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DESCRIPCION
Ensayos mediados por proximidad para detectar proteinas de fusién oncogénicas
Antecedentes de lainvencion

Las proteinas de fusion, también conocidas como proteinas quiméricas, son proteinas creadas a través de la union
de dos 0 mas genes que originalmente codifican proteinas separadas. La traduccién de este gen de fusion da como
resultado un dnico polipéptido con propiedades funcionales obtenidas a partir de cada una de las proteinas
originales. Las proteinas mutantes quiméricas se producen cuando una mutacion a gran escala, por lo general una
translocacién cromosémica, crea una nueva secuencia codificante que contiene partes de las secuencias
codificantes de dos genes diferentes. Las proteinas de fusiéon de origen natural son importantes en el cancer, en el
gue funcionan como oncoproteinas.

La proteina de fusiébn BCR-ABL es un ejemplo bien conocido de una proteina de fusién oncogénica. Se considera
que es el principal conductor oncogénico de la leucemia mielégena crénica (CML), pero también se asocia con la
leucemia linfoblastica aguda (ALL). De hecho, el sello distintivo citogenético de la CML es el cromosoma de Filadelfia
(Ph), que da como resultado la formacién del gen de fusion BCR-ABL que codifica una proteina de 210 kDa. De
hecho, la proteina de fusién BCR-ABL resultante es una tirosina quinasa activa que es fundamental para la
patogénesis de la CML. Aunque en la actual el imatinib (Gleevec®) es la terapia de primera linea para pacientes
recién diagnosticados con CML, aproximadamente un 20-25% de los pacientes no consiguen respuestas
citogenéticas completas duraderas. Los estudios han mostrado que la reactivacion de la sefializacion de BCR-ABL
en presencia de tratamiento continuado con imatinib es la principal causa de resistencia. En la mayoria de los
pacientes, la reactivacion resulta de mutaciones en el dominio de BCR-ABL quinasa que alteran la unién a imatinib y
conducen a la induccién de resistencia a farmacos. Como tal, la medicion de la actividad de BCR-ABL encuentra
utilidad en la prediccion de la respuesta a la terapia con inhibidores de tirosina quinasa tales como el imatinib asi
como en la identificacién de pacientes que desarrollan resistencia a los inhibidores de este tipo.

En la actualidad, los métodos disponibles para detectar la actividad de BCR-ABL se basan en la medicion de CRKL
fosforilado (pCRKL), un sustrato de BCR-ABL. Por ejemplo, La Rosée et al. (Haematologica, 93: 765-9 (2008))
describe un analisis de transferencia de Western de lisados de leucocitos totales para determinar el nivel de pCRKL
como un sustituto de la actividad de BCR-ABL (véase también, Hochhaus et al., Leukemia, 16: 2190-6 (2002); White
et al., J. Clin. Oncol., 25: 4445-51 (2007)). De forma andloga, Khorashad et al. (Haematologica, 94: 861-4 (2009))
describe un método basado en citometria de flujo para medir el nivel de pCRKL para evaluar la actividad de BCR-
ABL (véase también, Hamilton et al., Leukemia, 20: 1035-9 (2006)). Sin embargo, estos métodos carecen de la
especificidad y sensibilidad que se requiere para determinar la presencia o nivel de actividad de BCR-ABL en una
muestra porque son ensayos de anticuerpos individuales que se basan en la deteccion de la fosforilacion de una
proteina sustituta.

El documento EP 1507147 se refiere a la deteccion, entre otros, de proteinas de fusion especificas de tumores.

El documento WO 98/53317 se refiere al campo del diagndstico del cancer y a la aplicacion de técnicas de
diagnostico en patologia y hematologia. De forma especifica, la invencién se refiere a técnicas para la deteccion de
anomalias cromos6micas y a la deteccion de productos génicos especificos de tumores expresados exclusivamente
por células tumorales que contienen dichas anomalias cromosomicas.

El documento WO 2009/108637 proporciona composiciones y métodos para detectar los estados de activacion de
componentes de vias de transduccion de sefiales en células tumorales.

El documento WO 2007/061684 se refiere a la deteccion de productos génicos resultantes de translocaciones
cromosémicas, incluyendo proteinas de fusidon que comprenden una primera y una segunda region. En particular, las
proteinas de fusion se identifican después de someter una muestra que comprende las proteinas a una perla que
comprende un anticuerpo para una primera region, seguido de someter el complejo de perla-anticuerpo-fusién a un
segundo anticuerpo dirigido contra la segunda region, detectando de ese modo la proteina de fusion.

El documento US 2005/214301 proporciona anticuerpos aislados que se unen de forma especifica a la proteina de
fusion BCR-ABL P210 humana, pero no se unen a las respectivas proteinas BCR y c-ABL de tipo silvestre. La
deteccién de esta proteina de fusién es relevante para la CML y otras enfermedades caracterizadas por la
translocacion de BCR-ABL P210. También se proporcionan métodos para determinar el nivel o expresién de BCR-
ABL P210 en una muestra biolégica, o para identificar un compuesto que modula dicha expresién, usando los
anticuerpos especificos de BCR-ABL desvelados.

De keersmaecker et al. (2005); Blood: 105 (12) demuestran la participacion de fusiones de ABL1 en la patogénesis
de T-ALL e identifican EML1-ABL1 como una nueva diana terapéutica de imatinib.

Guo et al. (1991); Cancer Res: 51; 3048 se refiere a la deteccién de Proteinas BCR-ABL en Células Sanguineas



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2637853 T3

Pacientes con Leucemia Mielégena Cronica de Fase Benigna.

Por consiguiente, se necesitan métodos especificos y sensibles para detectar la actividad de BCR-ABL, asi como la
actividad de otras proteinas de fusion oncogénicas, con fines diagndsticos, pronosticos y terapéuticos. La presente
invencion satisface esta necesidad y también proporciona ventajas relacionadas.

Breve sumario de la invencién

La presente invencién proporciona matrices basadas en anticuerpo para detectar el estado de activaciéon y/o
cantidad total de una o una pluralidad de proteinas de fusién oncogénicas en una muestra biolégica tal como sangre
completa (por ejemplo, un lisado preparado a partir de células en circulacion raras aisladas o leucocitos) o tejido
tumoral (por ejemplo, una aspiracion con aguja fina) y sus métodos de uso de los mismos. En ciertos casos, el
estado de activacion y/o cantidad total de proteina o proteinas de fusién oncogénica(s) presente en una muestra se
puede medir en combinacién con una pluralidad de moléculas de moléculas de transduccion de sefiales. Las
composiciones y métodos de la presente invencion tienen las ventajas de la especificidad asociada a ensayos de
inmunoabsorcidn relacionados con enzimas, sensibilidad asociada con amplificacion de sefal, y multiplexacion de
alto rendimiento asociada micromatrices.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para determinar el nivel o estado de activacién de una
proteina de fusién oncogénica, método que comprende:

(a) producir un extracto celular que comprende un extracto de células aisladas a partir de una muestra, en el que
las células aisladas no se lavan antes de la lisis para producir el extracto celular;

(b) poner en contacto un extracto celular con un primer resto de unién especifico para un primer dominio de una
primera proteina de longitud completa en condiciones adecuadas para transformar la primera proteina de
longitud completa presente en el extracto celular en un complejo que comprende la primera proteina de longitud
completa y el primer resto de unién, en el que el primer dominio de la primera proteina de longitud completa esta
ausente de una proteina de fusién oncogénica correspondiente que comprende un segundo dominio, diferente de
la primera proteina de longitud completa fusionado a un primer dominio de una segunda proteina de longitud
completa diferente;

(c) retirar el complejo de la etapa (b) del extracto celular para formar un extracto celular desprovisto de la primera
proteina de longitud completa;

(d) poner en contacto el extracto celular de la etapa (c) con un segundo resto de union, un tercer resto de union,
y un cuarto resto de unién en condiciones adecuadas para transformar la proteina de fusidon oncogénica presente
en el extracto celular en un complejo que comprende la proteina de fusidon oncogénica y el segundo, tercer, y
cuarto restos de union;

en el que el segundo resto de unién es especifico para el segundo dominio, diferente de la primera proteina de
longitud completa, en el que el segundo resto de unién esta sujeto en un soporte sdélido en una matriz direccionable,
en el que el tercer resto de unidén esta etiquetado con una glucosa oxidasa y es especifico para uno de los
siguientes: (i) el primer dominio de la segunda proteina de longitud completa diferente; (ii) el segundo dominio,
diferente de la primera proteina de longitud completa; o (iii) el sitio de fusion entre el segundo dominio, diferente de
la primera proteina de longitud completa y el primer dominio de la segunda proteina de longitud completa diferente,
en el que el cuarto resto de unién esta etiquetado con un primer miembro de un par de amplificaciéon de sefiales y es
especifico para el primer dominio de la segunda proteina de longitud completa diferente, y en el que la glucosa
oxidasa genera un agente oxidante que se canaliza y reacciona con el primer miembro del par de amplificacion de
sefales;

(e) incubar el complejo de la etapa (d) con un segundo miembro del par de amplificacién de sefiales para generar
una sefial amplificada; y

(f) detectar la sefial amplificada generada a partir del primer y segundo miembros del par de amplificacién de
sefiales, determinando de ese modo el nivel o estado de activacién de la proteina de fusiébn oncogénica.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un método como se describe en [0006a], en el que la muestra se
selecciona entre el grupo que consiste en sangre completa, suero, plasma, orina, esputo, fluido de lavado bronquial,
lagrimas, aspiracion a través del pezodn, linfa, saliva, aspiracion con aguja fina (FNA), y combinaciones de los
mismos. En una realizacion la muestra se obtiene a partir de un paciente con cancer. El cancer esta causado por la
formacion de una proteina de fusion oncogénica debido a una translocacion cromosémica en las células cancerosas.
En una realizacion el cancer es una neoplasia hematoldgica, sarcoma osteogénico, o sarcoma de tejido blando. La
neoplasia hematoldgica es una leucemia o linfoma. La leucemia es una leucemia mielégena crénica (CML).

En un aspecto, la presente invencion proporciona un método como se describe en [0006a-b], en el que la proteina
de fusién oncogénica se selecciona entre el grupo que consiste en BCR-ABL, DEK-CAN, E2A-PBX1, RARa-PML,
IREL-URG, CBF/3-MYH11, AML1-MTGS8, EWS-FLI, LYT-10-Cc , HRX-ENL, HRX-AF4, NPM-ALK, IGH-MYC,
RUNX1-ETO, TEL-TRKC, TEL-AML1, MLL-AF4, TCR-RBTN2, COL1A1-PDGF, E2A-HLF, PAX3-FKHR, ETV6-
NTRK3, RET-PTC, TMRSS-ERG, TPR-MET, y combinaciones de los mismos. En una realizacion, la proteina de
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fusion oncogénica es BCRABL.

En una realizacion de la presente invencion, la primera proteina de longitud completa es BCR, o en el que el primer
dominio de la primera proteina de longitud completa comprende la region carboxilo-terminal de BCR (BCRC), en la
que el segundo dominio, diferente de la primera proteina de longitud completa comprende la regién amino-terminal
de BCR (BCR-N), o en la que la segunda proteina de longitud completa diferente es ABL, o en el que el primer
dominio de la segunda proteina de longitud completa diferente comprende la regién carboxilo-terminal de ABL (ABL-
C), o en la que la primera proteina de longitud completa es ABL, o0 en la que la segunda proteina de longitud
completa diferente es BCR.

En una realizacion el método es como se describe en [0006a-d], en el que el estado de activacion se selecciona
entre el grupo que consiste en un estado de fosforilacion, estado de ubiquitinacion, estado de formacién de
complejos, y combinaciones de los mismos, o que comprende adicionalmente determinar el nivel o estado de
activacion de una o mas moléculas de transduccion de sefiales, siendo dicha una o mas moléculas de transduccion
de sefiales opcionalmente un sustrato de BCR-ABL, siendo dicho sustrato de BCR-ABL seleccionado opcionalmente
entre el grupo que consiste en CRKL, JAK2, STAT5, VAV, BAP-1, y combinaciones de los mismos.

En una realizacion el método es como se describe en [0006a-d], en el que el tercer resto de unién esta etiquetado
directamente con la glucosa oxidasa, o en el que el cuarto resto de unién esta etiquetado directamente con el primer
miembro del par de amplificacién de sefiales, o en el que el cuarto resto de unién esta etiquetado con el primer
miembro del par de amplificacién de sefiales a través de la unién entre un primer miembro de un par de unién
conjugado con el segundo anticuerpo de deteccién y un segundo miembro del par de unién conjugado con el primer
miembro del par de amplificacion de sefiales.

En una realizacion el método es como se describe en [0006a-f], que comprende adicionalmente:

(9) poner en contacto el extracto celular con un quinto resto de unién especifico para un segundo dominio de la
segunda proteina de longitud completa diferente en condiciones adecuadas para transformar la segunda proteina
de longitud completa diferente presente en el extracto celular en un complejo que comprende la segunda
proteina de longitud completa diferente y el quinto resto de unién, en el que el segundo dominio de la segunda
proteina de longitud completa diferente esta ausente de la proteina de fusion oncogénica; y

(h) retirar el complejo de la etapa (g) del extracto celular para formar un extracto celular desprovisto de la
segunda proteina de longitud completa diferente,

en el que la etapa (g) se realiza antes, durante, o después de la etapa (b).

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para optimizar la terapia y/o reducir la toxicidad en un
sujeto con cancer y que recibe un ciclo de terapia para el tratamiento de cancer, método que comprende:

(a) lisar las células cancerosas aisladas de un sujeto después de la administracion de un farmaco anticancer
para producir un extracto celular, en el que las células cancerosas aisladas no se lavan antes de la lisis;

(b) medir un nivel de expresion y/o activacién de una proteina de fusion oncogénica en el extracto celular 10 de
acuerdo con el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25; y

(c) comparar el nivel de expresion medido y/o activacion de la proteina de fusion oncogénica con un nivel de
expresion y/o activacion de la proteina de fusiéon oncogénica medido en un momento anterior durante el ciclo de
terapia; y

(d) determinar una dosis posterior del ciclo de terapia para el sujeto o si se deberia administrar al sujeto un ciclo
de terapia diferente basandose en la comparacion de la etapa (d). En una realizacion, la proteina de fusion
oncogénica es BCR-ABL, 0 en la que se determina que el sujeto tiene células cancerosas que expresan la
proteina de fusién oncogénica antes de recibir el ciclo de terapia, siendo dicho sujeto opcionalmente positivo
para BCR- ABL. En otra realizacion, en la que tanto el nivel de expresion como el nivel de activacion de la
proteina de fusién oncogénica se miden en el extracto celular, dicha etapa (b) ademéas comprende opcionalmente
calcular una proporcion de los niveles de proteina de fusion oncogénica activada con respecto al total, dicha
etapa (c) comprende opcionalmente comparar la proporcion calculada de los niveles de proteina de fusion
oncogénica activada con respecto al total con respecto a una proporcion de los niveles de proteina de fusion
oncogénica activada con respecto al total calculada para el sujeto en un momento anterior. En otra realizacién
mas, la proporcién calculada de los niveles de proteina de fusion oncogénica activada con respecto al total se
correlaciona con el porcentaje de inhibicion de la proteina de fusion oncogénica activada después del tratamiento
con el farmaco anticancer, o en la que la proporcién calculada de los niveles de proteina de fusiéon oncogénica
activada con respecto al total es relativa con respecto al nivel de una proteina de control, o en la que la
proporcion calculada de los niveles de proteina de fusién oncogénica activada con respecto al total comprende
una proporcion de los niveles de proteina BCR-ABL fosfo/total. En una realizacién, la proteina de control
comprende una proteina de longitud completa nativa que contiene secuencias o dominios encontrados dentro de
la proteina de fusién oncogénica, o en la que la proteina de control se selecciona entre el grupo que consiste en
BCR de longitud completa, ABL de longitud completa, y combinaciones de los mismos.
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En una realizacion el método es como se describe en [0006h], en el que menos de aproximadamente un 50 % de
inhibicion del nivel de activacién de la proteina de fusion oncogénica indica una necesidad de aumentar la dosis
posterior del ciclo de terapia o administrar un ciclo de terapia diferente, o en el que menos de aproximadamente un
50 % de inhibicion del nivel de activacion de la proteina de fusién oncogénica indica una falta de cumplimiento del
ciclo de terapia por parte del paciente, la existencia de posibles efectos secundarios o toxicidad asociados con el
ciclo de terapia, o combinaciones de los mismos, o en el que mas de aproximadamente un 80 % de inhibicion del
nivel de activacion de la proteina de fusién oncogénica indica que el sujeto esta con el ciclo de terapia correcto con
la dosis correcta.

En otra realizacion el método es como se describe en [0006h-i], en el que el cancer es leucemia mielégena crénica
(CML), o en el que el farmaco anticancer se selecciona entre el grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal,
inhibidor de tirosina quinasa, agente quimioterapéutico, agente terapéutico hormonal, agente radioterapéutico,
vacuna, y combinaciones de los mismos, dicho inhibidor de tirosina quinasa se selecciona entre el grupo que
consiste en mesilato de imatinib, nilotinib, dasatinib, bosutinib (SKI-606), y combinaciones de los mismos.

En un aspecto la presente invencién se refiere a un método descrito en [0006j], en el que las etapas (b) a (d) como
alternativa comprenden:

(b’) medir un nivel de expresion y/o activacién de una proteina de fusién oncogénica y una o mas moléculas de
transduccion de sefiales en su ruta en el extracto celular; y

(c’) comparar el nivel de expresién medido y/o activacion de la proteina de fusion oncogénica y moléculas de
transduccion de sefiales con un nivel de expresion y/o activacién de la proteina de fusién oncogénica y
moléculas de transduccion de sefiales medido en un momento anterior durante el ciclo de terapia; y

(d") determinar una dosis posterior del ciclo de terapia para el sujeto o si se deberia administrar al sujeto un ciclo
de terapia diferente basandose en la comparacién de la etapa (c').

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un método para seleccionar un farmaco anticancer adecuado
para el tratamiento de un cancer, o para identificar la respuesta de un cancer al tratamiento con un farmaco
anticancer, o para predecir la respuesta de un sujeto que tiene cancer al tratamiento con un farmaco anticancer, o
para determinar si un sujeto que tiene cancer es resistente al tratamiento con un farmaco anticancer, método que
comprende:

(a) lisar las células cancerosas aisladas de un sujeto después de la administracion de un farmaco anticancer, o
antes de la incubaciéon con un farmaco anticancer, para producir un extracto celular, en el que las células
cancerosas aisladas no se lavan antes de la lisis;

(b) medir un nivel de expresion y/o activacion de una proteina de fusién oncogénica en el extracto celular de
acuerdo con el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25;y

(c) determinar si el farmaco anticancer es adecuado o inadecuado para el tratamiento del cancer mediante la
comparacion del nivel de expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusion oncogénica con un nivel
de referencia y/o perfil de activacion generado en ausencia del farmaco anticancer, identificar el cancer como
que responde o no responde al tratamiento con el farmaco anticancer mediante la comparacion del nivel de
expresion y/o activacién detectado para la proteina de fusion oncogénica con un nivel de referencia y/o perfil de
activacion generado en ausencia del farmaco anticancer,

predecir la probabilidad de que el sujeto responda al tratamiento con el farmaco anticAncer mediante la comparacion
del nivel de expresién y/o activaciéon detectado para la proteina de fusion oncogénica con un nivel de referencia y/o
perfil de activacion generado en ausencia del farmaco anticancer, determinar si el sujeto es resistente o responde al
tratamiento con el farmaco anticancer mediante la comparacion del nivel de expresién y/o activacion detectado para
la proteina de fusién oncogénica con un nivel de referencia y/o perfil de activacion generado en ausencia del
farmaco anticancer o en presencia del farmaco anticancer en un momento anterior, respectivamente.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un método como se describe en [00061], en el que el cancer es
leucemia mielégena crénica (CML), o en el que el farmaco anticancer se selecciona entre el grupo que consiste en
un anticuerpo monoclonal, inhibidor de tirosina quinasa, agente quimioterapéutico, agente terapéutico hormonal,
agente radioterapéutico, vacuna, y combinaciones de los mismos, siendo dicho anticuerpo monoclonal seleccionado
opcionalmente entre el grupo que consiste en trastuzumab, alemtuzumab, bevacizumab, cetuximab, gemtuzumab,
panitumumab, rituximab, tositumomab, y combinaciones de los mismos, siendo dicho inhibidor de tirosina quinasa
seleccionado opcionalmente entre el grupo que consiste en mesilato de imatinib, nilotinib, dasatinib, bosutinib (SKI-
606), gefitinib, sunitinib, erlotinib, lapatinib, canertinib (Cl 1033), semaxinib (SU5416), vatalanib (PTK787/ZK222584),
sorafenib (BAY 43-9006), leflunomida (SU101), vandetanib (ZD6474), y combinaciones de los mismos, siendo dicho
agente quimioterapéutico seleccionado opcionalmente entre el grupo que consiste en pemetrexed, gemcitabina,
sirolimus (rapamicina), analogos de rapamicina, compuestos de platino, carboplatino, cisplatino, satraplatino,
paclitaxel, docetaxel (Taxotere®), temsirolimus (CCI-779), everolimus (RADO001), y combinaciones de los mismos,
siendo dicho agente terapéutico hormonal seleccionado opcionalmente entre el grupo que consiste en inhibidores de
aromatasa, moduladores selectivos de receptor de estrégenos, esteroides, finasterida, agonistas de hormona
liberadora de gonadotropina, sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, estereoisémeros de los mismos,
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derivados de los mismos, analogos de los mismos, y combinaciones de los mismos, siendo dicho agente
radioterapéutico seleccionado opcionalmente entre el grupo que consiste en *'Sc, **Cu, *’cu, ¥sr, %y, ¥y, ©y,
195Rh, 1A, Mn, 1Msn, M9pm, **%sm, *°Ho, Y""Lu, *°Re, '*Re, **'At, #?Bi, y combinaciones de los mismos.

Otros objetos, caracteristicas, y ventajas de la presente invencion seran evidentes para alguien con experiencia en la
materia a partir de la siguiente descripcion detallada y las figuras.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra una realizacion del formato de ensayo de la presente invencion, que depende de la co-
localizacién de dos anticuerpos detectores adicionales relacionados con enzimas para sucesos de canalizacién
posterior para cada proteina de fusién oncogénica diana unida.

La Figura 2 muestra de forma esquematica la aplicacién de las matrices de la invenciéon a la seleccion de
farmaco durante el transcurso del tratamiento para el cancer.

Las Figuras 3 A-D muestran diversas realizaciones del formato de ensayo de la presente invencion para detectar
niveles de expresion y activacion de proteinas de fusion oncogénicas tales como BCR-ABL.

La Figura 4 muestra la sefial de BCR-ABL en células K562 después de la retirada de la BCR libre.
La Figura 5 muestra la sefial de BCR en células K562 después de la retirada de la BCR libre.
La Figura 6 muestra la deteccién de los niveles totales y fosforilados de BCR-ABL en células K562.

La Figura 7 muestra el nivel de fosforilacion ("BCR-ABL Fosfo ") y la cantidad total ("BCR-ABL Total") de BCR-
ABL detectado en células K562 de leucemia mielégena cronica humana con o sin disminucion de BCR libre
usando perlas acopladas a anticuerpo C-terminal de BCR.

La Figura 8 muestra la sefial de BCR-ABL fosforilada en células K562 con o sin retirada de BCR libre usando
perlas acopladas a anticuerpo C-terminal de BCR. En particular, la Figura 8A proporciona una comparacion de la
micromatriz de la sefial de BCR-ABL fosforilada en lisados de células K562 con o sin retirada de BCR de longitud
completa ("Perlas no tratadas" = BCR no retirada con respecto a "Perlas tratadas" = BCR retiradas con perlas
que contiene un anticuerpo especifico para el extremo C-terminal de BCR de longitud completa conjugada con el
mismo). La Figura 8B proporciona una representacion grafica de los datos de la micromatriz con Unidades
Relativas de Fluorescencia (RFU) como una funcién del indice celular.

