajo de

Gen mutaciones amplificaciones eliminaciones probabilidad de pasajeras
TP53 13 0 1 <0,001
CDKN2A 0 0 11 <0,001
PTEN 5 0 1 <0,001
EGFR | 5 0 <0,001
IDH1 5 0 0 <0,001
CDK4 0 3 0 <0,001
GML 5 0 1 0,005
RB1 2 0 1 0,004
ENST00000355324 2 0 0 0,004
NF1 3 0 0 0,009
SKP2 2 0 0 0,009
COL3A1 3 0 0 0,009
ARNT2 2 0 0 0,009
KIAA1804 2 0 0 0,009
Q8NDH2_HUMAN 2 0 0 0,009
C6orf170 2 0 0 0,030
IMP4 2 0 0 0,030
IRX6 3 0 0 0,030
KIAA1441 2 0 0 0,030
LRP2 4 0 0 0,030
OR2L13 2 0 0 0,030
PIK3CA 2 0 0 0,030
PIK3R1 2 0 0 0,030
RBM27 2 0 0 0,030
SERPINA12 2 0 0 0,030
PKHD1 3 0 0 0,053
C21o0rf29 2 0] 0 0,057
LMX1A 2 0 0 0,057
ZNF497 2 0 0 0,057
LRRC7 2 0 0 0,057
KIAA0133 3 0 0 0,087
MYO1B A 0 0 0,087
TRPV5 2 0 0 0,087
DSG4 2 0 0 0,107
KIAAD774 2 0 0 0,107
NGEF 2 0 0 0,107
PHIP 2 0 0 0,108
ASTN 2 0 0 0,108
FRMPD4 2 0 0 0,108
SCN9A 2 0 0 0,108
GRM3 2 0 0 0,263
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CACNA1H 2 0 0 0,303

* Los genes CAN se definen como aquellos que tienen, como minimo, dos alteraciones en las
(excluyendo Br27P), y como minimo diez alteraciones por Mb de secuencia analizada. Las
tal como se describe en la seccién Materiales y Procedimientos del material online de soporte.
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Escenario medio de Escenario alto de
probabilidad de pasajeras  probabilidad de pasajeras

<0001 <0,001
<0,001 <0,001
<0;001 <0,001
<0,001 <0,001
<0,001 <0,001
<0,001 <0,001
0,016 0,017
0,017 0,025
0,035 0,066
0,040 0,174
0,040 0,174
0,040 0,174
0,070 0,174
0,070 0,174
0,070 0,188
0,097 0,188
0,097 0,316
0,097 0,188
0,097 0,188
0,097 0,344
0,097 0,188
0,097 0,188
0,097 0,316
0,097 0,188
0,097 0,316
0,097 0,366
0,097 0,344
0,097 0,344
0,097 0,344
0,163 0,344
0,307 0,391
0,307 0,391
0,307 0,391
0,321 0,391
0,321 0,391
0,321 0,391
0,379 0,646
0,445 0,646
0,445 0,646
0,445 0,646
0,445 0,772
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0,445 0,772
muestras del cribado de deteccion
probabilidades de pasajeras se calcularon
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