La Figura 9 muestra la sefial de BCR-ABL total en células K562 con o sin retirada de BCR libre usando perlas
acopladas a anticuerpo C-terminal de BCR. En particular, la Figura 9A proporciona una comparacion de la
micromatriz de la sefial de BCR-ABL total detectada en lisados de células K562 con o sin retirada de BCR de
longitud completa ("Perlas no tratadas" = BCR no retirada con respecto a "Perlas tratadas" = BCR retiradas con
perlas que contiene un anticuerpo especifico para el extremo C-terminal de BCR de longitud completa conjugada
con el mismo). La Figura 9B proporciona una representacion grafica de los datos de la micromatriz con Unidades
Relativas de Fluorescencia (RFU) como una funcién del indice celular.

La Figura 10 muestra la retirada de BCR libre de longitud completa a partir de un extracto de células K562
después de poner en contacto el extracto celular con perlas acopladas a anticuerpo C-terminal de BCR. En
particular, la Figura 10A proporciona una comparacion de la micromatriz de la sefial de BCR total detectada en
lisados de células K562 con o sin retirada de BCR de longitud completa ("Perlas no tratadas" = BCR no retirada
con respecto a "Perlas tratadas" = BCR retiradas con perlas que contiene un anticuerpo especifico para el
extremo C-terminal de BCR de longitud completa conjugada con el mismo). La Figura 10B proporciona una
representacion grafica de los datos de la micromatriz con Unidades Relativas de Fluorescencia (RFU) como una
funcién del indice celular.

La Figura 11 muestra que la BCR libre de longitud completa y las proteinas ABL, pero no la proteina de fusion
BCR-ABL, estan presentes en los glébulos blancos (WBC).

La Figura 12 muestra que la BCR libre de longitud completa presente en los WBC inhibia la sefial de BCR-ABL
fosfo en extractos de células K562 cuando tales extractos de células K562 se fijaron con extractos de WBC.

La Figura 13 muestra la sefial de BCR-ABL total en células K562 fijadas con extractos de WBC después de la
retirada del BCR libre usando perlas acopladas a anticuerpo C-terminal de BCR. En particular, la Figura 13A
muestra que la sefial de BCR libre esta saturada cuando los extractos de células K562 se fijaron con extractos de
WBC. Después de tratamiento con perlas acopladas a anticuerpo C-terminal de BCR, la BCR libre se retir6. La
Figura 13B muestra que la sefial de BCR-ABL no cambiaba con el tratamiento con o sin perlas en el mismo
experimento.
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La Figura 14 muestra que el inhibidor de BCR-ABL imatinib (Gleevec®) inhibia de forma dependiente de la dosis
la activacion (es decir, fosforilacion), pero no la expresion (es decir, niveles totales), de proteina BCR-ABL en
células K562.

La Figura 15 muestra que el inhibidor de BCR-ABL nilotinib (Tasigna®) inhibia de forma dependiente de la dosis
la activacion (es decir, fosforilacién), pero no la expresion (es decir, niveles totales), de proteina BCR-ABL en
células K562.

La Figura 16 muestra que el inhibidor de BCR-ABL dasatinib (Sprycel®) inhibia de forma dependiente de la dosis
la activacion (es decir, fosforilacion), pero no la expresion (es decir, niveles totales), de proteina BCR-ABL en
células K562.

La Figura 17 muestra que CRKL esta tanto presente como activado (es decir, fosforilado) en células K562.

La Figura 18 muestra que CRKL esta presente en células de carcinoma epidermioide humano en A431 y esta
activado (es decir, fosforilado) después del tratamiento con EGF.

La Figura 19 muestra que CRKL esta presente en células de tumor epitelial de mama ductal humano T47D pero
no esta activado (es decir, fosforilado) después del tratamiento con EGF.

La Figura 20 muestra que CRKL esta presente en células T47D y esta activado (es decir, fosforilado) a niveles
bajos después del tratamiento con heregulina (HRG).

La Figura 21 muestra que CRKL esta presente en células de adenocarcinoma de mama humano MCF-7 y esta
activado (es decir, fosforilado) a niveles bajos después del tratamiento con heregulina (HRG).

La Figura 22 ilustra la presencia de CRKL activado (es decir, fosforilado) en los glébulos blancos (WBC) de
diferentes donantes.

La Figura 23 ilustra que JAK2 esta activado (es decir, fosforilado) en células K562 y en células A431.

La Figura 24 ilustra que el BCR-ABL fosforilado se puede detectar y medir en lisados celulares preparados a
partir de células K562 aisladas de sangre usando perlas magnéticas anti-CD45.

La Figura 25 ilustra que los niveles de BCR-ABL total no cambiaban cuando un anticuerpo dirigido contra el
extremo C-terminal de la BCR nativa de longitud completa (cuyo dominio C-terminal no esta presente en BCR-
ABL) se aplicaba puntualmente en la misma lamina en el mismo lecho que un anticuerpo dirigido contra la region
N-terminal de BCR-ABL.

La Figura 26 ilustra que la sefial de BCR nativo libre detectada con un anticuerpo de BCR especifico para
extremo N-terminal se reducia cuando un anticuerpo dirigido contra el extremo C-terminal del BCR nativo se
aplicaba puntualmente en la misma lamina en el mismo lecho.

Descripcion detallada de la invencién
I. Introduccién

Las neoplasias hematolégicas son los tipos de cancer que afectan a la sangre, médula 6sea y ganglios linfaticos.
Dado que los tres estan intimamente conectados a través del sistema inmunoldgico, una enfermedad que afecte a
uno de los tres a menudo también afectarda a los demas. Por ejemplo, aunque técnicamente el linfoma es una
enfermedad de los ganglios linfaticos, a menudo se extiende a la médula 6sea y la sangre. Las translocaciones
cromosémicas, que crean proteinas de fusion que tienen nuevas secuencias codificantes que contienen partes de
las secuencias codificantes de dos genes diferentes, son una causa comun de estas enfermedades, pero son una
causa menos comun de tumores sdlidos. Como tal, es importante identificar la presencia y largo actividad de las
proteinas de fusidon oncogénicas asociadas a neoplasias malignas hematologicas para proporcionar el prondstico y
el tratamiento adecuados para los pacientes con estos tipos de cancer.

Por ejemplo, la proteina de fusion BCR-ABL esta asociada con la leucemia mielégena crénica (CML) asi como con la
leucemia linfoblastica aguda (ALL). En particular, la proteina BCR-ABL es una tirosina quinasa activa que es
fundamental para la patogénesis del cancer. Aunque en la actualidad el imatinib (Gleevec®) actualmente la terapia
de primera linea para pacientes recién diagnosticados con CML, aproximadamente un 20-25 % de los pacientes no
consiguen respuestas citogenéticas completas duraderas. Los estudios han mostrado que la reactivacion de la
actividad de la BCR-ABL quinasa en presencia del tratamiento continuado con imatinib es la principal causa de
resistencia. Como tal, la medicion de la actividad de BCR-ABL encuentra utilidad en la prediccion de la respuesta a
la terapia con inhibidores de tirosina quinasa tales como el imatinib asi como en la identificaciéon de pacientes que
desarrollan resistencia a los inhibidores de este tipo.
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La presente invencién proporciona métodos para detectar el estado de activacion y/o la cantidad total de una o una
pluralidad de proteinas de fusion (solas o en combinacién con una o una pluralidad de moléculas de transduccion de
sefiales) en células aisladas usan un sistema de ensayo de basada en anticuerpo. Los extractos celulares
preparados a partir de leucocitos aislados, células en circulacion, u otros tipos de células son particularmente Utiles
en los métodos que se describen en el presente documento. En algunas realizaciones, los inmunoensayos de alto
rendimiento, multiplexados de la presente invencion pueden detectar el estado de activacion de una o mas proteinas
de fusion oncogénicas y/o moléculas de transduccion de sefiales a nivel de una sola célula. De hecho, se pueden
detectar moléculas de transduccion de sefiales tales como EGFR con una sensibilidad de aproximadamente 100
zeptomoles y un intervalo dindmico lineal de aproximadamente 100 zeptomoles a aproximadamente 100
femtomoles. Como tal, la deteccion del estado de activacion de una sola célula de una o mas proteinas de fusion
oncogénicas y/o moléculas de transduccion de sefales facilita el pronéstico y el diagndstico del cancer, asi como el
disefio de terapias personalizadas y dirigidas.

La Figura 1 ilustra un ensayo de deteccién doble de proximidad de la presente invencién a modo de ejemplo en el
gue una proteina de fusiéon oncogénica tal como BCR-ABL se une a un anticuerpo de captura y d a dos anticuerpos
de deteccidn (es decir, un anticuerpo independiente del estado de activacion y un anticuerpo dependiente del estado
de activacion). El anticuerpo de captura 1 se une a la porcion BCR de la proteina de fusion independiente de su
estado de activacién. Aunque el anticuerpo independiente del estado de activacion 2 se une a la porcion ABL de la
proteina de fusion independiente de estado de activacion, el anticuerpo dependiente del estado de activacion 3 se
une a la porcién ABL de la proteina de fusion dependiente de su estado de activacidon (por ejemplo, el anticuerpo
dependiente del estado de activacion solamente se unird a una forma activada de BCR-ABL que tiene un resto
fosforilado). El anticuerpo independiente del estado de activacion esta etiquetado con un resto facilitador 4 ("Enzima
A") y el anticuerpo dependiente del estado de activacion esta etiquetado con un primer miembro de un par de
amplificaciéon de sefiales 5 ("Enzima B"). La uniéon de ambos anticuerpos de deteccién a la porcion ABL de la
proteina de fusion pone al resto facilitador en la cercania suficiente con respecto al primer miembro del par de
amplificacién de sefales de modo que una sefial generada por el resto facilitador puede canalizar al primer miembro
del par de amplificacion de sefales, dando como resultado la generacion de una sefial detectable y/o amplificable.
En el presente documento se describen diversos métodos para canalizacion de proximidad irani se conocen en la
técnica incluyendo, pero no limitados a, FRET, fluorescencia resuelta en el tiempo-FRET, LOCI, etc.. Una ventaja de
la canalizaciéon de proximidad, como se usa en los métodos de la presente invencion, es que para esos analitos
solamente se genera una sola sefial detectable (por ejemplo, proteinas de fusion o moléculas de transduccion de
sefiales) que han unido los tres anticuerpos, dando como resultado un aumento de la especificidad del ensayo,
fondo mas bajo, y deteccién simplificada.

Como se explica con mayor detalle en el presente documento, para evaluar las terapias anticancer potenciales para
un paciente individual, las células aisladas se pueden incubar con uno o mas farmacos anticancer a dosis variables.
A continuacion se puede realizar estimulacion con factor de crecimiento durante unos minutos (por ejemplo,
aproximadamente 1-5 minutos) o durante varias horas (por ejemplo, aproximadamente 1-6 horas). La activacion
diferencial de las rutas de sefializacién con y sin farmacos anticancer puede ayudar en la selecciéon de una terapia
para el cancer adecuada a la dosis apropiada para cada paciente individual. Las células también se pueden aislar a
partir un paciente durante el tratamiento con farmaco anticancer y se pueden estimular con uno o mas factores de
crecimiento para determinar si podria implementar un cambio en la terapia. Como tal, la Figura 2 muestra que los
métodos de la presente invencidon ayudan al profesional médico de forma ventajosa a proporcionar el farmaco
anticancer correcto a la dosis correcta en el momento correcto para cada paciente.

Il. Definiciones

Como se usa en presente documento, los siguientes términos tienen los significados que se les atribuye a menos
que se especifique de otro modo.

El término "cancer" incluye cualquier miembro de una clase de enfermedades caracterizadas por el crecimiento
descontrolado de células anémalas. El término incluye todos los canceres y afecciones neoplasicas conocidos, ya
sea caracterizados como malignos, benignos, tejido blando, o sélidos, y canceres en todos los estadios y grados
incluyendo canceres pre- y post-metastasicos. Los ejemplos no limitantes de diferentes tipos de cancer incluyen
neoplasias hematoldgicas (por ejemplo, leucemia, linfoma); sarcomas osteogénicos (por ejemplo, sarcoma de
Ewing); sarcomas de tejido blando (por ejemplo, Dermatofibrosarcoma Protuberans (DFSP), rabdomiosarcoma);
otras neoplasias de tejido blando, carcinomas tiroideos papilares; cancer de prostata; cancer gastrico (por ejemplo,
estébmago); cancer de mama; cancer de pulmén (por ejemplo, cancer de pulmén de células no pequefias); canceres
digestivos y gastrointestinales (por ejemplo, cancer colorrectal, tumores del estroma gastrointestinal, tumores
carcinoides gastrointestinales, cancer de colon, cancer rectal, cancer anal, cancer de conductos biliares, y cancer del
intestino delgado); cancer de esofago; cancer de vesicula biliar; cancer de higado; cancer pancreatico; cancer de
apéndice; cancer de ovario; cancer renal (por ejemplo, carcinomas de células renales); cancer del sistema nervioso
central; cancer de piel; coriocarcinomas; y canceres de cabeza y cuello. Como se usa en el presente documento, un
"tumor" comprende una o mas células cancerosas.

Una "neoplasia hematolégica" incluye cualquier tipo de cancer que afecte a la sangre, médula 6sea, y/o ganglios
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linfaticos. Los ejemplos de neoplasias hematolégicas incluyen, pero no se limitan a, leucemia, linfoma, y mieloma
multiple. Los ejemplos no limitantes de diferentes tipos de leucemia incluyen leucemia mielégena crénica (CML),
leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia mielégena aguda (AML), y leucemia
linfocitica granular de células grandes. Los subtipos de CML incluyen, por ejemplo, leucemia monocitica crénica. Los
subtipos de ALL incluyen, por ejemplo, leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B precursores, leucemia
linfoblastica aguda de pro-linfocitos B precursores, leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T precursores, y
leucemia bifenotipica aguda. Los subtipos de CLL incluyen, por ejemplo, leucemia prolinfocitica de linfocitos B. Los
subtipos de AML incluyen, por ejemplo, leucemia promielocitica aguda, leucemia mieloblastica aguda, y leucemia
megacarioblastica aguda. Los ejemplos de diferentes tipos de linfoma incluyen, pero no se limitan a, linfoma de
Hodgkin (cuatro subtipos) y linfoma no Hodgkin, tal como, por ejemplo, linfoma linfocitico de células pequefias (SLL),
linfoma de linfocitos B de células grandes y difusas (DLBCL), linfoma folicular (FL), linfoma de células del manto
(MCL), leucemia de células pilosas (HCL), linfoma de la zona marginal (MZL), linfoma de Burkitt (BL), trastorno
linfoproliferativo post-trasplante (PTLD), leucemia prolinfocitica de linfocitos T (T-PLL), leucemia prolinfocitica de
linfocitos B (B-PLL), macroglobulinemia de Waldenstrom (también conocida como linfoma linfoplasmacitico), y otros
linfomas de células NK o linfocitos T.

El término "analito" incluye cualquier molécula de interés, por lo general una macromolécula tal como un polipéptido,
cuya presencia, cantidad, identidad y/o se determina. En ciertos casos, el analito es un componente celular de una
célula cancerosa, preferentemente una proteina de fusiéon oncogénica o una molécula de transduccion de sefiales.

El término "transformar” o "transformante” incluye un cambio fisico y/o quimico de un analito o muestra para extraer
el analito o para cambiar o modificar el analito como se define en el presente documento. Como se usa en el
presente documento, una extraccion, una manipulacion, una precipitacion quimica, un ELISA, una formacion de
complejos, una inmunoextracciéon, una modificacion fisica o quimica del analito o muestra para medir un nivel o
concentracién o estado de activacion de un analito, todos constituyen una transformacion. En otras palabras,
siempre y cuando el analito 0 muestra no sea idéntico antes y después de la etapa de transformacién, el cambio o
modificacion es una transformacion.

Como se usa en el presente documento, la expresion "serie de dilucién" pretende incluir una serie de
concentraciones decrecientes de una muestra en particular (por ejemplo, lisado celular) o reactivo (por ejemplo,
anticuerpo). Por lo general, una serie de dilucién se produce mediante un proceso de mezcla de una cantidad
medida de una concentracién de partida de una muestra o reactivo con un diluyente (por ejemplo, tampén de
dilucién) para crear una concentracion menor de la muestra o reactivo, y repetir el proceso las veces suficientes para
obtener el nUmero deseado de diluciones en serie. La muestra o reactivo se puede diluir en serie al menos 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 100, 500, o 1000 veces para producir una serie de dilucién que
comprende al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, o 50
concentraciones decrecientes de la muestra o reactivo. Por ejemplo, una serie de dilucién que comprende una
dilucién en serie de 2 veces de un reactivo de anticuerpo de captura a una concentracion de partida de 1 mg/ml se
puede producir mezclando una cantidad de la concentracion de partida del anticuerpo de captura con una cantidad
igual de un tampén de dilucion para crear una concentracion de 0,5 mg/ml del anticuerpo de captura, y repetir el
proceso para obtener concentraciones de anticuerpos de captura de 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0, 0625 mg/ml, O,
0325 mg/ml, etc.

La expresion "intervalo dindmico superior”, como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad de un
ensayo para detectar un analito especifico en tan solo una célula o en tanto como miles de células. Por ejemplo, los
inmunoensayos que se describen en el presente documento poseen un intervalo dindmico superior porque detectan
de forma ventajosa una proteina de fusiobn oncogénica o molécula de transduccion de sefiales de interés de
aproximadamente 1-10,000 células (por ejemplo, aproximadamente 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 250, 500, 750, 1000,
2500, 5000, 7500, o 10,000 células) usando una serie de diluciéon de concentraciones de anticuerpos de captura.

La expresion "proteina de fusién" o "proteina quimérica" incluye una proteina creada a través de la unién de dos o
mas genes que originalmente codifican proteinas separadas. Las fusiones genéticas de este tipo se generan por lo
general cuando una translocaciéon cromosémica reemplaza los exones terminales de un gen con exones intactos de
un segundo gen. Esto crea un solo gen que se puede transcribir, cortar y empalmar y traducir para producir una
proteina de fusion funcional. En realizaciones en particular, la proteina de fusién es una proteina de fusion
oncogénica, es decir, una proteina de fusion involucrada en la oncogénesis. Los ejemplos de proteinas de fusion
oncogénicas incluyen, pero no se limitan a, BCR-ABL, DEK-CAN, E2A-PBX1, RARa-PML, IREL-URG, CBFp-
MYH11, AML1-MTG8, EWS-FLI, LYT-10-Ca1, HRX-ENL, HRX-AF4, NPM-ALK, IGH-MYC, RUNX1-ETO, TEL-TRKC,
TEL-AML1, MLL-AF4, TCR-RBTN2, COL1A1-PDGF, E2A-HLF, PAX3-FKHR, ETV6-NTRK3, RET-PTC, TMRSS-
ERG, y TPR-MET.

La expresion "molécula de transduccion de sefiales" o "transductor de sefiales” incluye proteinas y otras moléculas
gue realizan el proceso mediante el que una célula convierte una sefal extracelular o un estimulo en una respuesta,
por lo general implicando a secuencias ordenadas de reacciones bioquimicas dentro de la célula. Los ejemplos de
moléculas de transduccién de sefiales incluyen, pero no se limitan a, tirosina quinasas receptoras tales como EGFR
(por ejemplo, EGFR/HER-1/ErbB1, HER-2/Neu/ErbB2, HER-3/ErbB3, HER-4/ErbB4), VEGFR-1/FLT-1, VEGFR-
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2/FLK-1/KDR, VEGFR-3/FLT-4, FLT-3/FLK-2, PDGFR (por ejemplo, PDGFRA, PDGFRB), c-Met, c-KIT/SCFR, INSR
(receptor de insulina), IGF-IR, IGF-IIR, IRR (receptor relacionado con el receptor de insulina), CSF-1R, FGFR 1-4,
HGFR 1-2, CCK4, TRK A-C, MET, RON, EPHA 1-8, EPHB 1-6, AXL, MER, TYRO3, TIE 1-2, TEK, RYK, DDR 1-2,
RET, c-ROS, V-cadherina, LTK (tirosina quinasa leucocitaria), ALK (quinasa de linfoma anaplasico), ROR 1-2,
MUSK, AATYK 1-3, RTK 106, y formas truncadas de las tirosina quinasas receptoras tales como p95ErbB2; tirosina
quinasas no receptoras tales como Src, Frk, Btk, Csk, Abl, Zap70, Fes/Fps, Fak, Jak, Ack, y LIMK; componentes de
la cascada de sefializacion de tirosina quinasa tales como Akt, MAPK/ERK, MEK, RAF, PLA2, MEKK, JNKK, JNK,
p38, Shc (p66), PI3K, Ras (por ejemplo, K-Ras, N-Ras, H-Ras), Rho, Racl, Cdc42, PLC, PKC, p70 S6 quinasa, p53,
ciclina D1, STAT1, STAT3, PIP2, PIP3, PDK, mTOR, BAD, p21, p27, ROCK, IP3, TSP-1, NOS, PTEN, RSK 1-3,
JNK, c-Jun, Rb, CREB, Ki67, y paxilina; receptores de hormonas nucleares tales como receptor de estrégenos (ER),
receptor de progesterona (PR), receptor de andrégenos, receptor de glucocorticoides, receptor de
mineralocorticoides, receptor de vitamina A, receptor de vitamina D, receptor de retinoides, receptor de hormona
tiroidea y receptores huérfanos; coactivadores y supresores de receptores nucleares; y combinaciones de los
mismos.

El término "muestra” como se usa en el presente documento incluye cualquier muestra de ensayos biolégica
obtenida a partir de un paciente. Las muestras incluyen, pero no se limitan a, sangre completa, plasma, suero, fluido
de lavado ductal, aspiraciéon a través del pezoén, linfa (por ejemplo, células tumorales diseminadas del ganglio
linfatico), aspirado de médula ésea, saliva, orina, deposiciones (es decir, heces), esputo, fluido de lavado bronquial,
lagrimas, aspiracién con aguja fina (por ejemplo, cosechadas mediante aspiracion aleatoria con aguja fina
periareolar), cualquier otro fluido corporal, una muestra de tejido (por ejemplo, tejido tumoral) tal como una biopsia
de un tumor (por ejemplo, biopsia con aguja) o un ganglio linfatico (por ejemplo, biopsia del ganglio linfatico
centinela), y extractos celulares de los mismos En algunas realizaciones, la muestra es sangre completa o un
componente fraccionario de la misma tal como plasma, suero, glébulos rojos, leucocitos tales como células
mononucleares de sangre periférica, y/o células en circulacion raras. En realizaciones en particular, la muestra se
obtiene aislando leucocitos o células en circulacion de un tumor sélido a partir de sangre completa o una fraccion
celular de la misma usando cualquier técnica conocida en la técnica. En otras realizaciones, la muestra es una
muestra de tejido tumoral embebida en parafina fijada con formalina (FFPE), por ejemplo, de un tumor sélido.

Como se usa en el presente documento, la expresion "células en circulacion" comprende células extratumorales que
se han metastatizado o micrometastatizado a partir de un tumor sélido. Los ejemplos de células en circulacion
incluyen, pero no se limitan a, células tumorales en circulacion, células madre cancerosas, y/o células que estan
migrando al tumor (por ejemplo, células precursoras endoteliales en circulacion, células endoteliales en circulacion,
células mieloides pro-angiogénicas en circulacion, células dendriticas en circulacion, etc).

Una "biopsia" se refiere al proceso de extraccion de una muestra de tejido para evaluacion de diagnostico o
pronéstico, y a la muestra de ensayo del propio tejido. Cualquier técnica de biopsia conocida en la técnica se puede
aplicar a los métodos y composiciones de la presente invencién. La técnica de biopsia aplicada dependerd, en
general, del tipo de tejido que se va a evaluar y del tamafio y tipo del tumor (es decir, sélido o suspendido (es decir,
sangre 0 ascitis)), entre otros factores. Las técnicas de biopsia representativas incluyen biopsia escisional, biopsia
incisional, biopsia con aguja, biopsia por aspiracion con aguja fina, etc.), biopsia quirdrgica y biopsia de médula
Osea. Las técnicas de biopsia se discuten, por ejemplo, en Harrison’s Principles of Internal Medicine, Kasper, et al.,
eds., 162 ed., 2005, Capitulo 70, y a lo largo de la Parte V. Un experto en la materia observara que se pueden
realizar técnicas de biopsia para identificar células cancerosas y/o precancerosas en una muestra de tejido dada.

La expresion "sujeto” o "paciente” o "individuo" por lo general incluye seres humanos, pero también puede incluir
otros animales tales como, por ejemplo, otros primates, roedores, caninos, felinos, equinos, ovinos, porcinos y
similares.

Una "matriz" o "micromatriz" comprende un conjunto o serie de dilucién distintos de anticuerpos de captura
inmovilizados o sujetos en un soporte sélido tal como, por ejemplo, vidrio (por ejemplo, un portaobjetos de vidrio),
plastico, chips, pasadores, filtros, perlas (por ejemplo, perlas magnéticas, poliestireno perlas, etc), papel, membrana
(por ejemplo, nailon, nitrocelulosa, fluoruro de polivinilideno (PVDF), etc), haces de fibra, o cualquier otro sustrato
adecuado. Los anticuerpos de captura por lo general estan inmovilizados o sujetos en el soporte sélido mediante
interacciones covalentes o no covalentes (por ejemplo, enlaces ionicos, interacciones hidrofobicas, enlaces de
hidrégeno, fuerzas de Van der Waals, enlaces dipolo-dipolo). En ciertos casos, los anticuerpos de captura
comprenden etiquetas de captura que interactian con los agentes de captura unidos al soporte sélido. Las matrices
usadas en los ensayos de la presente invencién por lo general comprenden una pluralidad de anticuerpos de captura
diferentes y/o concentraciones de anticuerpo de captura que estan acoplados a la superficie de un soporte sélido en
localizaciones conocidas/direccionables diferentes.

La expresion "anticuerpo de captura” pretende incluir un anticuerpo inmovilizado que es especifico para (es decir, se
une, esta unido a, o forma un complejo con) uno o mas analitos de interés en una muestra tal como un extracto
celular de leucocitos o circulacion en circulacion raras. En realizaciones preferentes, el anticuerpo de captura esta
sujeto en un soporte sélido en una matriz. Los anticuerpos de captura adecuados para inmovilizar cualquiera de una
diversidad de proteinas de fusién oncogénicas o moléculas de transduccion de sefiales en un soporte sélido estan
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disponibles en Upstate (Temecula, CA), Biosource (Camarillo, CA), Cell Signaling Technologies (Danvers, MA), R&D
Systems (Minneapolis, MN) Lab Vision (Fremont, CA), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), Sigma (St. Louis,
MO), y BD Biosciences (San Jose, CA).

La expresién "anticuerpo de deteccion” como se usa en el presente documento incluye un anticuerpo que
comprende una etiqueta detectable que es especifica para (es decir, se une, esta unida por, o forma un complejo
con) uno o mas analitos de interés en una muestra. La expresion también incluye un anticuerpo que es especifico
para uno 0 mas analitos de interés, en el que el anticuerpo puede estar unido por otra especie que comprenda una
etiqueta detectable. Los ejemplos de etiquetas detectables incluyen, pero no se limitan a, etiquetas de
biotina/estreptavidina, etiquetas de acido nucleico (por ejemplo, oligonucledtido), etiquetas quimicamente reactivas,
etiquetas fluorescentes, etiquetas enzimaticas, etiquetas radiactivas, y combinaciones de las mismas. Los
anticuerpos de deteccion adecuados para detectar el estado de activacion y/o la cantidad total de cualquier de una
diversidad de proteinas de fusion oncogénicas o moléculas de transduccién de sefiales estan disponibles en Upstate
(Temecula, CA), Biosource (Camarillo, CA), Cell Signaling Technologies (Danvers, MA), R&D Systems (Minneapolis,
MN) Lab Vision (Fremont, CA), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), Sigma (St. Louis, MO), y BD
Biosciences (San Jose, CA). Como un ejemplo no limitante, los anticuerpos especificos de fosfo contra diversas
formas fosforiladas de moléculas de transduccion de sefiales tales como EGFR, c-KIT, c-Src, FLK-1, PDGFRA,
PDGFRB, Akt, MAPK, PTEN, Raf, y MEK estan miles en Santa Cruz Biotechnology.

La expresion "anticuerpo dependiente del estado de activacion” incluye un anticuerpo de deteccion que es especifico
para (es decir, se une, esta unido por, o forma un complejo con) un determinado estado de activacién de uno o mas
analitos de interés en una muestra. En realizaciones preferentes, el anticuerpo dependiente del estado de activacion
detecta la fosforilacion, ubiquitinacién, y/o el estado de formacion de complejos de uno o mas analitos como una o
mas proteinas de fusion oncogénicas o moléculas de transduccién de sefiales. En algunas realizaciones, la
fosforilacion del dominio de ABL quinasa de la proteina de fusion BCR-ABL se detecta usando un anticuerpo
dependiente del estado de activacion. En otras realizaciones, la fosforilacion de miembros de la familia EGFR de
tirosina quinasas receptoras y/o la formacién de complejos heterodiméricos entre miembros de la familia EGFR se
detecta usando anticuerpos dependientes del estado de activacion.

Los ejemplos no limitantes de estados de activacion de las proteinas de fusién oncogénicas que son adecuados para
deteccion con anticuerpos dependientes del estado de activacion incluyen formas fosforiladas de BCR-ABL, DEK-
CAN, E2A-PBX1, RARa-PML, IREL-URG, CBFB-MYH11, AML1-MTG8, EWS-FLI, LYT-10-Ca1, HRX-ENL, HRX-
AF4, NPM-ALK, IGH-MYC, RUNX1-ETO, TEL-TRKC, TEL-AML1, MLL-AF4, TCR-RBTN2, COL1A1-PDGF, E2A-
HLF, PAX3-FKHR, ETV6-NTRK3, RET-PTC, TMRSS-ERG, y TPR-MET. Los ejemplos de estados de activacion
(enumerados entre paréntesis) de moléculas de transduccion de sefiales que son adecuadas para deteccién con
anticuerpos dependientes del estado de activacion incluyen, pero no se limitan a, EGFR (EGFRvIII, (p-) EGFR
fosforilado, EGFR:Shc, (u-) EGFR ubiquitinado, p-EGFRvIII); ErbB2 (p95:(Tr)-ErbB2 truncado, p-ErbB2, p95:Tr-p-
ErbB2, HER-2:Shc, ErbB2:PI3K, ErbB2:EGFR, ErbB2:ErbB3, ErbB2:ErbB4); ErbB3 (p-ErbB3, ErbB3:PI3K, p-
ErbB3:PI3K, ErbB3:Shc); ErbB4 (p-ErbB4, ErbB4:Shc); c-Met complejo de (p-c-Met o c-Met/HGF), ER (pER (S118,
S167); IGF-1R (p-IGF-1R, IGF-1R:IRS, IRS:PI3K, p-IRS, IGF-1R:PI3K); INSR (p-INSR); KIT (p-KIT); FLT3 (p-FLT3);
HGFRI (p-HGFRI); HGFR2 (p-HGFR2); RET (p-RET); PDGFRa (p-PDGFRa); PDGFRP (p-PDGFRP); VEGFRI (p-
VEGFRI, VEGFRI:PLCg, VEGFR1:Src); VEGFR2 (p-VEGFR2, VEGFR2:PLCy, VEGFR2:Src, VEGFR2:sulfato de
heparina, VEGFR2:VE-cadherina); VEGFR3 (p-VEGFR3); FGFR1 (p-FGFR1); FGFR2 (p-FGFR2); FGFR3 (p-
FGFR3); FGFR4 (p-FGFRA4); Tiel (p-Tiel); Tie2 (p-Tie2); EphA (p-EphA); EphB (p-EphB); NFKB y/o IKB (p-IK (S32),
p-NFKB (S536), p-P65:IKBa); Akt (p-Akt (T308, S473)); PTEN (p-PTEN); Bad (p-Bad (S112, S136), Bad:14-3-3);
mTor (p-mTor (S2448)); p70S6K (p-p70S6K (T229, T389)); Mek (p-Mek (5217, S221)); Erk (p-Erk (T202, Y204));
Rsk-1 (p-Rsk-1 (T357, S363)); Jnk (p-Jnk (T183, Y185)); P38 (p-P38 (T180, Y182)); Stat3 (p-Stat-3 (Y705, S727));
Fak (p-Fak (Y576)); Rb (p-Rb (5249, T252, S780)); Ki67; p53 (p-p53 (S392, S20)); CREB (p-CREB (S133)); c-Jun
(p-c-Jun (S63)); cSrc (p-cSrc (Y416)); y paxilina (p-paxilina (Y118)).

La expresion "anticuerpo independiente del estado de activacion" incluye un anticuerpo de deteccion que es
especifico para (es decir, se une, esta unido por, o forma un complejo con) uno o mas analitos de interés en una
muestra independientemente de su estado de activacién. Por ejemplo, el anticuerpo independiente del estado de
activacion puede detectar formas tanto fosforiladas como no fosforiladas de uno o mas analitos tales como una o
mas proteinas de fusion oncogénicas o moléculas de transduccién de sefiales.

La expresion "acido nucleico" o "polinucleétido” incluye desoxiribonucle6tidos o ribonucleétidos y polimeros de los
mismos en forma de una sola hebra o de doble hebra tal como, por ejemplo, ADN y ARN. Los acidos nucleicos
incluyen acidos nucleicos que contienen analogos de nucledtidos conocidos o restos o enlaces de la estructura
principal modificados, que son sintéticos, de origen natural y de origen natural, y que tienen propiedades de unién
similares como el acido nucleico de referencia. Los ejemplos de los analogos de este tipo incluyen, pero no se
limitan a, fosforotioatos, fosforamidatos, metil fosfonatos, metil fosfonatos quirales, 2'-O-metil ribonucleétidos y
péptido-acidos nucleicos (PNA). A menos que esté limitada de forma especifica, la expresion incluye acidos
nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades de union similares
como el acido nucleico de referencia. Una secuencia de acidos nucleicos en particular también incluye de forma
implicita variantes modificadas de forma conservativa de la misma y secuencias complementarias, asi como la
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secuencia indicada de forma explicita.

La expresion "oligonucledtido" se refiere a un oligdmero o polimero de una sola hebra de ARN, ADN, hibrido de
ARN/ADN, y/o un mimético de los mismos. En ciertos casos, los oligonucleétidos se componen de nucleobases,
azUcares y enlaces internucledsidos (estructura principal) de origen natural (es decir, no modificados). En otros
casos determinados, los oligonucle6tidos comprenden nucleobases, azlcares, y/o enlaces internucledsidos
modificados.

Como se usa en el presente documento, la expresion "motivo de falta de coincidencias" o "region de falta de
coincidencias" se refiere a una porcion de un oligonucleétido que no tiene un 100 % de complementariedad con su
secuencia complementaria. Un oligonucleétido puede tener al menos una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, 0 mas
regiones de falta de coincidencias. Las regiones de falta de coincidencias pueden ser contiguas o pueden estar
separadas por 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, o mas nucleétidos. Los motivos o regiones de falta de coincidencias
pueden comprender un solo nucleétido o pueden comprender dos, tres, cuatro, cinco, 0 mas nucleétidos.

La expresién "condiciones de hibridacion rigurosas" se refiere a unas condiciones bajo las cuales un oligonucleétido
se hibridara con su secuencia complementaria, pero no con otras secuencias. Las condiciones rigurosas dependen
de la secuencia y seran diferentes en circunstancias diferentes. Las secuencias mas largas se hibridan de forma
especifica a temperaturas mas altas. Una amplia guia para la hibridacion de éacidos nucleicos se encuentra en
Tijssen, Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with Nucleic Probes, "Overview of
principles of hybridization and the strategy of nucleic acid assays" (1993). Generalmente, las condiciones rigurosas
se seleccionan para que sean aproximadamente 5-10 °C mas bajas que el punto de fusion térmico (Tm) para la
secuencia especifica a un pH de fuerza idnica definido. La T es la temperatura (bajo una fuerza iénica, pH y
concentracion de nucleétidos definidos) a la que un 50 % de las sondas complementarias a la diana se hibridan con
la secuencia diana en equilibrio (dado que las secuencias diana estan presentes en exceso, a Tm, un 50 % de las
sondas estan ocupadas en equilibrio). Las condiciones rigurosas también se pueden conseguir con la adicion de
agentes desestabilizantes tales como formamida. Para hibridacion selectiva o especifica, una sefal positiva es al
menos dos veces el fondo, preferentemente 10 veces la hibridacion de fondo.

Las expresiones "sustancialmente idénticos" o "identidad sustancial”, en el contexto de dos o mas acidos nucleicos,
se refieren a dos 0 mas secuencias 0 subsecuencias que son iguales o que tienen un porcentaje especificado de
nucleétidos que es el mismo (es decir, al menos aproximadamente un 60 %, preferentemente al menos
aproximadamente un 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, o un 95 % de identidad sobre una region especificada)
cuando se comparan y se alinean para correspondencia maxima con respecto a una ventana de comparacion o
regién designada tal como se mire usando un algoritmo de comparacién de secuencias o mediante alineamiento
manual e inspeccion visual. Esta definicion, cuando el contexto lo indica, también se refiere de forma andloga al
complemento de una secuencia. Preferentemente, la identidad sustancial existe sobre una regién que tiene una
longitud de al menos aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75 o 100 nucle6tidos.

La expresion "inhibidor de tirosina quinasa” incluye cualquiera de una diversidad de agentes terapéuticos o farmacos
gue actian como inhibidores selectivos 0 no selectivos de tirosina quinasas receptoras y/o no receptoras. Sin quedar
ligado a ninguna teoria en particular, los inhibidores de tirosina quinasa por lo general inhiben tirosina quinasas diana
mediante la unién al sitio de unién a ATP de la enzima. Los ejemplos de inhibidores de tirosina quinasa incluyen,
pero no se limitan a, imatinib (Gleevec®; STI571), nilotinib (Tasigna®), dasatinib (Sprycel®), bosutinib (SKI-606),
gefitinib (Iressa®), sunitinib (Sutent®; SU11248), erlotinib (Tarceva® OSI-1774), lapatinib (GW572016; GW2016),
canertinib (Cl 1033), semaxinib (SU5416), vatalanib (PTK787/2K222584), sorafenib (BAY 43-9006), leflunomida
(SU101), vandetanib (Zactima™; ZD6474), derivados de los mismos, analogos de los mismos, y combinaciones de
los mismos. Los inhibidores de tirosina quinasa adicionales adecuados para su uso en la presente invencion se
describen, por ejemplo, en los documentos de Patente de Estados Unidos n.°® 5.618.829, 5.639.757, 5.728.868,
5.804.396, 6.100.254, 6.127.374, 6.245.759, 6.306.874, 6.313.138, 6.316.444, 6.329.380, 6.344.459, 6.420.382,
6.479.512, 6.498.165, 6.544.988, 6.562.818, 6.586.423, 6.586.424, 6.740.665, 6.794.393, 6.875.767, 6.927.293, y
6.958.340. Alguien con experiencia en la materia conocer a otros inhibidores de tirosina quinasa adecuados para su
uso en la presente invencion. En ciertos casos, el inhibidor de tirosina quinasa se administra en una forma
farmacéuticamente aceptable que incluye, pero no se limita a, una sal de metal alcalino o alcalinotérreo tal como una
sal de aluminio, calcio, litio, magnesio, potasio, sodio, o cinc; una sal de amonio tal como una sal de amina terciaria o
amonio cuaternario; y una sal de acido tal como una sal de succinato, tartrato, bitartrato, diclorhidrato, salicilato,
hemisuccinato, citrato, isocitrato, malato, maleato, mesilato, clorhidrato, bromhidrato, fosfato, acetato, carbamato,
sulfato, nitrato, formiato, lactato, gluconato, glucuronato, piruvato, oxalacetato, fumarato, propionato, aspartato,
glutamato, o benzoato.

La expresion "incubar" se usa de manera sinénimo con "poner en contacto" y "exponer" y no implica ningin requisito
especifico de tiempo o temperatura a menos que se indique de otro modo.

Las expresiones "respuesta citogenética completa”, "remision citogenética completa”, "CCyR" y "CCgR" incluyen los
criterios aceptados clinicamente definidos como la ausencia de células positivas para el cromosoma Filadelfia en
metafase entre una poblacién de al menos 20 células en metafase, tal como se determina mediante la formacién de
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bandas de cromosomas de células aisladas de la médula 6sea. En ciertos casos, cuando las células en metafase
aisladas de la médula 6sea no se pueden obtener o evaluar mediante formacion de bandas de cromosomas, la
expresion se puede definir como la presencia de < 1 % de nucleos positivos de BCR-ABL a partir de al -200 nucleos
puntuados como se determina mediante hibridacién in situ de fluorescencia interfase (FISH) de células sanguineas.
La FISH de interfase se puede realizar, por ejemplo, con extrasefial de BCR-ABL, color doble, fusién doble, o sondas
de hibridacién in situ. Para descripciones adicionales de estos términos, véase, por ejemplo, O'Brien et al., N. Engl.
J. Med., 348: 994-1004 (2003); Hughes et al., N. Engl. J. Med., 349: 1423-1432 (2003); y Bacarani et al., J. Clin.
Oncol., 27: 6041-6051 (2009).

Una "respuesta molecular principal”, "remision molecular principal" o "MMR" se consigue cuando el nivel de una
proteina de fusién oncogénica tal como BCR-ABL disminuye en al menos aproximadamente 2-3 logs con respecto a
uno o mas niveles de proteina de control tales como BCR de longitud completa y/o ABL de longitud completa. En
ciertas realizaciones, una respuesta molecular importante se consigue cuando la proporcién de los niveles de
proteina de fusién oncogénica (por ejemplo, niveles de BCR-ABL) con respecto a los niveles de proteina de control
(por ejemplo, niveles de BCR o ABL) durante la terapia con el farmaco anticancer (por ejemplo, inhibidor de tirosina
quinasa) se reduce en al menos aproximadamente 2-3 logs con respecto a la proporcién de las mismas proteinas
antes de la terapia con el farmaco anticancer. A diferencia de las definiciones de la respuesta molecular principal que
dependen de la deteccién de los niveles de transcripcién del ARNm, los ensayos de deteccion doble de proximidad
basados en anticuerpo de la presente invencion de forma ventajosa proporcionan la capacidad de detectar una
célula cancerosa (por ejemplo, CML) en el fondo de aproximadamente 100.000 células de un donante sano,
permitiendo de este modo la determinacion de una respuesta molecular importante midiendo y comparando los
niveles de proteina BCR-ABL, BCR, y/o ABL. En otras realizaciones, una respuesta molecular importante es una
clasificacion clinica definida como una reduccién de al menos 3 logs por debajo de un valor estandarizado de una
medida inicial en una escala logaritmica (base 10) en la proporcion de transcripciones de ARNm de BCR-ABL con
respecto a cualquiera de transcripciones de ARNm de ABL o BCR expresado como un porcentaje de niveles de
transcripciones de ARNm de ABL o BCR. En ciertos casos, el nivel de transcripciones de ARNm se determina
usando métodos de usando RT-PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR). En otras realizaciones, una respuesta
molecular importante es la condicion cuando se determina que la proporcion de BCR-ABL con respecto a
transcripciones de ARNm de ABL, BCR o de control se determina mediante qPCR es un valor que se define como
<0,1% en la escala internacional (IS). La IS esta vinculada con la escala de reduccion log establecida por los
laboratorios participantes en el Estudio Aleatorio Internacional de Interferén con respecto al estudio clinico de STI571
(IRIS). Véase, por ejemplo, Hughes et al., N. Engl. J. Med., 349: 1423-1432 (2003); Hughes et al., Blood, 108: 28-37
(2006), Brand et al., Blood, 112: 3330-3338 (2008); y Baccarani et al., J. Clin. Oncol., 27: 6041-6051 (2009).

Una "respuesta molecular completa”, "remision molecular completa” o "CMR" se consigue cuando el nivel de una
proteina de fusién oncogénica tal como BCR-ABL disminuye en al menos aproximadamente 3-4 logs con respecto a
uno o mas niveles de proteina de control tal como BCR de longitud completa y/o ABL de longitud completa. En
ciertas realizaciones, una respuesta molecular completa se consigue cuando la proporcién de los niveles de proteina
de fusion oncogénica (por ejemplo, niveles de BCR-ABL) con respecto a los niveles de proteina de control (por
ejemplo, niveles de BCR o ABL) durante la terapia con el farmaco anticAncer se reduce en al menos
aproximadamente 3-4 logs con respecto a la proporcion de las mismas proteinas antes de la terapia con el farmaco
anticancer (por ejemplo, inhibidor de tirosina quinasa). A diferencia de las definiciones de la respuesta molecular
completa que dependen de la deteccién de niveles de transcripcion de ARNm, los ensayos de deteccion doble de
proximidad basados en anticuerpo de la presente invencion de forma ventajosa proporcionan la capacidad de
detectar una célula cancerosa (por ejemplo, CML) en el fondo de aproximadamente 1.000.000 células de un donante
sano, permitiendo de ese modo la determinacion de una respuesta molecular completa midiendo y comparando los
niveles de proteina BCR-ABL, BCR, y/o ABL. En ofras realizaciones, una respuesta molecular completa es una
clasificacion clinica en la que las transcripciones de ARNm de BCR-ABL son indetectables por gPCR y/o PCR
anidada en al menos dos muestras de sangre consecutivas de calidad adecuada como para asegurar la capacidad
para detectar una disminucién de 4,0-4,5 log en los niveles de ARNm de BCR-ABL. En ciertos casos, una respuesta
molecular completa se puede definir como una reduccién de al menos 4,5 logs por debajo de un valor de medida
inicial estandarizada en una escala logaritmica en la proporcion de BCR-ABL con respecto a transcripciones de
ARNmM de ABL, BCR o de control expresado como un porcentaje. Véase, por ejemplo, Press et al., Blood, 107: 4250-
4256 (2006); Muller et al., Leukemia., 23: 1957-1963 (2009); y Baccarani et al., J. Clin. Oncol., 27: 6041-6051 (2009).

La expresion "ciclo de terapia” incluye cualquier enfoque terapéutico tomado para aliviar o prevenir uno 0 mas
sintomas asociados con un cancer tal como una neoplasia hematolégica (por ejemplo, leucemia, linfoma, etc). El
término incluye la administracién de cualquier compuesto, farmaco, procedimiento, y/o régimen (til para mejorar la
salud de un individuo con cancer e incluye cualquiera de los agentes terapéuticos que se describen en el presente
documento. Un experto en la materia observara que cualquiera del ciclo de terapia o la dosis del ciclo de terapia
actual puede cambiar (por ejemplo, aumentar o disminuir) basandose en los niveles de expresion y/o activacion de
una o mas proteinas de fusién oncogénicas y/o moléculas de transduccion de sefiales determinados usando los
métodos de la presente invencion.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2637853 T3

Ill. Descripcién de las Realizaciones

La presente invencidon proporciona matrices basadas en anticuerpo para detectar el estado de activacion y/o
cantidad total de una o mas proteinas de fusién oncogénicas y/o moléculas de transduccién de sefiales en una
muestra bioldgica tal como un extracto o lisado celular. La presente invenciéon también proporciona métodos para
usar las matrices de este tipo para facilitar el prondstico y diagnostico del cancer, la prediccién o identificacion de
resistencia al tratamiento con farmacos, y el disefio de terapias dirigidas, personalizadas. En realizaciones en
particular, las composiciones y métodos de la presente invencion de forma ventajosa identifican pacientes que son
resistentes a la terapia con un inhibidor de tirosina quinasa tal como imatinib debido a mutaciones en la proteina
quinasa diana (por ejemplo, BCR-ABL), incumplimiento del régimen terapéutico, y/o administracién de una dosis de
farmaco subdptima.

En una realizacion en particular, la presente invencidon proporciona ensayos tales como, por ejemplo,
inmunoensayos, para la deteccion en tiempo real del nivel de expresion y/o el grado de activaciéon (por ejemplo,
fosforilacion) de BCR-ABL, sustratos de la misma, y/u otras moléculas de transduccion de sefiales en una muestra
biolégica tal como un extracto o lisado celular. Como tal, la presente invencion de forma ventajosa proporciona
beneficios a los pacientes con neoplasias hematoldgicas tales como CML que estan recibiendo una o mas terapias
dirigidas mediante identificacion sistematica y supervisién de los mismos durante el ciclo de terapia y evaluando si se
deberian cambiar a una terapia dirigida alternativa tal como, por ejemplo, nilotinib (Tasigna®), para inhibir de forma
eficaz la molécula diana (por ejemplo, BCR-ABL) con una toxicidad minima.

En ciertas realizaciones, la presente invencién proporciona un método que tiene un intervalo de sensibilidad superior
a la deteccion de las proteinas de fusién oncogénicas tales como BCR-ABL. Los inmunoensayos actuales para
detectar proteinas BCR-ABL en extractos celulares pueden detectar por lo general una células de leucemia positiva
para BCR-ABL en 10-100.000 células normales, equivalente a una sensibilidad de deteccion de un 10-0,001 %
(véase, por ejemplo, Jilani et al., Leuk. Res., 32: 936-943 (2008); Weerkamp et al., Leukemia, 23: 1106-1117 (2009);
Raponi et al., Haematologica, 94: 1767-1770 (2009); y en el documento de Publicacion de Patente de Estados
Unidos con n.° US 2006/0172345). Los ensayos de proximidad que se describen en el presente documento
presentan de forma ventajosa un aumento de la sensibilidad a aproximadamente 1:100,000-10,000.000 células (es
decir, una célula de leucemia con respecto a aproximadamente 100,000-10,000.000 células normales; equivalente a
una sensibilidad de deteccion de aproximadamente un 0,001-0,00001 %) o aproximadamente 1:1.000.000-
10,000.000 células (es decir, una célula de leucemia con respecto a aproximadamente 1.000.000-10.000.000 de
células normales; equivalente a una sensibilidad de deteccién de aproximadamente 0,0001-0,00001 %), e incluyen,
por ejemplo, aproximadamente 1:100.000 células, 1:200.000 células, 1:300.000 células, 1:400.000 células,
1:500.000 células, 1:600.000 células, 1:700.000 células, 1:800.000 células, 1:900.000 células, 1:1.000.000 células,
1:2.000.000 células, 1:3.000.000 células, 1:4.000.000 células, 1:5.000.000 células, 1:6.000.000 células, 1:7.000.000
células, 1:8.000.000 células, 1:9.000.000 células, 1:10.000.000 células, 1:100.000-500.000 células, 1:100.000-
1.000.000 células, 1:500.000-1.000.000 células, 1:100.000-5.000.000 células, 1:500.000-10.000.000 células,
1:2.000.000-10.000.000 células, 1:5.000.000-10.000.000 células, 1:1.000.000-7,500.000 células, 1:1.000.000-
5.000.000 células, y cualquier otro intervalo en los mismos. La sensibilidad de los métodos que se describen en el
presente documento se puede comparar con o puede superar a la de los ensayos convencionales de BCR-ABL
basados en acido nucleico (por ejemplo, q°PCR o PCR anidada), que entra dentro del intervalo de deteccion de 1
células de leucemia con respecto a 10.000-1.000.000 células normales. Para descripciones adicionales del intervalo
de sensibilidad de ensayos de BCR-ABL basados en &cido nucleico, véase, por ejemplo, Press et al., Blood,
107: 4250-4256 (2006) y Radish JP, Blood, 114: 3376-3381 (2009).

En realizaciones en particular, los ensayos de proximidad basados en anticuerpo de la presente invencién de forma
ventajosa permiten un grado mas elevado de sensibilidad y/o especificidad para detectar la presencia, nivel, y/o
estado de activacién de proteinas de fusién oncogénicas tales como BCR-ABL en comparacién con los
inmunoensayos actuales y ensayos basados en acidos nucleicos para detectar BCR-ABL, proporcionando de ese
modo una determinacion mas precisa de indicadores de respuestas tales como, por ejemplo, una respuesta
citogenética completa, una respuesta molecular importante, una respuesta molecular completa, y combinaciones de
los mismos. Como un ejemplo no limitante, los ensayos actuales basados en acidos nucleicos no son lo
suficientemente sensibles como para detectar cantidades muy bajas de transcripciones de BCR-ABL en una muestra
de un paciente, de modo que una determinacién de una respuesta molecular completa usando los ensayos actuales
basados en &cidos nucleicos no necesariamente significa que el paciente esté curado y que ya no tenga la
enfermedad mediada por BCR-ABL (por ejemplo, CML).

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para determinar el nivel o estado de activacion de una
proteina de fusién oncogénica, método que comprende:

(a) poner en contacto un extracto celular con un primer resto de unién especifico para un primer dominio de una
primera proteina de longitud completa en condiciones adecuadas para transformar la primera proteina de
longitud completa presente en el extracto celular en un complejo que comprende la primera proteina de longitud
completa y el primer resto de unién, en el que el primer dominio de la primera proteina de longitud completa esta
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ausente de una proteina de fusién oncogénica correspondiente que comprende un segundo dominio, diferente de
la primera proteina de longitud completa fusionado a un primer dominio de una segunda proteina de longitud
completa diferente;

(b) retirar el complejo de la etapa (a) del extracto celular para formar un extracto celular desprovisto de la primera
proteina de longitud completa;

(c) poner en contacto el extracto celular de la etapa (b) con un segundo resto de union especifico para el
segundo dominio, diferente de la primera proteina de longitud completa en condiciones adecuadas para
transformar la proteina de fusidn oncogénica presente en el extracto celular en un complejo que comprende la
proteina de fusidn oncogénica y el segundo resto de union; y

(d) determinar el nivel o estado de activacién del complejo de la etapa (c), determinando de ese modo el nivel o
estado de activacion de la proteina de fusion oncogénica.

En una realizacién, el extracto celular comprende un extracto de células aisladas de una muestra. En ciertos casos,
la muestra se selecciona entre sangre completa, suero, plasma, aspiracién con aguja fina (FNA), orina, esputo, fluido
de lavado bronquial, lagrimas, aspiracion a través del pezon, linfa, saliva, y combinaciones de los mismos. En otra
realizacién, la muestra se obtiene a partir de un paciente con cancer. En algunos casos, el cancer puede estar
causado por la formacion de una proteina de fusidén oncogénica debido a una translocacién cromosémica en las
células cancerosas. Los ejemplos de los canceres de este tipo incluyen, pero no se limitan a, una neoplasia
hematoldgica, un sarcoma osteogénico, un sarcoma de tejido blando, y combinaciones de los mismos. En
realizaciones en particular, la neoplasia hematoldgica es una leucemia o linfoma. En una realizacién preferente, la
leucemia es leucemia mielégena cronica (CML). En otra realizacién, las células aisladas a partir de las que se
prepara el extracto o lisado celular pueden comprender células tumorales en circulacion, leucocitos, o
combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones, las células aisladas se estimulan in vitro con factores de
crecimiento. En algunos casos, las células aisladas se incuban con un farmaco anticancer antes de la estimulacion
con factor de crecimiento. En otros casos, las células aisladas se lisan después de la estimulaciéon con factor de
crecimiento para producir el extracto celular.

En algunas realizaciones, el extracto celular se prepara a partir de muestras de médula 6sea o sangre completa
recién recogidas o congeladas. Como un ejemplo no limitante, una muestra de sangre completa tratada con
anticoagulantes (por ejemplo, EDTA, heparina y/o acido-citrato-dextrosa (ACD)) se separa primero en una fraccion
de plasma o suero y una fraccion celular. La fraccién celular se puede procesar mediante lisis hipoténica de glébulos
rojos con cloruro de amonio y/o centrifugacién en gradiente de densidad de Ficoll-HyPaque para aislar los leucocitos
de una muestra de sangre. Las células aisladas presentes en la fraccion celular se pueden lisar para transformar de
ese modo las células aisladas en un extracto celular mediante cualquier técnica conocida en la técnica, tal como las
que se describen en Raponi et al., Leuk Res, 32: 923-43 (2008); Weerkamp et al., Leukemia, 23: 1106-1117 (2009);
y documentos de Patente de Estados Unidos n.*® 6.610.498 y 6.686.165.

En algunos casos, los leucocitos aislados se pueden tratar con uno o mas inhibidores de proteasa permeables a la
célula antes de la lisis. Los inhibidores de proteasa permeables a la célula incluyen, pero no se limitan a,
fluorofosfato de diisopropilo (DFP), clorhidrato de fluoruro de 4-(2-aminoetil)bencenosulfonilo (AEBSF), fluoruro de
fenilmetanosulfonilo (PMSF) y mezclas de los mismos. Como un ejemplo no limitante, los leucocitos aislados se
incuban durante 10-30 min en hielo en un tampoén que contiene AEBSF 20 mM y PMSF 1 mM en PBS. Las células
se centrifugan suavemente durante 5 min a 520 g a 4 °C para separar el sobrenadante y los leucocitos aislados. El
tratamiento de los leucocitos aislados con inhibidores de proteasa se describe, por ejemplo, en Weerkamp et al.,
Leukemia, 23: 1106-1117 (2009).

En algunos casos, los leucocitos aislados se pueden incubar hasta 30 min en hielo en tampén de lisis de RIPA que
contiene uno o mas inhibidores de proteasa. El tampén de RIPA esencialmente comprende o consiste en Tris HCI 50
mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, NP40 al 1 %, y dodecil sulfato sédico al 0,1 %. En otros casos determinados, el tampén
de RIPA no contiene desoxicolato sédico. Después de la intubacién, la mezcla celular se centrifuga a = 18.000 g
durante 1-10 minutos a 4 °C para separar el extracto celular y el residuo celular. El extracto celular se recoge. Para
descripciones adicionales de protocolos de lisis celular, véase, por ejemplo, Raponi et al., Haematologica, 94: 1767-
1770 (2009); Weerkamp et al., Leukemia, 23: 1106-1117 (2009); y en el documento de Publicaciéon de Patente de
Estados Unidos con n.° US 2006/0172345.

En algunas realizaciones, el plasma se prepara a partir de muestras de sangre periférica completa recién obtenida
recogidas y tratadas con uno o mas anticoagulantes (por ejemplo, EDTA, heparina o ACD), tal como se describe en
Jilani et al., Leuk. Res., 32: 936-943 (2008). Como un ejemplo no limitante, las muestras de sangre se pueden
separar en una fraccion de plasma o suero y una fraccion celular. El plasma se puede almacenar a -70-80 °C hasta
gque se somete a ensayo 0 se somete a ensayo dentro de las 96 horas de la recogida de la muestra de sangre.

En ciertas realizaciones, la proteina de fusién oncogénica se selecciona entre el grupo que consiste en BCR-ABL,
DEK-CAN, E2A-PBX1, RARa-PML, IREL-URG, CBF|3-MYH11, AML1-MTGS8, EWS-FLI, LYT-10-Ca1, HRX-ENL,
HRX-AF4, NPM-ALK, IGH-MYC, RUNX1-ETO, TEL-TRKC, TEL-AML1, MLL-AF4, TCR-RBTN2, COL1A1-PDGF,
E2A-HLF, PAX3-FKHR, ETV6-NTRK3, RET-PTC, TMRSS-ERG, TPR-MET, y combinaciones de los mismos. En
realizaciones en particular, la proteina de fusién oncogénica es BCR-ABL. En ciertos casos, la primera proteina de
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longitud completa es BCR, el primer dominio de la primera proteina de longitud completa comprende la regién
carboxilo-terminal de BCR (BCR-C), y el segundo dominio, diferente de la primera proteina de longitud completa
comprende la regiéon amino-terminal de BCR (BCR-N). En otros casos determinados, la segunda proteina de longitud
completa diferente es ABL, el primer dominio de la segunda proteina de longitud completa diferente comprende la
region carboxilo-terminal de ABL (ABL-C), y el segundo dominio, diferente de la segunda proteina de longitud
completa diferente comprende la region amino-terminal de ABL (ABL-N). En una realizacién alternativa, la primera
proteina de longitud completa es ABL y la segunda proteina de longitud completa diferente es BCR.

En algunas realizaciones, el estado de activacion se selecciona entre el grupo que consiste en un estado de
fosforilacion, estado de ubiquitinacion, estado de formacion de complejos, y combinaciones de los mismos. En una
realizacién preferente, la proteina de fusion oncogénica es BCR-ABL y el estado de activacion es un estado de
fosforilacion.

En otras realizaciones, los métodos de ensayo de la presente invencién comprenden adicionalmente determinar el
nivel o estado de activacion de una o mas moléculas de transduccion de sefiales. En realizaciones en particular, la
una o mas moléculas de transduccion de sefiales comprende un sustrato de BCR-ABL tal como, por ejemplo, CRKL,
JAK2, STATS5, Src, FAK, c-ABL, ¢c-CBL, SHC, SHP-2, VAV, BAP-1, y combinaciones de los mismos.

En una realizacion en particular, el primer resto de unidbn comprende un primer anticuerpo. En algunos casos, el
primer anticuerpo esta unido a un soporte sélido. Los ejemplos no limitantes de soporte sélidos incluyen vidrio,
plastico, chips, pasadores, filtros, perlas, papel, membrana, haces de fibra, y combinaciones de los mismos. En
realizaciones preferentes, el primer anticuerpo esta unido a una perla (por ejemplo, perla magnética, perla de
poliestireno, etc.), y la perla funciona como una etiqueta de disminucion para retirar la primera proteina de longitud
completa del extracto celular.

En otra realizacion particular, el segundo resto de unidén comprende un segundo anticuerpo. En algunos casos, el
primer anticuerpo esta unido a un soporte sélido. Los ejemplos no limitantes de soporte sélidos incluyen vidrio,
plastico, chips, pasadores, filtros, perlas, papel, membrana, haces de fibra, y combinaciones de los mismos. En una
realizacién preferente, el segundo anticuerpo esta sujeto en un soporte sélido tal como una membrana (por ejemplo,
nailon, nitrocelulosa, PVDF, etc.) en una matriz direccionable. En otra realizacion, el segundo anticuerpo esta unido
a una perla (por ejemplo, perla magnética, perla de poliestireno, etc.), en el que la perla puede contener
opcionalmente un colorante tal como un fluoréforo (por ejemplo, una perla coloreada). En los casos en los que se
usa una pluralidad de perlas, cada perla puede contener un colorante seleccionado independientemente tal como un
fluoréforo (por ejemplo, un fluoréforo rojo o infrarrojo) de diferentes intensidades o con diferentes espectros de
excitacion y/o emision.

En realizaciones preferentes, las etapas (c) y (d) comprenden un ensayo de deteccion doble de proximidad (también
conocido como Ensayo de Inmuno Proximidad COlaborativa (COllaborative Proximity Immuno Assay) "COPIA"))
como se describe en el presente documento. En otras realizaciones, las etapas (c) y (d) comprenden un ensayo de
inmunoabsorciéon unida a enzimas (ELISA), un ensayo de citometria de flujo, o un ensayo de clasificacién de
etiquetas como se describe en el presente documento.

En realizaciones en las que las etapas (c) y (d) comprenden un ensayo de deteccion doble de proximidad, la etapa
(c) puede comprender adicionalmente:

(c’) poner en contacto el extracto celular de la etapa (b) con un tercer resto de unién y un cuarto resto de union
en condiciones adecuadas para transformar la proteina de fusidon oncogénica presente en el extracto celular en
un complejo que comprende la proteina de fusién oncogénica y el segundo, tercer, y cuarto restos de union,

en el que el tercer resto de union esta etiquetado con un resto facilitador y es especifico para (por ejemplo, se une
de forma especifica a) uno o mas epitopos presentes en los siguientes dominios o secuencias: (i) el primer dominio
de la segunda proteina de longitud completa diferente; (ii) el segundo dominio, diferente de la primera proteina de
longitud completa; o (iii) el sitio de fusion entre el segundo dominio, diferente de la primera proteina de longitud
completa y el primer dominio de la segunda proteina de longitud completa diferente, en el que el cuarto resto de
unién esta etiquetado con un primer miembro de un par de amplificacion de sefiales y es especifico para el primer
dominio de la segunda proteina de longitud completa diferente, y

en el que el resto facilitador genera un agente oxidante que se canaliza y reacciona con el primer miembro del par de
amplificacion de sefiales.

En realizaciones en las que las etapas (c) y (d) comprenden un ensayo de deteccion doble de proximidad, la etapa
(d) puede comprender adicionalmente:

(d) incubar el complejo de la etapa (c’) con un segundo miembro del par de amplificacion de sefiales para
generar una sefal amplificada; y

(d") detectar la sefial amplificada generada a partir del primer y segundo miembros del par de amplificacion de
sefiales.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2637853 T3

En ciertas realizaciones, el extracto celular de la etapa (b) se puede poner en contacto con una serie de dilucion del
segundo resto de unidn para formar una pluralidad de complejos que comprenden la proteina de fusiéon oncogénica y
el segundo resto de unién. En algunas realizaciones, el tercer y el cuarto restos de unién pueden comprender un
tercer y cuarto anticuerpos, respectivamente. En algunos casos, el tercer y cuarto anticuerpos son ambos
anticuerpos independientes del estado de activacion. En tales casos, la sefial amplificada generada a partir del
primer y segundo miembros del par de amplificacion de sefiales es correlativa a la cantidad total de la proteina de
fusion oncogénica. En otros casos, el tercer anticuerpo es un anticuerpo independiente del estado de activacién vy el
cuarto anticuerpo es un anticuerpo dependiente del estado de activacion. En tales casos, la sefial amplificada
generada a partir del primer y segundo miembros del par de amplificacién de sefiales es correlativa a la cantidad de
proteina de fusién oncogénica activada (por ejemplo, fosforilada).

En otras realizaciones, el tercer resto de unién se puede etiquetar directamente con el resto facilitador. Ademas en
otras realizaciones, el cuarto resto de unién esta etiquetado directamente con el primer miembro del par de
amplificacion de sefiales. En realizaciones alternativas, el cuarto resto de unién esta etiquetado con el primer
miembro del par de amplificacién de sefiales a través de la unién entre un primer miembro de un par de unién
conjugado con el segundo anticuerpo de deteccion y un segundo miembro del par de union conjugado con el primer
miembro del par de amplificacidon de sefiales. En estas realizaciones, el primer miembro del par de unién es biotina
y/o el segundo miembro del par de unién es estreptavidina.

En otras realizaciones, el resto facilitador es glucosa oxidasa. En ciertos casos, la glucosa oxidasa y el tercer resto
de unidén estan conjugados con una molécula de dextrano activado con sulfhidrilo. En tales casos, la molécula de
dextrano activado con sulfhidrilo tiene un peso molecular de aproximadamente 500 kDa. En otros casos, el agente
oxidante es peréxido de hidrégeno (H202). En tales casos, el primer miembro del par de amplificaciéon de sefales es
una peroxidasa tal como, por ejemplo, peroxidasa de rabano picante (HRP), y/o el segundo miembro del par de
amplificacion de sefiales es un reactivo de tiramida tal como, por ejemplo, biotina-tiramida. En realizaciones en
particular, la sefial amplificada esta generada por la oxidacidn con peroxidasa de la biotina-tiramida para producir
una tiramida activada. En ciertos casos, la tiramida activada se detecta directamente. En otros casos determinados,
la tiramida activada se detecta después de la adicién de un reactivo detector de sefiales. Los ejemplos no limitantes
de reactivos detectores de sefiales incluyen un fluoréforo etiquetado con estreptavidina y una combinacién de una
peroxidasa etiquetada con estreptavidina y un reactivo cromogénico tal como, por ejemplo, 3,3',5,5-
tetrametilbencidina (TMB).

En ciertas realizaciones, los métodos de ensayo de la presente invencién comprenden adicionalmente:

(e) poner en contacto el extracto celular con un quinto resto de unién especifico para un segundo dominio de la
segunda proteina de longitud completa diferente en condiciones adecuadas para transformar la segunda proteina
de longitud completa diferente presente en el extracto celular en un complejo que comprende la segunda
proteina de longitud completa diferente y el quinto resto de unién, en el que el segundo dominio de la segunda
proteina de longitud completa diferente esta ausente de la proteina de fusidon oncogénica; y

(f) retirar el complejo de la etapa (e) del extracto celular para formar un extracto celular desprovisto de la
segunda proteina de longitud completa diferente,

en los que la etapa (e) se realiza antes, durante, o después de la etapa (a).

En una realizacion en particular, el quinto resto de union comprende un quinto anticuerpo. En algunos casos, el
quinto anticuerpo esta unido a un soporte sélido. Los ejemplos no limitantes de soporte sélidos incluyen vidrio,
plastico, chips, pasadores, filtros, perlas, papel, membrana, haces de fibra, y combinaciones de los mismos. En
realizaciones preferentes, el quinto anticuerpo esta unido a una perla (por ejemplo, perla magnética, perla de
poliestireno, etc.), y la perla funciona como una etiqueta de disminucion para retirar la segunda proteina de longitud
completa diferente del extracto celular.

La Figura 3A ilustra un ensayo de proximidad a modo de ejemplo (300) para detectar la presencia (nivel total) y/o
estado de activacion (nivel de fosforilacion) de una proteina de fusién oncogénica tal como BCR-ABL (310). El
tamafio de la proteina de fusion oncogénica codificada por el gen de BCR-ABL quimérica varia, dependiendo del
punto de ruptura del gen BCR. El gen de fusion de BCR-ABL se genera mediante la translocacion reciproca del gen
ABL situado en el brazo largo del cromosoma 9 y el gen BCR situado en el brazo largo del cromosoma 22, dando
como resultado el gen de fusién oncogénico en el cromosoma 22g-, también denominado cromosoma Filadelfia.
Véase, por ejemplo, Kurzock et al., N. Engl. J. Med. 319: 990-8 (1988); Rosenberg et al., Adv. In Virus Res. 35: 39-
81 (1988). Dependiendo de los puntos de ruptura cromosémicos que translocan el gen ABL en el extremo N-terminal
del gen BCR, se forman diferentes longitudes de genes de fusion de BCR-ABL. Se ha determinado que los puntos
de ruptura en el gen ABL se distribuyen con respecto a aproximadamente 200 kb entre los exones 1b y a2, y los
puntos de ruptura del gen BCR se agrupan dentro de tres regiones; el punto de ruptura principal (M-BCR) entre los
exones 13-15 (b2-b4); el punto de ruptura secundario (m-BCR) entre los exones alternativos 1y 2 (el y e2); y el
micro punto de ruptura (mu-BCR) en el intron 19 (e19). Por lo tanto, dependiendo de la recolocacion del gen BCR-
ABL, se forman proteinas BCL-ABL Unicas. Véase, por ejemplo, Konopka et al., Cell 37: 1035-42 (1984); van
Dongen, JJM, Leukemia 19: 1292-5 (2005).
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La proteina BCR-ABL de tipo p210 se genera a partir de las transcripciones genéticas b3a2 (el4a2) y/o b2a2
(e13a2), que se detectan en mas de un 95 % de casos de CML y un subconjunto de ALL. Esta proteina contiene
1790 aminoéacidos y estd formada por un dominio de oligomerizacién (OLI) de BCR en el extremo N-terminal,
seguido del dominio de S/T quinasa de BCR, una insercion de la secuencia de aminoacidos de BCR que no esta
presente en BCR normal, seguido de los dominios de SH3, SH2 e Y quinasa de ABL asi como el dominio rico en
prolina C-terminal de ABL. La proteina de fusién BCR-ABL de tipo p190 esta codificada por la transcripcion del gen
de fusion ela2 que esta asociada principalmente con la ALL positiva para Ph. Los casos raros de CML se deben a
una translocacion genética de BCR-ABL de tipo p190, y en estos, la enfermedad tiende a tener un componente
monocitico importante, que se parece a la leucemia mielocitica cronica (CMML). La proteina BCR-ABL de tipo p230
se forma a partir de la transcripcion del gen e19a2 que se ha asociado con la CML neutrofilica, CML clasica y AML.
Véase, por ejemplo, Konopka et al., Cell 37: 1035-42 (1984); van Dongen, JIM, Leukemia 19: 1292-5 (2005). Se han
descrito casos excepcionales de CML con puntos de ruptura de BCR fuera de las tres regiones de los grupos
definidos, o con puntos de ruptura inusuales en ABL (véase, por ejemplo, Melo, Baillieres Clin. Haematol., 10: 203-
22 (1997)). El ensayo de proximidad que se describe en el presente documento es capaz de detectar los niveles
tanto totales como activados de una proteina BCR-ABL codificada por un gen de BCR-ABL quimérica que tiene un
punto de ruptura en cualquier posicién dentro del gen BCR.

Como se representa en la Figura 3A, la proteina BCR de longitud completa se puede retirar primero de una muestra
del paciente usando una etiqueta de supresion especifica para la regiéon carboxilo-terminal de BCR de longitud
completa (331). Un ejemplo no limitante de una etiqueta de supresion de este tipo es una perla a la que se une un
anticuerpo especifico para la region carboxilo-terminal de BCR de longitud completa (321b). Una vez que la BCR de
longitud completa se retira de la muestra, se usa un anticuerpo de captura especifico para la region amino-terminal
de BCR (BCR-N) para capturar la proteina de fusion BCR-ABL. Una vez que se captura la BCR-ABL mediante la
unioén entre BCR-N y el anticuerpo de captura especifico para BCR-N, se determina la concentracion total de BCR-
ABL (340), y también se mide la BCR-ABL activada (350). En algunas realizaciones, el resto facilitador (por ejemplo,
GO) se acopla a un anticuerpo especifico para la regién carboxilo-terminal de ABL (ABL-C) y el primer miembro del
par de amplificacion de sefiales (por ejemplo, HRP) se acopla a un anticuerpo especifico para ABL-C en un epitopo
diferente al reconocido por el anticuerpo unido al resto facilitador. En ciertos casos, el anticuerpo unido al par de
amplificacion de sefiales es un anticuerpo independiente del estado de activaciéon que se une a ABL-C
independientemente de su estado de activacion y de ese modo mide la concentracién total de BCR-ABL (340). En
otros casos determinados, el anticuerpo unido al par de amplificacién de sefiales es un anticuerpo dependiente del
estado de activacion que se une a fosfo-ABL-C (por ejemplo, pY245, pY412) y de ese modo mide la concentracion
de BCR-ABL activada (350). En una realizacion alternativa, el resto facilitador (por ejemplo, GO) se acopla a un
anticuerpo especifico para BCR-N en un epitopo diferente al reconocido por el anticuerpo de captura de BCR-ABL y
el primer miembro del par de amplificacion de sefiales (por ejemplo, HRP) se acopla a un anticuerpo especifico para
ABL-C. El anticuerpo unido al par de amplificacion de sefiales puede ser un anticuerpo independiente del estado de
activacion o un anticuerpo dependiente del estado de activacién como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, la proteina ABL de longitud completa se puede retirar adicionalmente o como alternativa
de la muestra del paciente antes de la captura y deteccion de la expresion y/o activacion de BCR-ABL usando una
etiqueta de supresion especifica para la regién amino-terminal de ABL de longitud completa (330). Un ejemplo no
limitante de una etiqueta de supresion de este tipo es una perla a la que se une un anticuerpo especifico para la
regiéon amino-terminal de ABL de longitud completa (321a). En estas realizaciones, una vez que BCR-ABL se
captura mediante la union entre ABL-C y un anticuerpo de captura especifico para ABL-C, se determina la
concentracion total de BCR-ABL (360), y también se mide la BCR-ABL activada (370). En algunas realizaciones, el
resto facilitador (por ejemplo, GO) se acopla a un anticuerpo especifico para ABL-C en un epitopo diferente al
reconocido por el anticuerpo de captura de BCR-ABL y el primer miembro del par de amplificacion de sefiales (por
ejemplo, HRP) se acopla a un anticuerpo especifico para BCR-N. En ciertos casos, el anticuerpo unido al resto
facilitador es un anticuerpo independiente del estado de activacion que se une a ABL-C independientemente de su
estado de activacién y de ese modo mide la concentracién total de BCR-ABL (360). En otros casos determinados, el
anticuerpo unido al resto facilitador es un anticuerpo dependiente del estado de activacion que se une a fosfo-ABL-C
(por ejemplo, pY245, pY412) y de ese modo mide la concentracion de BCR-ABL activada (370).

En realizaciones en las que el resto facilitador es GO y el primer miembro del par de amplificacion de sefiales es
HRP, la union tanto del anticuerpo acoplado a GO como del anticuerpo acoplado a HRP a la proteina de fusion de
BCR-ABL pone al resto de GO en una proximidad suficiente con respecto al resto HRP de modo que el resto GO (es
decir, H20>) genera una sefial que se puede canalizar al resto HRP, dando como resultado la generacion de una
sefial detectable y/o amplificable. Una ventaja de la canalizacion de proximidad, como se usa en los métodos que se
describen en el presente documento, es que se genera una sola sefial detectable que se correlaciona con los niveles
de proteina BCR-ABL total o activada solamente después de la unidn de los tres anticuerpos (por ejemplo,
anticuerpo de captura, anticuerpo acoplado al resto facilitador, y anticuerpo unido al par de amplificacién de
sefiales), dando como resultado un aumento de la especificidad del ensayo, fondo mas bajo, y deteccion
simplificada.

Una realizacién alternativa (400) para detectar la presencia (nivel total) y/o estado de activacion (nivel de
fosforilacion) de BCR-ABL (410) usando anticuerpos de unidn se muestra en la Figura 3B. De nuevo, las perlas
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(421a y/o 421b) se usan para retirar las proteinas BCR y/o ABL de longitud completa, a través de, por ejemplo, sus
extremos carboxilo y amino terminales, respectivamente. A continuacion, al capturar la porciéon del extremo N-
terminal de BCR-ABL usando un resto de unién especifico inmovilizado en un soporte sélido, se determina la
concentracion total de BCR-ABL (440), y también se mide la BCR-ABL activada (450). La proteina BCR-ABL total
(460) y activada (470) también se puede determinar mediante la captura de ABL-C ya sea usando un anticuerpo de
unién para medir los niveles totales de BCR-ABL o usando un anticuerpo especifico de fosforilacion de ABL para
medir los niveles activados de BCR-ABL.

En particular, la Figura 3B (440) ilustra que la cantidad total de BCR-ABL presente en una muestra bioldgica tal
como suero se puede detectar poniendo en contacto el analito capturado con (i) un primer anticuerpo de deteccion
(es decir, anticuerpo de unidn) especifico para el sitio o punto de fusion entre la region amino-terminal de BCR
(BCR-N) y la region carboxilo-terminal de ABL (ABL-C), y (ii) un segundo anticuerpo de deteccion especifico para
ABL-C. Tanto al primer como al segundo anticuerpos de deteccién se unen a BCR-ABL independientemente de su
estado de activacion. El primer anticuerpo de deteccion (es decir, anticuerpo de unién) esta etiquetado con glucosa
oxidasa (GO), y el segundo anticuerpo de deteccién esta etiquetado con peroxidasa de rabano picante (HRP). La
union tanto del primer como del segundo anticuerpos de deteccién a la proteina de fusion BCR-ABL pone al resto de
GO en una proximidad suficiente con respecto al resto HRP de modo que una sefial generada por el resto GO (es
decir, H207) se puede canalizar al resto HRP, dando como resultado la generacion de una sefial detectable y/o
amplificable.

La Figura 3B (450) ilustra adicionalmente que la cantidad de BCR-ABL activada presente en una muestra biolégica
tal como suero se puede detectar poniendo en contacto el analito capturado con (i) un primer anticuerpo de
deteccion (es decir, anticuerpo de unién) especifico para el sitio o punto de fusién entre BCR-N and ABL-C, y (ii) un
segundo anticuerpo de deteccion especifico para una forma activada (por ejemplo, fosforilada) de BCR-ABL. El
primer anticuerpo de deteccién se une a BCR-ABL independientemente de su estado de activacion, mientras que el
segundo anticuerpo de deteccidn se une a un sitio de activacion (por ejemplo, fosforilacion) presente en el dominio
ABL-C de la proteina de fusion. El primer anticuerpo de deteccién (es decir, anticuerpo de unién) esta etiquetado con
glucosa oxidasa (GO), y el segundo anticuerpo de deteccion esta etiquetado con peroxidasa de rabano picante
(HRP). La unién tanto del primer como del segundo anticuerpos de deteccion a la proteina de fusion BCR-ABL pone
al resto de GO en una proximidad suficiente con respecto al resto HRP de modo que una sefial generada por el resto
GO (H202) se puede canalizar al resto HRP, dando como resultado la generacién de una sefial detectable y/o
amplificable.

En realizaciones en las que las etapas (c) y (d) comprenden un ELISA, el ELISA puede comprender un ELISA de
sandwich. Para la captura y deteccion de anticuerpos en un ELISA de sandwich se puede usar cualquier par de
anticuerpos adecuado. Alguien con experiencia en la materia sabra y observara como seleccionar un par de
anticuerpos apropiado para el ensayo. Por lo general, se seleccionan dos anticuerpos que se unen a la diana de
interés, por ejemplo, BCR-ABL, en epitopo diferentes de modo que la unién del primer anticuerpo (captura) no
interfiere con el segundo anticuerpo (deteccion). En realizaciones preferentes, el primer anticuerpo (captura) se une
al segundo dominio, diferente de la primera proteina de longitud completa (por ejemplo, BCR-N) y el segundo
anticuerpo (deteccion) se une al primer dominio de la segunda proteina de longitud completa diferente (por ejemplo,
ABL-C). En ciertas realizaciones, el anticuerpo de deteccién se conjugara con una enzima, por ejemplo, peroxidasa
de rabano picante (HRP) o fosfatasa alcalina (AP), para ayudar en la deteccién del complejo. En otras realizaciones,
en el ensayo se puede usar un anticuerpo secundario conjugado con una enzima (por ejemplo, HRP o AP), que se
une al anticuerpo de deteccién. Por lo general, a continuaciéon el complejo se detectara mediante el uso de un
sustrato luminiscente, por ejemplo, Ultra LITE™ (NAG Research Laboratories); SensoLyte® (AnaSpec); Sustrato de
Maxima Sensibilidad SuperSignal ELISA Femto (Thermo Scientific); Sustrato Quimioluminiscente SuperSignal ELISA
Pico (Thermo Scientific); y CPSD (3-(4-metoxiespiro{l,2-dioxetano-3,2’-(5'-cloro)triciclo[3,3,1,13,7]decan}-4-il)fenil
fosfato disddico; Tropix, Inc). El sustrato de CPSD se puede encontrar en sistemas de deteccion
guimioluminiscentes, tales como, por ejemplo, el Sistema ELISA-Light™ (Applied Biosystems). En una realizacion
preferente, ELISA de sandwich de BCR-ABL comprende el uso de un anticuerpo anti-BCR-N como el anticuerpo de
captura, en el que era anticuerpo de captura esta sujeto en un soporte solido tal como un pocillo de una microplaca,
y un anticuerpo anti-ABL-C conjugado con HRP como el anticuerpo de deteccion, en el que el anticuerpo de
deteccion puede comprender un anticuerpo independiente del estado de activacién o un anticuerpo dependiente del
estado de activacion (por ejemplo, especifico de fosfo).

La Figura 3C ilustra realizaciones de ELISA de sandwich (500) a modo de ejemplo para detectar la presencia (nivel
total) y/o estado de activacion (nivel de fosforilacion) de BCR-ABL (510). Las perlas (521a y/o 521b) se usan para
retirar las proteinas BCR y/o ABL de longitud completa, a través de, por ejemplo, sus extremos carboxilo y amino
terminales, respectivamente. A continuacion, usando ELISA y capturando la porcién del extremo N-terminal de BCR-
ABL usando un resto de union especifico, se determina la concentracion total de BCR-ABL (540), y también se mide
la BCR-ABL activada (550). La proteina BCR-ABL total (560) y activada (570) también se puede determinar
mediante la captura de ABL-C y a continuacion poniendo en contacto la proteina de fusién BCR-ABL capturada con
un anticuerpo de deteccién especifico para BCR-N o un anticuerpo de deteccion especifico para el sitio de
fosforilacion en ABL-C, respectivamente, usando ELISA.
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En realizaciones en las que las etapas (c) y (d) comprenden un ensayo de citometria de flujo (FCM), el ensayo de
FCM puede comprender un ensayo de clasificacién de células activadas por fluorescencia (FACS). La citometria de
flujo es una técnica para hacer el recuento y examen de particulas microscopicas, tales como células,
suspendiéndolas en una corriente de fluido y pasandolas por un aparato electrénico de deteccién. La citometria de
flujo permite el analisis multiparamétrico simultaneo de las caracteristicas fisicas y/o quimicas de hasta miles de
particulas por segundo. En la citometria de flujo, un haz de luz (normalmente luz laser) de una sola longitud de onda
se dirige a una corriente de fluido hidrodinamicamente enfocada. Una serie de detectores estan dirigidos al punto en
el que la corriente pasa por el haz de luz: uno en linea con el haz de luz (Dispersion Directa o FSC) y varios
perpendiculares al mismo (Dispersion Lateral (SSC) y uno o mas detectores fluorescentes). Cada particula
suspendida de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 150 micrometros que pasa por el haz dispersa el rayo y
los productos quimicos fluorescentes encontrados en la particula o unidos a la particula se pueden excitar emitiendo
luz a una longitud de onda mas larga que la fuente de luz. Esta combinacion de luz dispersa y fluorescente es
captada por los detectores y, al analizar las fluctuaciones y el brillo en cada detector (uno por cada pico de emision
fluorescente), entonces es posible obtener diversos tipos de informacion con respecto a la estructura fisica y quimica
de cada particula individual. La FSC se correlaciona con el volumen celular y la SSC depende de la complejidad
interna de la particula. Algunos citémetros de flujo han eliminado la necesidad de fluorescencia y usan solamente
dispersién de luz para la mediciéon, mientras que otros citdmetros de flujo forman imagenes de la fluorescencia de
cada particula individual, luz dispersa y luz transmitida.

La FACS es un tipo especializado de citometria de flujo. Esta proporciona un método para clasificar una mezcla
heterogénea de particulas en dos o mas recipientes, una particula a la vez, basandose en la dispersion de luz
especifica y en las caracteristicas fluorescentes de cada particula. Es un instrumento cientifico Gtil, ya que
proporciona un registro rapido, objetivo y cuantitativo de sefales fluorescentes de particulas individuales, asi como la
separacion fisica de particulas de interés en particular. La suspension de particulas se produce en el centro de una
corriente de liquido estrecha y que fluye rapidamente. El flujo esta dispuesto de manera que existe una gran
separacion entre las particulas en relaciéon con su diametro. Un mecanismo de liberacién hace que la corriente de
particulas se rompa en gotitas individuales. El sistema se ajusta de manera que hay una baja probabilidad de mas
de una particula por gotita. Justo antes de que la corriente se separe en gotitas, el flujo pasa a través de una
estacion de medicion de fluorescencia en la que se mide el caracter fluorescente de interés de cada particula. Un
anillo de carga eléctrica se coloca justo en el punto en el que la corriente se rompe en gotitas. En el anillo se coloca
una carga basandose en la medicion de la intensidad de fluorescencia inmediatamente anterior y la carga opuesta
queda atrapada en la gotita a medida que se separa de la corriente. Las gotitas cargadas a continuacidon caen
mediante un sistema de deflexion electrostatica que desvia las gotitas a recipientes basandose en su carga. En
algunos sistemas, la carga se aplica directamente a la corriente, y la suspensién de la gotita retiene la carga del
mismo signo que la corriente. La corriente a continuacién vuelve al estado neutro después de que la gotita se haya
suspendido. Un ensayo FACS se puede realizar usando un citometro de flujo FACS Calibur disponible en BD
Biosciences (San Jose, CA).

En ciertas realizaciones, se realiza un ensayo FACS usando dos anticuerpos que se unen a la diana de interés, por
ejemplo, BCR-ABL, a diferentes epitopos de tal manera que la unién del primer anticuerpo (captura) no interfiere con
el segundo anticuerpo (deteccién). En realizaciones preferentes, el primer anticuerpo (captura) se une al segundo
dominio, diferente de la primera proteina de longitud completa (por ejemplo, BCR-N) y el segundo anticuerpo
(deteccion) se une al primer dominio de la segunda proteina de longitud completa diferente (por ejemplo, ABL-C). En
ciertas realizaciones, los anticuerpos de captura se unen a perlas tales como perlas de poliestireno, y las perlas se
tifien internamente con fluoréforos. En algunas realizaciones, el anticuerpo de deteccion se conjuga con un fluoréforo
0 una enzima, para ayudar en la deteccion del complejo. El anticuerpo de deteccién puede comprender un
anticuerpo independiente del estado de activacion o un anticuerpo dependiente del estado de activacion (por
ejemplo, especifico de fosfo). En otras realizaciones, en el ensayo se puede usar un fluoréforo, enzima, u otro resto
de deteccion, que se une al anticuerpo de deteccién. Por lo general, el complejo se puede detectar a continuacion
como se ha descrito anteriormente.

En realizaciones en las que las etapas (c) y (d) comprenden un ensayo de clasificacion de etiquetas, el ensayo de
clasificacion de etiquetas puede comprender un ensayo Luminex®. Los ensayos Luminex® estan disponibles, por
ejemplo, en Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA). En algunos casos, el ensayo de clasificacion de etiquetas
comprende un formato de ensayo multiplexado Luminex®. Por lo general, se seleccionan dos anticuerpos que se
unen a la diana de interés, por ejemplo, BCR-ABL, a diferentes epitopos de tal manera que la union del primer
anticuerpo (captura) no interfiere con el segundo anticuerpo (deteccién). En realizaciones preferentes, el primer
anticuerpo (captura) se une al segundo dominio, diferente de la primera proteina de longitud completa (por ejemplo,
BCR-N) y el segundo anticuerpo (deteccién) se une al primer dominio de la segunda proteina de longitud completa
diferente (por ejemplo, ABL-C). En ciertas realizaciones, los anticuerpos de captura se unen a perlas de poliestireno,
y las perlas se tifien internamente con fluoréforos de color rojo e infrarrojo de diferentes intensidades. En algunas
realizaciones, el anticuerpo de deteccion se conjuga con un fluoréforo o una enzima, para ayudar en la deteccion del
complejo. El anticuerpo de detecciéon puede comprender un anticuerpo independiente del estado de activacion o un
anticuerpo dependiente del estado de activacién (por ejemplo, especifico de fosfo). En otras realizaciones, en el
ensayo se puede usar un fluoréforo, enzima, u otro resto de deteccién, que se une al anticuerpo de deteccién. Por lo
general, el complejo se puede detectar a continuacién, por ejemplo, mediante el uso de un sistema de deteccion tal
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como un sistema de deteccion Luminex® 100™ o 200™, en el que las perlas se pueden leer en una sola fila con
laseres dobles para clasificacion y cuantificacién de cada analito.

La Figura 3D ilustra realizaciones a modo de ejemplo de citometria de flujo y de clasificacion de etiquetas (600) para
detectar la presencia (nivel total) y/o estado de activacion (nivel de fosforilacién) de BCR-ABL (610). Para retirar las
proteinas BCR y/o ABL de longitud completa, a través de, por ejemplo, sus extremos carboxilo y amino terminales,
respectivamente se usan perlas (621a y/o 621b). A continuacion, se usa una perla especifica para capturar la
porcion del extremo N-terminal de BCR-ABL usando un resto de captura especifico y una perla especifica para el
extremo C-terminal de ABL. La proteina total (640) se determina haciendo el recuento de las moléculas con las dos
etiquetas especificas o perlas coloreadas. De forma analoga, la cantidad activada de proteina se puede determinar
usando una perla con un anticuerpo de captura especifico para la porcion fosforilada de ABL y el extremo N-terminal
de BCR-ABL. Mediante el recuento de estas dos perlas o etiquetas coloreadas especificas, se mide la cantidad de
BCR-ABL activada (650). La proteina BCR-ABL total (660) y activada (670) también se puede determinar capturando
el extremo C-terminal de ABL con una perla de captura especifica y poniendo en contacto la proteina de fusion BCR-
ABL capturada con una perla especifica para la BCR-N o una perla especifica para la porcién fosforilada de ABL.
Mediante el recuento de estas dos perlas o etiquetas coloreadas especificas, se mide la cantidad de proteina BCR-
ABL total (660) o activada (670).

Los ejemplos no limitantes de anticuerpos adecuados para su uso en los métodos para medir los niveles de proteina
BCR-ABL total y/o activada como se ilustra en las Figuras 3A-3D incluyen los que se exponen en la Tabla 1 que
sigue a continuacion.

Tabla 1. Anticuerpos a modo de ejemplo para los ensayos de BCR-ABL de la presente invencion

Diana Ab Clon Epitopo Vendedor
Ber AF5129 N-terminal R&D
sc-48422 H-5 N-terminal Santa Cruz
1684 EP535Y C-terminal Epitomics
Abl AF5414 C-terminal R&D
4G10 fosfo-tirosina Millipore
ah62189 pY245 Abcam
PAB0397 pY245 Novus
ab47315 pY412 Abcam
ab55284 pY412 Abcam
NB100-92665 pY412 Novus

Los ejemplos adicionales de anticuerpos que se unen tanto a proteinas de fusién de BCR-ABL especificas de tumor
como a cualquiera de proteinas BCR o ABL de longitud completa nativas no oncogénicas incluyen, pero no se
limitan a, el anticuerpo monoclonal 7C6 especifico del epitopo BCR b2 reconoce las proteinas BCR-ABL b2a2 p210,
BCR-ABL b3a2 p210, BCR p160, y BCR p130 que se describen en Dhut et al., Oncogene, 3: 561-6 (1988); el
anticuerpo 8E9 especifico del dominio SH2 reconoce las proteinas BCR-ABL ela2 p190, ABL b2a2, b3a2, y p145 se
describen en los documentos de Patente de Estados Unidos n.’® 5.369.008 y 6.610.498; el extremo amino-terminal
del anticuerpo especifico de BCR que se describe en el documento de Patente de Estados Unidos n.° 6.107.457; y el
extremo carboxil-terminal del anticuerpo monoclonal de ratén n.° SC-23 especifico de ABL (24-11) de Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA).

Los ejemplos de anticuerpos de unién adecuados para unién al sitio o punto de fusién dentro de la proteina
quimérica BCR-ABL incluyen, pero no se limitan a, el anticuerpo monoclonal n.° 3908 de ratén especifico de la unién
de b2a2 a BCR-ABL (L99H4) disponible en Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, MA), los anticuerpos aislados
especificos de la proteina de fusion de BCR-ABL p210 que se describen en el documento de Publicacion de Patente
de Estados Unidos con n.° 20050214301, el anticuerpo policlonal BP-2 especifico de la unién de BCR-ABL b3a2 que
se describe en van Denderen et al., Leukemia, 6: 1107-12 (1992), y el anticuerpo monoclonal (ER-FP1) especifico
de la unién de BCR-ABL ela2 que se describe en van Denderen et al., Leukemia, 8: 1503-9 (1994). Los anticuerpos
de unién a BCR-ABL se pueden usar para la deteccién de proteinas de fusion de BCR-ABL que se asocia con, pero
no se limitan a, leucemias positivas para Ph.

En ciertas realizaciones, los métodos de la presente invencidn proporcionan la preparacion del extracto celular a
partir de muestras de médula ésea (por ejemplo, aspirado de médula 6sea) o de sangre completa recién recogidas o
congeladas mediante recuperacion o aislamiento de las células de interés tales como globulos blancos (por ejemplo,
células de leucemia mielégena crénica (CML)), por ejemplo, usando captura en perla magnética con anticuerpos
anti-CD45 y/o anticuerpos anti-CD 15, sin ninguna etapa de lavado después de la recuperacion o aislamiento celular.
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El extracto celular obtenido de este modo se puede analizar para el nivel de expresion y/o activaciéon de una o mas
proteinas de fusion oncogénicas tales como BCR-ABL, sustratos de las mismas, rutas de las mismas, o
combinaciones de las mismas. Sin quedar ligado por ninguna teoria en particular, la eliminacion de la necesidad de
cualquier etapa de lavado después del aislamiento celular es ventajosa porque las células de interés se pueden
recuperar de muestras de sangre o médula 6sea sin cambiar la concentracion intracelular de un farmaco anticancer
tal como un inhibidor de tirosina quinasa. Como se expone en el Ejemplo 9 que sigue a continuacion, el aislamiento
celular sin ninguna etapa de lavado como se describe en el presente documento es contrario a la practica aceptada
en la técnica de lavado celular después de aislamiento (por ejemplo, lavado de células unidas a perla) y proporciona
extractos celulares de células recuperadas sin dilucidn sustancial de un farmaco anticancer tal como un inhibidor de
tirosina quinasa (por ejemplo, Gleevec®, Tasigna®, Sprycel®, etc.) dentro de las células.

En realizaciones alternativas, los métodos de la presente invencidon proporcionan la deteccién simultdnea de la
cantidad total y/o estado de activaciéon de una proteina de fusiébn oncogénica (por ejemplo, BCR-ABL) en
combinacién con una o ambas de las proteinas de longitud completa nativas que contienen secuencias o dominios
encontrados dentro de la proteina de fusién oncogénica (por ejemplo, BCR de longitud completa y/o ABL). En una
realizacién en particular, el presente método permite la deteccion y/o la medicion tanto de los niveles totales de
BCR-ABL asi como de los niveles totales de BCR y/o ABL de longitud completa nativas en una muestra biolégica tal
como una muestra de sangre o aspirado de médula 6sea. En ciertas realizaciones, los niveles de proteina nativa
(por ejemplo, BCR y/o ABL de longitud completa) se determinan junto con los niveles de proteina de fusion
oncogénica (por ejemplo, BCR-ABL) de una manera multiplexada en un lecho individual. En estas realizaciones, la
proteina de longitud completa nativa se puede aislar de forma ventajosa junto con la proteina de fusién oncogénica
de modo que los niveles de estas moléculas se determinan en el mismo lecho.

Como se establece en el Ejemplo 10 que sigue a continuacién, estas realizaciones alternativas a los métodos de la
presente invencion se pueden usar para detectar y/o medir los niveles totales de BCR-ABL asi como los niveles
totales de BCR o ABL de longitud completa nativa, y se puede calcular una proporcioén de los niveles totales de BCR-
ABL con respecto a los niveles de BCR o ABL de longitud completa nativa. En algunos casos, la proporcion de los
niveles totales de BCR-ABL con respecto a los niveles de BCR o ABL de longitud completa nativa se calcula para
proporcionar una determinacion mas precisa de indicadores de respuesta tales como, por ejemplo, una respuesta
molecular importante (MMR), una respuesta molecular completa (CMR), una respuesta citogenética completa
(CCyR), y combinaciones de las mismas. En otros casos, estas realizaciones alternativas a los métodos de la
presente invencidn se pueden usar para controlar cambios en la expresion de BCR-ABL con respecto a un control tal
como BCR o ABL de longitud completa (por ejemplo, calculando una proporcién de los niveles totales de BCR-ABL
con respecto a los niveles de BCR o ABL de longitud completa nativa) como una funcion de la terapia (por ejemplo,
terapia con inhibidor de tirosina quinasa).

Los métodos de la presente invencion son particularmente Utiles para determinar el estado de activacién (por
ejemplo, fosforilacion) de uno o mas proteinas de fusion oncogénicas tales como BCR-ABL en pacientes en riesgo
de desarrollar, sospechosos de tener, o diagnosticados con un cancer tal como una neoplasia hematoldgica (por
ejemplo, leucemia, linfoma, etc.). En ciertos casos, los métodos de la presente invencion ayudan, asisten, o facilitan
el diagnéstico de un cancer en un sujeto midiendo los niveles de proteina de fusiobn oncogénica (por ejemplo, niveles
de fosfo-BCR-ABL) activada (por ejemplo, fosforilada) para determinar si el sujeto expresa una forma activa de la
proteina de fusidon oncogénica (por ejemplo, un paciente positivo para BCR-ABL). En otras realizaciones, los
métodos de la presente invencidn se realizan en un sujeto del que ya se ha determinado que expresa una forma
activa de la proteina de fusién oncogénica para optimizar la terapia, reducir la toxicidad, y/o controlar la eficacia del
tratamiento terapéutico. En un aspecto de estas realizaciones en particular, en nivel de proteina BCR-ABL activada
se puede determinar en un paciente positivo para BCR-ABL durante el ciclo de terapia (por ejemplo, mientras que el
paciente se encuentra en terapia con el farmaco anticancer tal como Gleevec®, Tasigna®, Sprycel®, etc.) para
optimizar la terapia, reducir la toxicidad, y/o controlar la eficacia del tratamiento terapéutico. En algunas
realizaciones, los niveles de proteina de fusidon oncogénica tanto total como activada (por ejemplo, fosforilada) se
miden de acuerdo con los ensayos basados en anticuerpo de la presente invencidn y una proporcion de los niveles
de proteina de fusion oncogénica activada con respecto al total (por ejemplo, una proporciéon de los niveles de
proteina BCR-ABL fosfo/total) se puede calcular y usar para evaluar el ciclo de terapia para un sujeto, por ejemplo,
mediante la comparaciéon de la proporcion de fosfo/total de los niveles de proteina de fusidbn oncogénica con
respecto a una proporcion de la misma calculada para el sujeto en un momento anterior (por ejemplo, en un
momento anterior a la vez que se esta con la terapia con el farmaco anticancer o en un momento en el tiempo antes
de la terapia con el farmaco anticancer). En ciertas realizaciones, la proporciéon de niveles de proteina de fusion
oncogénica activada con respecto al total (por ejemplo, una proporcién de los niveles de proteina BCR-ABL
fosfo/total) se puede calcular con respecto a los niveles de una o mas proteinas de control tales como, por ejemplo,
una o ambas de las proteinas de longitud completa nativas que contienen secuencias o dominios encontrados dentro
de la proteina de fusion oncogénica (por ejemplo, BCR y/o ABL para la proteina de fusion BCR-ABL). En
realizaciones preferentes, el nivel total de la proteina de control no esta influido o cambie sustancialmente con la
terapia con el farmaco anticancer.

Los métodos de la presente invencion también son particularmente Utiles para determinar el estado de activacion
(por ejemplo, fosforilacion) de una o mas moléculas de transduccién de sefiales en una o multiples rutas asociadas
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con una proteina de fusién oncogénica tal como BCR-ABL en pacientes en riesgo de desarrollar, de los que se
sospecha que tienen, o diagnosticados con un cancer tal como una neoplasia hematologica (por ejemplo, leucemia,
linfoma, etc.). Las moléculas de transduccién de sefiales a modo de ejemplo incluyen sustratos de BCR-ABL tales
como, por ejemplo, CRKL, JAK2, STATS5, Src, FAK, c-ABL, c-CBL, SHC, SHP-2, VAV, BAP-1, y combinaciones de
los mismos. En ciertos casos, los métodos de la presente invencién ayudan, asisten, o facilitan el diagnéstico de un
cancer en un sujeto midiendo los niveles de proteina de fusion oncogénica (por ejemplo, niveles de fosfo-BCR-ABL)
activada (por ejemplo, fosforilada) y los niveles de molécula de transduccion de sefiales (por ejemplo, niveles de
fosfo-CRKL, fosfo-JAK2, fosfo-STATS5, etc.) activada (por ejemplo, fosforilada) para determinar si el sujeto expresa
una forma activada de la proteina de fusiéon oncogénica (por ejemplo, un paciente positivo para BCR-ABL) y/o una
forma activada de una o mas moléculas de transduccion de sefiales en la ruta. En otras realizaciones, los métodos
de la presente invencion se realizan en un sujeto del que ya se ha determinado que expresa una forma activada de
la proteina de fusién oncogénica para optimizar la terapia, reducir la toxicidad, y/o controlar la eficacia del
tratamiento terapéutico. En un aspecto en particular de estas realizaciones, los niveles de proteina BCR-ABL
activada y uno o mas componentes de la ruta de transduccion de sefiales (por ejemplo, CRKL, JAK2, STATS5, Src,
FAK, etc.) se pueden determinar en un paciente positivo para BCR-ABL durante el ciclo de terapia (por ejemplo,
mientras que el paciente se encuentra en terapia con farmaco anticancer tal como Gleevec®, Tasigna®, Sprycel®,
etc.) para optimizar la terapia, reducir la toxicidad, y/o controlar la eficacia del tratamiento terapéutico. En algunas
realizaciones, los niveles de proteina de fusidon oncogénica tanto total como activada (por ejemplo, fosforilada) se
miden de acuerdo con los ensayos basados en anticuerpo de la presente invencion y una proporcion de los niveles
de proteina de fusion oncogénica activada con respecto al total (por ejemplo, una proporciéon de los niveles de
proteina BCR-ABL fosfo/total) se puede calcular (por ejemplo, con respecto a los niveles de una o mas proteinas de
control) y usar para evaluar el ciclo de terapia para un sujeto, por ejemplo, mediante la comparacién de la proporcion
de fosfo/total de los niveles de proteina de fusién oncogénica con respecto a una proporcion de la misma calculada
para el sujeto en un momento anterior (por ejemplo, en un momento anterior a la vez que se esta con la terapia con
el farmaco anticancer o en un momento en el tiempo antes de la terapia con el farmaco anticancer). En otras
realizaciones, se miden los niveles de los componentes de la ruta de transduccién de sefiales tanto totales como
activados y una proporcion de los niveles de componente de la ruta de transduccién de sefiales activado con
respecto al total (por ejemplo, una proporcion de los niveles de proteina CRKL, JAK2, o STATS fosfo/total) se puede
calcular (por ejemplo, con respecto a los niveles de una o mas proteinas de control) y usar para evaluar el ciclo de
terapia para un sujeto, por ejemplo, mediante comparacién de la proporcién fosfo/total de los niveles de los
componentes de la ruta de transduccién de sefiales con respecto a una proporcién de los mismos calculados para el
sujeto en un momento anterior (por ejemplo, en un momento anterior a la vez que se esta con la terapia con el
farmaco anticancer o en un momento en el tiempo antes de la terapia con el farmaco anticancer). En ciertos casos,
el nivel de expresion de una proteina de fusion oncogénica (por ejemplo, BCR-ABL) se puede correlacionar o
relacionar con el nivel de activacion (por ejemplo, fosforilacién) de los componentes de transduccion de sefiales
corriente abajo tales como CRKL, JAK2, STATS5, Src, FAK, etc.

En un aspecto en particular, la presente invencién proporciona un método para optimizar la terapia y/o reducir la
toxicidad en un sujeto con cancer y que recibe un ciclo de terapia para el tratamiento de cancer, método que
comprende:

(a) aislar las células cancerosas después de la administracion de un farmaco anticancer (por ejemplo, uno o mas
inhibidores de tirosina quinasa tales como Gleevec®, Tasigna®, Sprycel®, etc.);

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) medir un nivel de expresion y/o activacion (por ejemplo, fosforilaciéon) de una proteina de fusién oncogénica
en el extracto celular usando un ensayo descrito en el presente documento; y

(d) comparar el nivel de expresion medido y/o activacion de la proteina de fusion oncogénica con un nivel de
expresion y/o activacion de la proteina de fusiéon oncogénica medido en un momento anterior durante el ciclo de
terapia; y

(e) determinar una dosis posterior del ciclo de terapia para el sujeto o si se deberia administrar al sujeto un ciclo
de terapia diferente basandose en la comparacién de la etapa (d).

En realizaciones en particular, tanto el nivel de expresion como el nivel de activacion de la proteina de fusion
oncogénica se miden en el extracto celular, por ejemplo, realizando uno de los ensayos de proximidad que se
describen en el presente documento. En ciertas realizaciones preferentes, la proteina de fusion oncogénica
comprende BCR-ABL. En otras ciertas organizaciones preferentes, el sujeto expresa una forma activada de la
proteina de fusién oncogénica. En una realizacion particularmente preferente, el sujeto es positivo para BCR-ABL
(por ejemplo, se determind que el sujeto tenia niveles detectables de fosfo-BCR-ABL antes de la administracion del
farmaco anticancer).

En algunas realizaciones, los niveles de proteina de fusién oncogénica tanto total como activada (por ejemplo,
fosforilada) se miden en el extracto celular de acuerdo con los ensayos basados en anticuerpo de la presente
invencion y una proporcion de los niveles de proteina de fusion oncogénica activada con respecto al total (por
ejemplo, una proporcién de los niveles de proteina BCR-ABL fosfo/total) se puede calcular y usar para evaluar el
ciclo de terapia para un sujeto, por ejemplo, mediante la comparacién de la proporcion de fosfo/total de los niveles
de proteina de fusién oncogénica con respecto a una proporcion de la misma calculada para el sujeto en un
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momento anterior (por ejemplo, en un momento anterior a la vez que se esta con la terapia con el farmaco
anticancer o en un momento en el tiempo antes de la terapia con el farmaco anticancer). Como se ilustra en el
Ejemplo 6 que sigue a continuacion, la proporcion fosfo/total de los niveles de proteina de fusiéon oncogénica (por
ejemplo, BCR-ABL) después de la inhibicién con el farmaco anticancer se correlaciona con el porcentaje de
inhibicion de la sefial de proteina de fusién oncogénica (por ejemplo, fosfo-BCR-ABL) activada (por ejemplo,
fosforilada) después del tratamiento con el farmaco anticancer (véase, por ejemplo, Figuras 14C, 15C, y 16C). En
otras realizaciones, la proporcién de niveles de proteina de fusién oncogénica activada con respecto al total (por
ejemplo, una proporcion de los niveles de proteina BCR-ABL fosfo/total) se puede calcular con respecto a los niveles
de una o mas proteinas de control tales como, por ejemplo, una o ambas de las proteinas de longitud completa
nativas que contienen secuencias o dominios encontrados dentro de la proteina de fusién oncogénica (por ejemplo,
BCR y/o ABL para BCR-ABL). En realizaciones preferentes, el nivel total de la proteina de control no se ve afectado
ni cambia sustancialmente con la terapia con el farmaco anticancer.

En ciertos aspectos de los métodos que se describen en el presente documento para optimizar la terapia, menos de
aproximadamente un 50 % de inhibicion de los niveles de activacién (por ejemplo, fosforilacion) de la proteina de
fusién oncogénica (por ejemplo, BCR-ABL) en un sujeto indica una necesidad de aumentar la dosis posterior del
ciclo de terapia o administrar un ciclo de terapia diferente (por ejemplo, cambiar el ciclo de terapia actual mediante
intercambio a un farmaco anticancer diferente) para prevenir o reducir el riesgo de recaida del cancer en el sujeto.
Como un ejemplo no limitante, en los casos en los que el sujeto se encuentra en terapia con Gleevec®, menos de
aproximadamente un 50 % de inhibicién del nivel de fosforilacién de la proteina de fusion BCR-ABL indica una
necesidad de aumentar la dosis de Gleevec® o cambiar la terapia del sujeto a Tasigna®. En ciertos casos, menos de
aproximadamente un 49 %, 48 %, 47 %, 46 %, 45 %, 44 %, 43 %, 42 %, 41 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %,
10 %, o un 5% de inhibicién de los niveles de activacion (por ejemplo, fosforilacion) de la proteina de fusién
oncogénica (por ejemplo, BCR-ABL) en un sujeto indica una necesidad de aumentar la dosis del ciclo de terapia o
cambiar el ciclo de terapia actual. En algunas realizaciones, el porcentaje de inhibicion de los niveles de activacion
de la proteina de fusidon oncogénica se puede determinar calculando una proporcion de los niveles de proteina de
fusion oncogénica activada con respecto al total (por ejemplo, una proporcién de los niveles de proteina BCR-ABL
fosfo/total), opcionalmente con respecto a los niveles de una o mas proteinas de control (por ejemplo, BCR de
longitud completa y/o ABL para BCR-ABL), y comparar la proporcién de los niveles de fosfo/total de la proteina de
fusién oncogénica con respecto a una proporcion de la misma calculada para el sujeto en un momento anterior (por
ejemplo, en un momento anterior a la vez que se esta con la terapia con el farmaco anticancer o en un momento en
el tiempo antes de la terapia con el farmaco anticancer). Un experto en la materia conocera las dosis adecuadas
mas elevadas con mas bajas a las que se puede ajustar el ciclo de terapia actual de modo que se optimice la terapia
con el farmaco, por ejemplo, una dosis posterior que sea al menos aproximadamente 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5,
6, 6,5, 7,75, 8,8,5,9, 9,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 0 100 veces mas elevada o mas baja que la dosis
actual.

En otros determinados aspectos de los métodos para optimizar la terapia, menos de aproximadamente un 50 % de
inhibicion de los niveles de activacion (por ejemplo, fosforilacién) de la proteina de fusion oncogénica (por ejemplo,
BCR-ABL) en un sujeto indica una falta de cumplimiento del ciclo de terapia por parte del paciente (por ejemplo, el
sujeto no esta tomando el farmaco anticancer de forma regular o dirigido por un médico) y/o la existencia de posibles
efectos secundarios o toxicidad asociados con el ciclo de terapia. En estas realizaciones, se recomienda que el ciclo
de terapia actual se supervise de forma minuciosa (por ejemplo, por un médico u otro profesional sanitario) para su
cumplimiento o0 que se pueda administrar un ciclo de terapia diferente (por ejemplo, el ciclo de terapia actual se
puede cambiar mediante el intercambio con un farmaco anticancer diferente) para aumentar el cumplimiento y/o
prevenir o reducir el riesgo de efectos secundarios. En ciertos casos, menos de aproximadamente un 49 %, 48 %,
47 %, 46 %, 45 %, 44 %, 43 %, 42 %, 41 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, o un 5 % de inhibicion de
los niveles de activacion de la proteina de fusién oncogénica en un sujeto indica una falta de cumplimiento del ciclo
de terapia por parte del paciente y/o la existencia de posibles efectos secundarios o toxicidad asociados con el ciclo
de terapia. En algunas realizaciones, el porcentaje de inhibicién de los niveles de activacion de la proteina de fusion
oncogénica se puede determinar calculando una proporcion de los niveles de proteina de fusién oncogénica activada
con respecto al total (por ejemplo, una proporcién de los niveles de proteina BCR-ABL fosfo/total), opcionalmente
con respecto a los niveles de una o0 mas proteinas de control (por ejemplo, BCR de longitud completa y/o ABL para
BCR-ABL), y comparar la proporcion de los niveles de fosfo/total de la proteina de fusidon oncogénica con respecto a
una proporcién de la misma calculada para el sujeto en un momento anterior (por ejemplo, en un momento anterior a
la vez que se esta con la terapia con el fArmaco anticancer o en un momento en el tiempo antes de la terapia con el
farmaco anticancer).

En aspectos adicionales de los métodos que se describen en el presente documento para optimizar la terapia, mas
de aproximadamente un 80 % de inhibicion de los niveles de activacién (por ejemplo, fosforilacion) de la proteina de
fusion oncogénica (por ejemplo, BCR-ABL) en un sujeto indica que el sujeto esta con la terapia correcta a la dosis
correcta. En ciertos casos, mas de aproximadamente un 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o un 100 % de inhibicién de los niveles de activacion
(por ejemplo, fosforilacion) de la proteina de fusiéon oncogénica (por ejemplo, BCR-ABL) en un sujeto indica que el
sujeto esta con la terapia de farmaco anticancer correcta con la dosis correcta. En algunas realizaciones, el
porcentaje de inhibicion de los niveles de activaciéon de la proteina de fusidn oncogénica se puede determinar
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calculando una proporciéon de los niveles de proteina de fusidn oncogénica activada con respecto al total (por
ejemplo, una proporcion de los niveles de proteina BCR-ABL fosfo/total), opcionalmente con respecto a los niveles
de una o mas proteinas de control (por ejemplo, BCR de longitud completa y/o ABL para BCR-ABL), y a continuacion
comparando la proporcion de fosfo/total de los niveles de proteina de fusién oncogénica con respecto a una
proporcion de la misma calculada para el sujeto en un momento anterior (por ejemplo, en un momento anterior a la
vez que se esta con la terapia con el farmaco anticancer o en un momento en el tiempo antes de la terapia con el
farmaco anticancer).

En un aspecto relacionado, la presente invencion proporciona un método para optimizar la terapia y/o reducir la
toxicidad en un sujeto con cancer y que recibe un ciclo de terapia para el tratamiento de cancer, método que
comprende:

(a) aislar las células cancerosas después de la administracién de un farmaco anticancer (por ejemplo, uno 0 mas
inhibidores de tirosina quinasa tales como Gleevec®, Tasigna®, Sprycel®, etc.);

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) medir un nivel de expresion y/o activacion (por ejemplo, fosforilacién) de una proteina de fusién oncogénica y
una o mas moléculas de transduccion de sefiales en su ruta en el extracto celular usando un ensayo descrito en
el presente documento; y

(d) comparar el nivel de expresion medido y/o activacion de la proteina de fusidon oncogénica y moléculas de
transduccion de sefiales con un nivel de expresion y/o activacién de la proteina de fusién oncogénica y
moléculas de transduccion de sefiales medido en un momento anterior durante el ciclo de terapia; y

(e) determinar una dosis posterior del ciclo de terapia para el sujeto o si se deberia administrar al sujeto un ciclo
de terapia diferente basandose en la comparacion de la etapa (d).

En realizaciones en particular, tanto el nivel de expresion como el nivel de activacion de la proteina de fusion
oncogénica y una o mas moléculas de transduccion de sefiales se miden en el extracto celular, por ejemplo,
realizando uno de los ensayos de proximidad que se describen en el presente documento. En ciertas realizaciones
preferentes, la proteina de fusiébn oncogénica comprende BCR-ABL. En otras ciertas realizaciones preferentes, las
moléculas de transduccién de sefales incluyen sustratos de BCR-ABL tales como, por ejemplo, CRKL, JAK2,
STATS, Src, FAK, c-ABL, ¢-CBL, SHC, SHP-2, VAV, BAP-1, y combinaciones de los mismos. En otras realizaciones,
el sujeto expresa una forma activada de la proteina de fusion oncogénica. En una realizaciéon particularmente
preferente, el sujeto es positivo para BCR-ABL (por ejemplo, se determiné que el sujeto tenia niveles detectables de
fosfo-BCR-ABL antes de la administracion del farmaco anticancer).

En algunas realizaciones, los niveles de proteina de fusién oncogénica tanto total como activada (por ejemplo,
fosforilada) (por ejemplo, BCR-ABL) y los niveles de componente de la ruta de transduccion de sefiales (por ejemplo,
CRKL, JAK2, STAT5) se miden en el extracto celular de acuerdo con los ensayos basados en anticuerpo de la
presente invencién y una proporcién de los niveles de proteina de fusién oncogénica activada con respecto al total
(por ejemplo, una proporcion de los niveles de proteina BCR-ABL fosfo/total) y una proporcion de los niveles de
componente de la ruta de transduccién de sefiales activado con respecto al total (por ejemplo, una proporcién de los
niveles de proteina CRKL, JAK2, o STATS5 fosfo/total) se puede calcular y usar para evaluar el ciclo de terapia para
un sujeto, por ejemplo, mediante la comparacion de la proporcion fosfo/total de los niveles de proteina de fusién
oncogénica y el componente de la ruta de transduccion de sefiales con respecto a una proporcion de los mismos
calculada para el sujeto en un momento anterior (por ejemplo, en un momento anterior a la vez que se esta con la
terapia con el farmaco anticAncer o en un momento en el tiempo antes de la terapia con el farmaco anticancer). En
otras realizaciones, la proporcion de niveles de proteina de fusion oncogénica activada con respecto al total (por
ejemplo, una proporcién de los niveles de proteina BCR-ABL fosfo/total) y la proporcion de los niveles de moléculas
de transduccion de sefiales activadas con respecto al total (por ejemplo, una proporcién de los niveles de proteina
CRKL, JAK2, o STATS fosfo/total) se puede calcular con respecto a los niveles de una o mas proteinas de control tal
como, por ejemplo, una o ambas de las proteinas de longitud completa nativas que contienen secuencias o dominios
encontrados dentro de la proteina de fusién oncogénica (por ejemplo, BCR y/o ABL para BCR-ABL). En
realizaciones preferentes, el nivel total de la proteina de control no se ve influido o sustancialmente cambiado con la
terapia con el farmaco anticancer.

En ciertos aspectos de los métodos descritos en el presente documento para optimizar la terapia, menos de
aproximadamente un 50 % de inhibicion de la activacion (por ejemplo, fosforilacién) de uno, dos, tres, cuatro, cinco,
seis, 0 mas niveles de proteina de fusidon oncogénica (por ejemplo, BCR-ABL) y/o niveles de componente de ruta de
transduccién de sefiales (por ejemplo, CRKL, JAK2, STAT5) en un sujeto indica una necesidad de aumentar la dosis
posterior del ciclo de terapia o administrar un ciclo de terapia diferente (por ejemplo, cambiar el ciclo de terapia
actual mediante intercambio a un farmaco anticancer diferente) para prevenir o reducir el riesgo de recaida del
cancer en el sujeto. Como un ejemplo no limitante, en los casos en los que el sujeto se encuentra en terapia con
Gleevec®, menos de aproximadamente un 50 % de inhibicion del nivel de fosforilacion de la proteina de fusion BCR-
ABL y/o un componente de la ruta de transduccién de sefiales tal como CRKL, JAK2, y/o STAT5 indica una
necesidad de aumentar la dosis de Gleevec® o cambiar la terapia del sujeto a Tasigna®. En ciertos casos, menos de
aproximadamente un 49 %, 48 %, 47 %, 46 %, 45 %, 44 %, 43 %, 42 %, 41 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %,
10 %, o un 5 % de inhibicion de la activacion (por ejemplo, fosforilacién) de uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, 0 mas
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niveles de proteina de fusidn oncogénica (por ejemplo, BCR-ABL) y/o niveles de componente de ruta de
transduccion de sefiales (por ejemplo, CRKL, JAK2, STAT5) en un sujeto indica una necesidad de aumentar la dosis
del ciclo de terapia o cambiar el ciclo de terapia actual. En algunos casos, el porcentaje de inhibicion de los niveles
de activacion de la proteina de fusion oncogénica y/o molécula de transduccion de sefiales se pueden determinar
calculando una proporcién de los niveles de proteina de fusion oncogénica activada con respecto al total (por
ejemplo, una proporcién de los niveles de proteina BCR-ABL fosfo/total) y/o una proporcion de los niveles de
componentes de la ruta de transduccion de sefiales de activada con respecto al total (por ejemplo, una proporcién de
los niveles de proteina CRKL, JAK2, o STAT5 fosfo/total), opcionalmente con respecto a los niveles de una o mas
proteinas de control (por ejemplo, BCR de longitud completa y/o ABL para BCR-ABL), y comparar la proporcién
calculada de fosfo/total con respecto a una proporcion de la misma calculada para el sujeto en un momento anterior
(por ejemplo, en un momento anterior a la vez que se esta con la terapia con el farmaco anticaAncer o en un momento
en el tiempo antes de la terapia con el farmaco anticancer). Un experto en la materia conocerd las dosis adecuadas
mas elevadas con mas bajas a las que se puede ajustar el ciclo de terapia actual de modo que se optimice la terapia
con el farmaco, por ejemplo, una dosis posterior que sea al menos aproximadamente 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5,
6, 65,7, 75,8, 85,9, 9,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, o 100 veces mas elevada o mas baja que la dosis
actual.

En otros determinados aspectos de los métodos para optimizar la terapia, menos de aproximadamente un 50 % de
inhibicion de la activacion (por ejemplo, fosforilacién) de uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, 0 mas niveles de proteina
de fusién oncogénica (por ejemplo, BCR-ABL) y/o niveles de componente de ruta de transduccion de sefiales (por
ejemplo, CRKL, JAK2, STAT5) en un sujeto indica una falta de cumplimiento del ciclo de terapia por parte del
paciente (por ejemplo, el sujeto no esta tomando el farmaco anticancer de forma regular o dirigido por un médico) y/o
la existencia de posibles efectos secundarios o toxicidad asociados con el ciclo de terapia. En estas realizaciones, se
recomienda que el ciclo de terapia actual se supervise de forma minuciosa (por ejemplo, por un médico u otro
profesional sanitario) para su cumplimiento o que se pueda administrar un ciclo de terapia diferente (por ejemplo, el
ciclo de terapia actual se puede cambiar mediante el intercambio con un farmaco anticancer diferente) para
aumentar el cumplimiento y/o prevenir o reducir el riesgo de efectos secundarios. En ciertos casos, menos de
aproximadamente un 49 %, 48 %, 47 %, 46 %, 45 %, 44 %, 43 %, 42 %, 41 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %,
10 %, o un 5 % de inhibicion de la activacion de uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, 0 mas niveles de proteina de
fusién oncogénica (por ejemplo, BCR-ABL) y/o niveles de componente de ruta de transduccion de sefiales (por
ejemplo, CRKL, JAK2, STAT5) en un sujeto indica una falta de cumplimiento del ciclo de terapia por parte del
paciente y/o la existencia de posibles efectos secundarios o toxicidad asociados con el ciclo de terapia. En algunas
realizaciones, el porcentaje de inhibicién de los niveles de activacién de la proteina de fusién oncogénica y/o
molécula de transduccion de sefiales se pueden determinar calculando una proporcion de los niveles de proteina de
fusion oncogénica activada con respecto al total (por ejemplo, una proporcién de los niveles de proteina BCR-ABL
fosfo/total) y/o una proporcién de los niveles de componentes de la ruta de transduccion de sefiales de activada con
respecto al total (por ejemplo, una proporcion de los niveles de proteina CRKL, JAK2, o STATS fosfo/total),
opcionalmente con respecto a los niveles de una o mas proteinas de control (por ejemplo, BCR de longitud completa
y/o ABL para BCR-ABL), y comparar la proporcion calculada de fosfo/total con respecto a una proporcion de la
misma calculada para el sujeto en un momento anterior (por ejemplo, en un momento anterior a la vez que se esta
con la terapia con el farmaco anticancer o en un momento en el tiempo antes de la terapia con el farmaco
anticancer).

En aspectos adicionales de los métodos que se describen en el presente documento para optimizar la terapia, mas
de aproximadamente un 80 % de inhibicion de la activacion (por ejemplo, fosforilaciéon) de uno, dos, tres, cuatro,
cinco, seis, 0 mas niveles de proteina de fusién oncogénica (por ejemplo, BCR-ABL) y/o niveles de componente de
ruta de transduccion de sefiales (por ejemplo, CRKL, JAK2, STAT5) en un sujeto indica que el sujeto esta con la
terapia correcta a la dosis correcta. En ciertos casos, mas de aproximadamente un 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %,
86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o un 100 % de inhibicion de
la activacion (por ejemplo, fosforilacion) de uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, 0 mas niveles de proteina de fusion
oncogénica (por ejemplo, BCR-ABL) y/o niveles de componente de ruta de transduccion de sefiales (por ejemplo,
CRKL, JAK2, STATS5) en un sujeto indica que el sujeto esta con la terapia de farmaco anticancer correcta con la
dosis correcta. En algunas realizaciones, el porcentaje de inhibicién de los niveles de activacion de la proteina de
fusién oncogénica y/o molécula de transduccion de sefiales se pueden determinar calculando una proporcion de los
niveles de proteina de fusion oncogénica activada con respecto al total (por ejemplo, una proporcién de los niveles
de proteina BCR-ABL fosfo/total) y/o una proporcion de los niveles de componentes de la ruta de transduccion de
sefiales de activada con respecto al total (por ejemplo, una proporcidon de los niveles de proteina CRKL, JAK2, o
STATS fosfo/total), opcionalmente con respecto a los niveles de una o mas proteinas de control (por ejemplo, BCR
de longitud completa y/o ABL para BCR-ABL), y a continuacién comparando la proporcion de fosfo/total con respecto
a una proporcion de la misma calculada para el sujeto en un momento anterior (por ejemplo, en un momento anterior
a la vez que se esta con la terapia con el farmaco anticancer o en un momento en el tiempo antes de la terapia con
el farmaco anticancer).

En otros aspectos de los métodos que se describen en el presente documento para optimizar la terapia, la activacion

de una ruta de transduccién de sefiales alternativa indica una necesidad de cambiar o ajustar el ciclo de terapia
actual (por ejemplo, cambiar a un farmaco anticancer diferente). Como un ejemplo no limitante, en los casos en los
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que el sujeto se encuentra en terapia con Gleevec®, la activacion (por ejemplo, fosforilacion) de una ruta de

transduccién de sefiales alternativa tal como Src indica una necesidad de cambiar la terapia del sujeto por Sprycel®
. ®

o Tasigna".

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para seleccionar un farmaco anticancer adecuado
para el tratamiento de un cancer, método que comprende:

(a) aislar las células de un cancer después de la administracion de un farmaco anticancer, o antes de la
incubacion con un farmaco anticancer;

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) determinar un nivel de expresion y/o activacion (por ejemplo, fosforilacién) de una proteina de fusion
oncogénica en el extracto celular usando un ensayo descrito en el presente documento; y

(d) determinar si el farmaco anticancer es adecuado o inadecuado para el tratamiento del cancer mediante la
comparacion del nivel de expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusién oncogénica con un perfil
de expresion y/o activacion de referencia generado en ausencia del farmaco anticancer.

En una realizacién preferente, el método para seleccionar un farmaco anticancer adecuado para el tratamiento de un
cancer comprende:

(a) aislar las células de un cancer después de la administraciéon de un farmaco anticAncer, o antes de la
incubacién con un farmaco anticancer;

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) determinar un nivel de expresion y/o activaciéon (por ejemplo, fosforilacién) de una proteina de fusion
oncogénica en el extracto celular usando un ensayo que comprende una serie de dilucion de anticuerpos de
captura especifico para la proteina de fusidon oncogénica, en el que los anticuerpos de captura estan sujetos en
un soporte solido;

(d) comparar el nivel de expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusion oncogénica con un perfil de
expresion y/o activacion de referencia generado en ausencia del farmaco anticancer; y

(e) indicar que el farmaco anticancer es adecuado para el tratamiento del cancer cuando cambia el nivel de
expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusion oncogénica (por ejemplo, disminuye
sustancialmente) en comparacion con el perfil de expresién y/o activacion de referencia.

En algunas realizaciones, los métodos de la presente invencién pueden ser (tiles para ayudar o asistir en la
seleccién de un farmaco anticancer adecuado para el tratamiento de un cancer tal como, por ejemplo, una neoplasia
hematoldgica. En otras realizaciones, los métodos de la presente invencidon pueden ser Utiles para mejorar la
seleccién de un farmaco anticancer adecuado para el tratamiento de un cancer tal como, por ejemplo, una neoplasia
hematolégica. En ciertas realizaciones, el método comprende adicionalmente o como alternativa la etapa de indicar
qgue el farmaco anticancer es inadecuado para el tratamiento del cancer cuando el nivel de expresion y/o de
activacion detectado para la proteina de fusién oncogénica no cambia (por ejemplo, no disminuye sustancialmente)
en comparacioén con el perfil de expresion y/o activacion de referencia. En otras realizaciones, se detecta una o mas
moléculas de transduccion de sefiales presentes en el extracto celular ademas de una o mas proteinas de fusién
oncogeénicas, y se determina que el farmaco anticancer es adecuado o inadecuado basandose en este "perfil
molecular".

En otro aspecto mas, la presente invencion proporciona un método para identificar la respuesta de un céancer al
tratamiento con un farmaco anticancer, método que comprende:

(a) aislar las células de un cancer después de la administraciéon de un farmaco anticancer, o antes de la
incubacion con un farmaco anticancer;

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) determinar un nivel de expresion y/o activacion (por ejemplo, fosforilacion) de una proteina de fusion
oncogénica en el extracto celular usando un ensayo descrito en el presente documento; y

(d) identificar el cancer como que responde o no responde al tratamiento con el farmaco anticancer mediante la
comparacion del nivel de expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusién oncogénica con un perfil
de expresion y/o activacion de referencia generado en ausencia del farmaco anticancer.

En una realizacion preferente, el método para identificar la respuesta de un cancer al tratamiento con un farmaco
anticancer comprende:

(a) aislar las células de un cancer después de la administracién de un farmaco anticancer, o antes de la
incubacién con un farmaco anticancer;

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) determinar un nivel de expresion y/o activaciéon (por ejemplo, fosforilacién) de una proteina de fusion
oncogénica en el extracto celular usando un ensayo que comprende una serie de dilucién de anticuerpos de
captura especifico para la proteina de fusidon oncogénica, en el que los anticuerpos de captura estan sujetos en
un soporte solido;
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(d) comparar el nivel de expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusion oncogénica con un perfil de
expresion y/o activacién de referencia generado en ausencia del farmaco anticancer; y

(e) indicar que el cancer responde al tratamiento con el farmaco anticancer cuando cambia el nivel de expresion
y/o de activacion detectado para la proteina de fusidén oncogénica (por ejemplo, disminuye sustancialmente) en
comparacion con el perfil de expresion y/o activacion de referencia.

En algunas realizaciones, los métodos de la presente invencién pueden ser (tiles para ayudar o asistir en la
identificacion de la respuesta de un cancer tal como, por ejemplo, una neoplasia hematolégica, para su tratamiento
con un farmaco anticancer. En otras realizaciones, los métodos de la presente invencién pueden ser Utiles para
mejorar la identificacion de la respuesta de un cancer tal como, por ejemplo, una neoplasia hematoldgica, para su
tratamiento con un farmaco anticancer. En ciertas realizaciones, el método comprende adicionalmente o como
alternativa la etapa de indicar que el cancer no responde al tratamiento con el fArmaco anticancer cuando el nivel de
expresion y/o de activacion detectado para la proteina de fusion oncogénica no cambia (por ejemplo, no disminuye
sustancialmente) en comparacién con el perfil de expresion y/o activacion de referencia. En otras realizaciones, se
detecta una 0 mas moléculas de transduccién de sefiales presentes en el extracto celular ademéas de una o mas
proteinas de fusidn oncogénicas, y se identifica que el cancer responde o no responde al tratamiento basandose en
este "perfil molecular".

Ademas en otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para predecir la respuesta de un sujeto que
tiene cancer al tratamiento con un farmaco anticancer, método que comprende:

(a) aislar las células de un cancer después de la administraciéon de un farmaco anticancer, o antes de la
incubacién con un farmaco anticancer;

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) determinar un nivel de expresion y/o activacion (por ejemplo, fosforilacion) de una proteina de fusion
oncogénica en el extracto celular usando un ensayo descrito en el presente documento; y

(d) predecir la probabilidad de que el sujeto responda al tratamiento con el farmaco anticancer mediante la
comparacion del nivel de expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusién oncogénica con un perfil
de expresion y/o activacion de referencia generado en ausencia del farmaco anticancer.

En una realizacion preferente, el método para predecir la respuesta de un sujeto que tiene cancer al tratamiento con
un farmaco anticancer comprende:

(a) aislar las células de un cancer después de la administracion de un farmaco anticancer, o antes de la
incubacién con un farmaco anticancer;

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) determinar un nivel de expresion y/o activaciéon (por ejemplo, fosforilacién) de una proteina de fusion
oncogénica en el extracto celular usando un ensayo que comprende una serie de dilucién de anticuerpos de
captura especifico para la proteina de fusién oncogénica, en el que los anticuerpos de captura estan sujetos en
un soporte solido;

(d) comparar el nivel de expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusion oncogénica con un perfil de
expresion y/o activacién de referencia generado en ausencia del farmaco anticancer; y

(e) indicar que el sujeto probablemente respondera al tratamiento con el farmaco anticancer cuando el nivel de
expresion y/o de activacion detectado para la proteina de fusiébn oncogénica cambia (por ejemplo, disminuye
sustancialmente) en comparacion con el perfil de expresién y/o activacion de referencia.

En algunas realizaciones, los métodos de la presente invencién pueden ser Utiles para ayudar o asistir en la
prediccion de la probabilidad de que un sujeto responda al tratamiento con un farmaco anticancer para un cancer tal
como, por ejemplo, una neoplasia hematoldgica. En otras realizaciones, los métodos de la presente invencion
pueden ser Utiles para mejorar la prediccion de la probabilidad de que un sujeto responda al tratamiento con un
farmaco anticancer para un cancer tal como, por ejemplo, una neoplasia hematoldgica. En ciertas realizaciones, el
método comprende adicionalmente o como alternativa la etapa de indicar que el sujeto probablemente no
respondera al tratamiento con el farmaco anticancer cuando el nivel de expresion y/o de activacion detectado para la
proteina de fusién oncogénica no cambia (por ejemplo, no disminuye sustancialmente) en comparacién con el perfil
de expresion y/o activacion de referencia. En otras realizaciones, se detecta una o mas moléculas de transduccion
de sefiales presentes en el extracto celular ademas de una o mas proteinas de fusién oncogénicas, y la probabilidad
de que el sujeto responda al tratamiento se predice basandose en este "perfil molecular".

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un método para determinar si un sujeto que tiene cancer
es resistente al tratamiento con un farmaco anticancer, método que comprende:

(a) aislar las células de un cancer después de la administraciéon de un farmaco anticAncer, o antes de la
incubacién con un farmaco anticancer;

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) determinar un nivel de expresion y/o activacion (por ejemplo, fosforilacion) de una proteina de fusion
oncogénica en el extracto celular usando un ensayo descrito en el presente documento; y
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(d) determinar si el sujeto es resistente o sensible al tratamiento con el farmaco anticancer mediante la
comparacion del nivel de expresién y/o activacion detectado para la proteina de fusién oncogénica con un perfil
de expresion y/o activacion de referencia generado en ausencia del farmaco anticancer o en presencia del
farmaco anticancer en un momento anterior.

En una realizacion preferente, el método para determinar si un sujeto que tiene cancer es resistente al tratamiento
con un farmaco anticancer comprende:

(a) aislar las células de un cancer después de la administracion de un farmaco anticancer, o antes de la
incubacién con un farmaco anticancer;

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) determinar un nivel de expresion y/o activaciéon (por ejemplo, fosforilacién) de una proteina de fusion
oncogénica en el extracto celular usando un ensayo que comprende una serie de dilucién de anticuerpos de
captura especifico para la proteina de fusién oncogénica, en el que los anticuerpos de captura estan sujetos en
un soporte solido;

(d) comparar el nivel de expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusion oncogénica con un perfil de
expresion y/o activacién de referencia generado en ausencia del farmaco anticancer o en presencia del farmaco
anticancer en un momento anterior; y

(e) indicar que el sujeto es resistente al tratamiento con el farmaco anticancer cuando el nivel de expresion y/o de
activacion detectado para la proteina de fusion oncogénica no cambia (por ejemplo, no disminuye
sustancialmente) en comparacion con el perfil de expresién y/o activacion de referencia.

En algunas realizaciones, los métodos de la presente invencién pueden ser Utiles para ayudar o asistir en la
identificacion de un sujeto que tiene cancer que es resistente al tratamiento con un farmaco anticancer o en la
determinacioén de si un sujeto que tiene cancer es resistente al tratamiento con un farmaco anticancer, en los que el
sujeto tiene un cancer tal como, por ejemplo, una neoplasia hematologica. En otras realizaciones, los métodos de la
presente invencién pueden ser Utiles para mejorar la identificacion de un sujeto que tiene cancer que es resistente al
tratamiento con un farmaco anticancer o para la determinacion de si un sujeto que tiene cancer es resistente al
tratamiento con un farmaco anticancer, en los que el sujeto tiene un cancer tal como, por ejemplo, una neoplasia
hematolégica.

En ciertas realizaciones, el método comprende adicionalmente o como alternativa la etapa de indicar que el sujeto
responde al tratamiento con el farmaco anticancer cuando el nivel de expresion y/o activaciéon (por ejemplo,
fosforilacion) detectado para la proteina de fusidbn oncogénica cambia (por ejemplo, disminuye sustancialmente) en
comparacion con el perfil de expresion o activacién de referencia. Los ejemplos no limitantes de las razones por las
gue un sujeto que tiene cancer podria ser resistente al tratamiento con un farmaco anticancer incluyen la presencia
de una 0 mas mutaciones en la proteina de fusién oncogénica de interés (por ejemplo, BCR-ABL), no cumplimiento
del régimen terapéutico, y/o administracion de una dosis de farmaco suboptima. Con respecto a una dosis de
farmaco suboptima del farmaco anticancer, el método puede comprender adicionalmente la etapa de aumentar la
dosis siguiente o posterior del farmaco anticancer administrado al sujeto. En otras realizaciones, se detecta una o
mas moléculas de transduccion de sefiales presentes en el extracto celular ademas de una o mas proteinas de
fusion oncogénicas, y se identifica al sujeto como resistente o sensible al tratamiento basandose en este "perfil
molecular".

En realizaciones en particular, el nivel de expresion (por ejemplo, total) y/o nivel de activaciéon (por ejemplo,
fosforilacion) de la proteina de fusién oncogénica o molécula de transduccion de sefiales se considera que "cambia”
en presencia de un farmaco anticAncer cuando esta mas o menos expresado o activado en al menos
aproximadamente un 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %,
80 %, 85 %, 90 %, o un 95 % que en ausencia del farmaco anticancer. En una realizacion, se considera que el nivel
de expresion (por ejemplo, total) y/o nivel de activacion (por ejemplo, fosforilacion) de la proteina de fusion
oncogénica o molécula de transduccién de sefiales "disminuye sustancialmente" en presencia de un farmaco
anticancer cuando esta en al menos aproximadamente un 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
0 un 95 % menos expresado o0 activado que en ausencia del farmaco anticancer. En otras realizaciones, se
considera que el nivel de expresién (por ejemplo, total) y/o nivel de activacién (por ejemplo, fosforilacion) de la
proteina de fusién oncogénica o molécula de transduccion de sefiales "disminuye sustancialmente" en presencia de
un farmaco anticancer (1) cuando hay un cambio de expresion y/o activacion elevado o fuerte de la proteina de
fusion oncogénica o molécula de transduccion de sefiales sin el farmaco anticancer a una expresion y/o activacion
media, débil, baja, o muy débil de la proteina de fusién oncogénica o molécula de transduccion de sefiales con el
farmaco anticancer, o (2) cuando hay un cambio de expresion y/o activacion medio de la proteina de fusion
oncogénica o molécula de transduccién de sefiales sin el farmaco anticancer a una expresién y/o activacion débil,
baja, o muy débil de la proteina de fusiébn oncogénica o molécula de transduccion de sefiales con el farmaco
anticancer.

En algunas realizaciones, el nivel de expresion y/o nivel de activacion de la proteina de fusién oncogénica o

molécula de transduccion de sefiales se expresa como un valor de unidad de fluorescencia relativa (RFU) que
corresponde a la intensidad de la sefial para un analito de interés en particular que se determina usando, por
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ejemplo, un ensayo de proximidad tal como el Inmunoensayo de Proximidad Colaborativa (COPIA) que se describe
en el presente documento. En otras realizaciones, el nivel de expresién y/o nivel de activacién de la proteina de
fusién oncogénica o molécula de transduccion de sefiales se expresa como "-", "+", "+", "++" "+++" 0 "++++" que
corresponde al aumento de la intensidad de la sefial para un analito de interés en particular que se determina
usando, por ejemplo, un ensayo de proximidad tal como COPIA. En algunos casos, un nivel de expresion o
activacion indetectable o minimamente detectable de la expresion o activacion de un analito de interés en particular
que se determina usando, por ejemplo, un ensayo de proximidad tal como COPIA, se puede expresar como "-" 0 "£".
En otros casos, un nivel bajo de expresion o activacion de un analito de interés en particular que se determina
usando, por ejemplo, un ensayo de proximidad tal como COPIA, se puede expresar como "+". Ademas en otros
casos, un nivel moderado de expresion o activacion de un analito de interés en particular que se determina usando,
por ejemplo, un ensayo de proximidad tal como COPIA, se puede expresar como "++". Aln en otros casos mas, un
nivel elevado de expresion o activacion de un analito de interés en particular que se determina usando, por ejemplo,
un ensayo de proximidad tal como COPIA, se puede expresar como "+++". En casos adicionales, un nivel muy
elevado de expresion o activacion de un analito de interés en particular que se determina usando, por ejemplo, un
ensayo de proximidad tal como COPIA, se puede expresar como "++++".

Ademas en otras realizaciones, el nivel de expresion y/o nivel de activacion de la proteina de fusién oncogénica o
molécula de transduccién de sefales se cuantifica calibrando o normalizando el valor de RFU que se determina
usando, por ejemplo, un ensayo de proximidad tal como COPIA, frente a una curva patron generada para el analito
de interés en particular. En ciertos casos, un valor de unidades de célculo (CU) se puede calcular basandose en la
curva patrén. En otros casos, el valor de CU se puede expresar como"-", "+", "+" "++" "+++" 0 "++++" de acuerdo
con la descripcion mencionada anteriormente para intensidad de la sefial.

En ciertas realizaciones, el nivel de expresién o activacién de un analito de interés en particular, cuando se expresa
como "-", "£", "+" "++", "+++") 0 "++++", puede corresponder a un nivel de expresién o activacion que es al menos
aproximadamente 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 45,5, 5,5, 6,65, 7,75, 8, 85,9, 9,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, o
100 veces mas elevado o mas bajo (por ejemplo, aproximadamente 1,5-3, 2-3, 2-4, 2-5, 2-10, 2-20, 2-50, 3-5, 3-10,
3-20, 3-50, 4-5, 4-10, 4-20, 4-50, 5-10, 5-15, 5-20, o0 5-50 veces mas elevado o mas bajo) que un nivel de expresion
o nivel de activacion de referencia, por ejemplo, cuando se compara con un control negativo tal como un control de
IgG, cuando se compara con una curva patron generada por el analito de interés, cuando se compara con un control
positivo tal como un control de pan-CK, cuando se compara con un nivel de expresién o activacion determinado en
presencia de un farmaco anticancer, y/o cuando se compara con un nivel de expresion o activacion determinado en
ausencia de un farmaco anticancer. En algunos casos, la correlacion es especifica del analito. Como un ejemplo no
limitante, un nivel de expresién o activacion "+" determinado usando, por ejemplo, un ensayo de proximidad tal como
COPIA, debe corresponder a un aumento de 2 veces de la expresion o activacion para un analito y un aumento de 5
veces para otro analito cuando se compara con un nivel de expresion o activacion de referencia.

En realizaciones en particular, los niveles de proteina de fusion oncogénica (por ejemplo, BCR-ABL) o molécula de
transduccion de sefiales tanto total como activada (por ejemplo, fosforilada) se miden en el extracto celular de
acuerdo con los ensayos basados en anticuerpo de la presente invencién y se puede calcular una proporcién de los
niveles de proteina de fusidon oncogénica activada con respecto al total (por ejemplo, una proporcion de los niveles
de proteina BCR-ABL fosfo/total) o una proporcién de los niveles de molécula de transduccion de sefales activada
con respecto a la total (por ejemplo, una proporcion de los niveles de proteina CRKL, JAK2, o STATS5 fosfo/total) y a
continuacion se pueden comparar con una proporcion de la misma calculada basandose en los perfiles de expresion
y activacion de referencia generados en ausencia del farmaco anticancer.

En algunas realizaciones, el nivel de expresion o activacion de referencia de la proteina de fusién oncogénica o
molécula de transduccion de sefiales determinado en la etapa (c) se obtiene a partir de una célula normal tal como
una célula no cancerosa de un individuo sano que no tiene un cancer tal como una neoplasia hematoldgica. En otras
determinadas realizaciones, el nivel de expresién o activacién de referencia de la proteina de fusiébn oncogénica o
molécula de transduccion de sefiales determinado en la etapa (c) se obtiene a partir de una célula tumoral de una
muestra (por ejemplo, extracto celular) de un paciente con un cancer tal como leucemia o linfoma.

En algunas realizaciones, el nivel de expresion o activacion de referencia de la proteina de fusién oncogénica o
molécula de transduccién de sefiales determinado en la etapa (c) se obtiene a partir de una célula (por ejemplo, una
célula tumoral obtenida a partir de una muestra del paciente) que no esta tratado con el farmaco anticancer. En
realizaciones en particular, la célula que no esta tratada con el farmaco anticancer se obtiene a partir de la misma
muestra que la célula aislada (por ejemplo, una célula de ensayo a examinar) usada para producir el extracto celular.
En ciertos casos, la presencia de un nivel mas bajo de expresion o activacion de la proteina de fusiéon oncogénica o
molécula de transduccién de sefiales en comparacién con el nivel de expresién o activacion de referencia indica que
el farmaco anticancer es adecuado para el tratamiento del cancer (por ejemplo, el tumor presenta un aumento de la
probabilidad de respuesta al el farmaco anticancer). En otros casos determinados, la presencia de un nivel idéntico,
similar, o mas elevado de expresion o activacion de la proteina de fusién oncogénica o molécula de transduccion de
sefiales en comparacién con el nivel de expresién o activacion de referencia indica que el farmaco anticancer es
inadecuado para el tratamiento del cancer (por ejemplo, el tumor presenta una disminucion de la probabilidad de
respuesta al farmaco anticancer).
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En realizaciones alternativas, el nivel de expresion o activacién de referencia de la proteina de fusion oncogénica o
molécula de transduccion de sefiales determinado en la etapa (c) se obtiene a partir de una célula que sensible al
farmaco anticancer que se trata con el farmaco anticancer. En las realizaciones de este tipo, la presencia de un nivel
idéntico, similar o mas bajo de expresion o activacion de la proteina de fusion oncogénica o molécula de
transduccion de sefiales en comparacién con el nivel de expresion o activacion de referencia indica que el farmaco
anticancer es adecuado para el tratamiento del cancer (por ejemplo, el tumor presenta un aumento de la
probabilidad de respuesta al farmaco anticancer). En otras ciertas realizaciones alternativas, el nivel de expresién o
activacion de referencia de la proteina de fusion oncogénica o molécula de transduccién de sefiales determinado en
la etapa (c) se obtiene a partir de una célula resistente al farmaco anticancer que se trata con el farmaco anticancer.
En las realizaciones de este tipo, la presencia de un nivel idéntico, similar, 0 mas elevado de expresion o activacion
de la proteina de fusiobn oncogénica o molécula de transduccion de sefiales en comparacion con el nivel de
expresion o activacion de referencia indica que el farmaco anticancer es inadecuado para el tratamiento del cancer
(por ejemplo, el tumor presenta una disminucién de la probabilidad de respuesta al farmaco anticancer).

En ciertas realizaciones, se considera que un nivel mas elevado de expresién o activacion de la proteina de fusion
oncogénica o molécula de transduccion de sefiales determinado en la etapa (c) esta presente en un extracto celular
cuando el nivel de expresion o activacion es al menos aproximadamente 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7,
7,5, 8,8,5,9,9,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, o 100 veces mas elevado (por ejemplo, aproximadamente 1,5-3,
2-3, 2-4, 2-5, 2-10, 2-20, 2-50, 3-5, 3-10, 3-20, 3-50, 4-5, 4-10, 4-20, 4-50, 5-10, 5-15, 5-20, o 5-50 veces mas
elevado) que el nivel de expresion o activacion de referencia del analito correspondiente en una célula (por ejemplo,
una célula cancerosa obtenida a partir de una muestra del paciente) no tratado con el farmaco anticancer, en una
célula que responde al farmaco anticancer tratada con el farmaco anticancer, o en una célula resistente al farmaco
anticancer tratada con el farmaco anticancer.

En otras realizaciones, se considera que un nivel mas bajo de expresion o activacién de la proteina de fusion
oncogénica o0 molécula de transduccion de sefiales determinado en la etapa (c) esta presente en un extracto celular
cuando el nivel de expresion o activacion es al menos aproximadamente 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7,
7,5,8,8,5,9, 9,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 0 100 veces mas bajo (por ejemplo, aproximadamente 1,5-3, 2-
3, 2-4, 2-5, 2-10, 2-20, 2-50, 3-5, 3-10, 3-20, 3-50, 4-5, 4-10, 4-20, 4-50, 5-10, 5-15, 5-20, o 5-50 veces mas bajo)
que el nivel de expresion o activacion de referencia del analito correspondiente en una célula (por ejemplo, una
célula cancerosa obtenida a partir de una muestra del paciente) no tratado con el farmaco anticancer, en una célula
que responde al farmaco anticancer tratada con el farmaco anticancer, o en una célula resistente al farmaco
anticancer tratada con el farmaco anticancer.

A. Matrices de anticuerpo

En un aspecto, la presente invencion proporciona una matriz que tiene un intervalo dindmico superior que
comprende una pluralidad de series de dilucion de anticuerpos de captura especificos para uno o mas analitos en un
extracto celular, en la que los anticuerpos de captura estan sujetos en un soporte sélido.

En algunas realizaciones, el extracto celular se prepara a partir de una muestra de sangre completa, orina, esputo,
fluido de lavado bronquial, lagrimas, aspiracién a través del pezdn, linfa, saliva, y/o aspiracién con aguja fina (FNA).
Como un ejemplo no limitante, primero se separa una muestra de sangre completa en una fraccion de plasma o
suero y una fraccion celular (es decir, sedimento celular). La fraccién celular por lo general contiene glébulos rojos,
glébulos blancos (leucocitos), y/o células en circulacion de un tumor sdlido tales como células tumorales en
circulacion (CTC), células endoteliales en circulacién endoteliales en circulacion (CEC), células precursoras
endoteliales en circulacién (CEPC), células madre cancerosas (CSC), y combinaciones de las mismas. Las células
aisladas presentes en la fraccion celular se pueden lisar para transformar de ese modo las células aisladas en un
extracto celular mediante cualquier técnica conocida en la técnica.

En algunos casos, el extracto celular comprende un extracto de células en circulacion de un tumor sélido. Las
células en circulacion por lo general se aislan de una muestra del paciente usando uno o mas métodos de
separacion que incluyen, por ejemplo, separaciéon inmunomagnética (véase, por ejemplo, Racila et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 95: 4589-4594 (1998); Bilkenroth et al., Int. J. Cancer, 92: 577-582 (2001)), separacion microfluida
(véase, por ejemplo, Mohamed et al., IEEE Trans. Nanobiosci., 3: 251-256 (2004); Lin et al., Resumen con n.° 5147,
97th AACR Annual Meeting, Washington, D.C. (2006)), FACS (véase, por ejemplo, Mancuso et al., Blood, 97: 3658-
3661 (2001)), centrifugacion en gradiente de densidad (véase, por ejemplo, Baker et al., Clin. Cancer Res., 13: 4865-
4871 (2003)), y métodos de supresion (véase, por ejemplo, Meye et al., Int. J. Oncol., 21: 521-530 (2002)).

En otros casos, el extracto celular comprende un extracto de leucocitos tales como granulocitos (leucocitos
polimorfonucleares), que incluyen, por ejemplo, neutréfilos, baséfilos, y eosindfilos; agranulocitos (leucocitos
mononucleares), que incluyen, por ejemplo, células mononucleares de sangre periférica tales como linfocitos y
monocitos, y macréfagos; y mezclas de los mismos. Los leucocitos se pueden aislar a partir de sangre completa
usando cualquier método de separacién conocido en la técnica, incluyendo, por ejemplo, centrifugacion en gradiente
de densidad Ficoll-HyPaque, lisis hipoténica de glébulos rojos, y el uso de medios de gradiente de densidad tales
como Lymphoprep™ y Polymorphprep™ (Axis-Shield; Oslo, Noruega).
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En ciertas realizaciones, los leucocitos aislados, células en circulacion, u otras células (por ejemplo, células
obtenidas a partir de un tumor sélido a través de aspiracion con aguja fina) se pueden estimular in vitro con uno o
mas factores de crecimiento antes, durante, y/o después de la incubacién con uno o méas farmacos anticancer de
interés. Los factores de crecimiento estimulatorios incluyen, pero no se limitan a, factor de crecimiento epidérmico
(EGF), herregulina (HRG), TGF-a, PIGF, angiopoyetina (Ang), NRG1, PGF, TNF-a, VEGF, PDGF, IGF, FGF, HGF,
citoquinas, y similares. En otros casos, las células aisladas se pueden lisar, por ejemplo, después de tratamiento de
estimulacion con factor de crecimiento y/o farmaco anticancer, para producir el extracto celular (por ejemplo, lisado
celular) usando cualquier técnica conocida en la técnica. Preferentemente, la lisis celular se inicia entre
aproximadamente 1-360 minutos después de la estimulacion con factor de crecimiento, y mas preferentemente a dos
intervalos de tiempo diferentes: (1) a aproximadamente 1-5 minutos después de la estimulacion con factor de
crecimiento; y (2) entre aproximadamente 30-180 minutos después de la estimulacion con factor de crecimiento.
Como alternativa, el lisado celular se puede almacenar a -80 °C hasta su uso. Los protocolos para el aislamiento,
estimulacién y lisis de células en circulacion se describen en el documento de Publicacién de PCT con n.° WO
2008/036802. Los protocolos para la preparacion de extractos de células tumorales a partir de tejido, biopsia, o
cultivos primarios se describen en el documento de Publicacién de PCT con n.° WO 2009/108637.

En ciertas realizaciones, el farmaco anticancer comprende un agente antisefializacion (es decir, un farmaco
citostatico) tal como un anticuerpo monoclonal o un inhibidor de tirosina quinasa; un agente antiproliferativo; un
agente quimioterapéutico (es decir, un farmaco citotdxico); un agente terapéutico hormonal; un agente
radioterapéutico; una vacuna; y/o cualquier otro compuesto por la capacidad para reducir o anular el crecimiento
descontrolado de células andmalas tales como células cancerosas. En algunas realizaciones, las células aisladas se
tratan con uno o mas agentes antisefalizacion, agentes anti-proliferativos, y/o agentes terapéuticos hormonales en
combinacién con al menos un agente quimioterapéutico.

Los ejemplos de agentes antisefalizacion incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos monoclonales tales como
trastuzumab (Herceptin®), alemtuzumab (Campath®), bevacizumab (Avastin®), cetuximab (Erbitux®), gemtuzumab
(Mylotarg®), panitumumab (Vectibix™), rituximab (Rituxan®), y tositumomab (BEXXAR®); inhibidores de tirosina
quinasa tales como mesilato de imatinib (Gleevec®), nilotinib (Tasigna®), dasatinib (Sprycel®), bosutinib (SKI-606),
gefitinib (Iressa®), sunitinib (Sutent®), erlotinib (Tarceva®), lapatinib (GW-572016; Tykerb®), canertinib (Cl 1033),
semaxinib (SU5416), vatalanib (PTK787/2ZK222584), sorafenib (BAY 43-9006; Nexavar®), leflunomida (SU101), y
que vandetanib (ZACTIMA™; ZD6474); y combinaciones de los mismos.

Los agentes anti-proliferativos a modo de ejemplo incluyen inhibidores de mTOR tales como sirolimus (rapamicina),
temsirolimus (CCI-779), y everolimus (RADOO1); inhibidores de Akt tales como 1L6-hidroximetil-quiro-inositol-2-(R)-2-
O-metil-3-O-octadecil-sn-glicerocarbonato, acetato de 9-metoxi-2-metilelipticinio, 1,3-dihidro-1-(1-((4-(6-fenil-1H-
imidazo[4,5-g]quinoxalin-7-il)fenil)metil)-4-piperidinil)-2H-benzoimidazol-2-ona, 10-(4’-(N-dietilamino)butil)-2-
clorofenoxazina, 3-formilcromona tiosemicarbazona (complejo de Cu(ll)Clz), API-2, un péptido 15-mer obtenido a
partir de los aminoacidos 10-24 del proto-oncogén TCL1 (Hiromura et al., J. Biol. Chem., 279: 53407-53418 (2004),
KP372-1, y los compuestos que se describen en Kozikowski et al., J. Am. Chem. Soc, 125: 1144-1145 (2003) y Kau
et al., Cancer Cell, 4: 463-476 (2003); y combinaciones de los mismos.

Los ejemplos no limitantes de agentes quimioterapéuticos incluyen farmacos a base de platino (por ejemplo,
oxaliplatino, cisplatino, carboplatino, espiroplatino, iproplatino, satraplatino, etc), agentes alquilantes (por ejemplo,
ciclofosfamida, ifosfamida, clorambucilo, busulfano, melfalano, mecloretamina, uramustina, tiotepa, nitrosoureas,
etc), antimetabolitos (por ejemplo, 5-fluorouracilo, azatioprina, 6-mercaptoporina, metotrexato, leucovorina,
capecitabina, citarabina, floxuridina, fludarabina, gemcitabina (Gemzar®), pemetrexed (ALIMTA®), raltitrexed, etc.),
alcaloides de plantas (por ejemplo, vincristina, vinblastina, vinorelbina, vindesina, podofilotoxina, paclitaxel (Taxol®),
docetaxel (Taxotere®), etc), inhibidores de la topoisomerasa (por ejemplo, irinotecan, topotecan, amsacrina,
etopodsido (VP16), fosfato de etopdsido, tenipdsido, etc), antibidticos antitumorales (por ejemplo, doxorrubicina,
adriamicina, daunorubicina, epirrubicina, actinomicina, bleomicina, mitomicina, mitoxantrona, plicamicina, etc), sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos, esterecisomeros de los mismos, derivados de los mismos, analogos
de los mismos, y combinaciones de los mismos.

Los ejemplos de agentes terapéuticos hormonales incluyen, pero no se limitan a, inhibidores de aromatasa (por
ejemplo, aminoglutetimida, anastrozol (Arimidex®), letrozol (Femara®), vorozol, exemestano (Aromasin®), 4-
androsteno-3,6,17-triona (6-OX0), 1,4,6-androstatrien-3,17-diona (ATD), formestano (Lentaron®), etc), moduladores
selectivos de receptor de estrogenos (por ejemplo, bazedoxifeno, clomifeno, fulvestrant, lasofoxifeno, raloxifeno,
tamoxifeno, toremifeno, etc), esteroides (por ejemplo, dexametasona), finasterida, y agonistas de hormona liberadora
de gonadotropina (GnRH) tales como goserelina, sales farmacéuticamente aceptables de los mismos,
estereoisomeros de los mismos, derivados de los mismos, analogos de los mismos, y combinaciones de los mismos

Los ejemplos no limitantes de vacunas para el cancer incluyen ANYARA de Active Biotech, DCVax-LB de Northwest
Biotherapeutics, EP-2101 de IDM Pharma, GV1001 de Pharmexa, 10-2055 de Idera Pharmaceuticals, INGN 225 de
Introgen Therapeutics y Stimuvax de Biomira/Merck.

Los ejemplos de agentes radioterapéuticos incluyen, pero no se limitan a, radiontclidos tales como *’Sc, ®*cu, ¢’Cu,
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BQSI’, SGY, 87Y, QOY, 105Rh, lllAg, 111|n' 117mSn, 149Pm, 153Sm, 166HO, 177LU, 186Re, 188Re, 211At, y 21ZBi, conjugados
opcionalmente con anticuerpos dirigidos contra antigenos tumorales.

En realizaciones en particular, el uno 0 mas analitos presentes en el extracto celular comprenden una o una
pluralidad de las proteinas de fusiéon oncogénicas, solo 0 en combinacion con una o una pluralidad de moléculas de
transduccion de sefiales. Los ejemplos no limitantes de proteinas de fusién oncogénicas y moléculas de
transduccion de sefiales de interés se han descrito anteriormente.

En algunas realizaciones, cada serie de dilucidon de anticuerpos de captura comprende una serie de concentraciones
decrecientes de anticuerpo de captura. En ciertos casos, los anticuerpos de captura se diluyen en serie al menos 2
veces (por ejemplo, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 500, o 1000 veces) para producir una serie de dilucion que comprende un
namero establecido (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, o mas) de concentraciones decrecientes de
anticuerpo de captura que se aplican puntualmente en la matriz. Preferentemente, al menos 2, 3, 4, 5 o 6 replicados
de cada dilucion de anticuerpo de captura se aplican puntualmente en la matriz.

En otras realizaciones, el soporte sélido comprende vidrio (por ejemplo, un portaobjetos de vidrio), plastico, chips,
pasadores, filtros, perlas, papel, membrana (por ejemplo, nailon, nitrocelulosa, fluoruro de polivinilideno (PVDF),
etc.), haces de fibra, o cualquier otro sustrato adecuado. En una realizacion preferente, los anticuerpos de captura
estan sujetos (por ejemplo, mediante interacciones covalentes o no covalentes) en portaobjetos de vidrio revestidos
con un polimero de nitrocelulosa tal como, por ejemplo, Portaobjetos FAST®, gue estan disponibles en el mercado
en Whatman Inc. (Florham Park, NJ).

Como un ejemplo no limitante, una micromatriz direccionable de la presente invenciéon puede comprender una serie
de dilucion de anticuerpo de captura para determinar el estado de activacion de BCR-ABL en un extracto celular, en
la que el anticuerpo de captura se refiere al dominio de BCR de la proteina de fusién BCR-ABL y los anticuerpos de
deteccién (por ejemplo, los anticuerpos tanto dependientes del estado de activacion como independientes del estado
de activacion) se dirigen al dominio de ABL. En una realizacion alternativa, tanto los anticuerpos de captura como los
independientes del estado de activacion se dirigen al dominio de BCR de la proteina de fusion BCR-ABL y el
anticuerpo dependiente del estado de activacion se refiere al dominio de ABL. Las matrices pueden comprender
adicionalmente una pluralidad de anticuerpos de captura diferentes dirigidos contra proteinas de fusién y/o
moléculas de transduccion de sefiales adicionales en una serie de concentraciones decrecientes (es decir,
diluciones en serie), en las que los anticuerpos de captura se acoplan a la superficie del soporte sélido en diferentes
ubicaciones direccionables.

Un experto en la materia observara que la matriz puede ser cualquier configuracion que permita sefiales discretas
para cada una de las proteinas de fusién oncogénica activadas y/o moléculas de transduccién de sefiales a detectar.
Por ejemplo, la matriz puede ser una linea o una rejilla de regiones distintas (por ejemplo, puntos o aplicaciones
puntuales) en la superficie del soporte, en la que cada regién contiene un anticuerpo de captura o agente de captura
diferente (es decir, para unir la etiqueta de captura presente en el anticuerpo de captura). La matriz se puede
configurar para su uso en metros en los que los estados de activacién de una pluralidad de las proteinas de fusion
oncogénicas y/o moléculas de transduccién de sefiales se detectan en un ensayo multiplexado, individual. En
diversas realizaciones, la pluralidad comprende al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, o
mas proteinas de fusién oncogénicas y/o moléculas de transduccién de sefiales. En realizaciones en particular, la
pluralidad comprende la proteina de fusibn BCR-ABL en combinacion con al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, o mas proteinas de fusiébn oncogénicas y/o moléculas de transduccion de sefiales
adicionales.

B. Ensayos de Deteccion Doble de Proximidad

En aspectos en particular, los ensayos de la presente invencion para detectar el estado de activacién de un analito
de interés en particular en un extracto celular de leucocitos u otros tipos de células tales como células en circulacion
de un tumor sélido es un ensayo de proximidad de alto rendimiento, multiplexado (es decir, tres anticuerpos) que
tiene un intervalo dinamico superior.

Como un ejemplo no limitante, en situaciones en las que el analito es una sola proteina (por ejemplo, EGFR), los tres
anticuerpos usados en el ensayo de proximidad pueden comprender: (1) un anticuerpo de captura especifico para el
analito; (2) un anticuerpo de deteccion especifico para una forma activada del analito (es decir, anticuerpo
dependiente del estado de activacion); y (3) un anticuerpo de deteccidn que detecta la cantidad total del analito (es
decir, anticuerpo independiente del estado de activacion). El anticuerpo dependiente del estado de activacion es
capaz de detectar, por ejemplo, la fosforilacion, ubiquitinacion, y/o estado de formacién de complejos del analito. El
anticuerpo independiente del estado de activacion por lo general es capaz de detectar las formas tanto activadas
como no activadas del analito.

Como otro ejemplo no limitante, en situaciones en las que el analito es una proteina de fusion (por ejemplo, BCR-

ABL) que contiene un primer dominio que corresponde a una proteina (por ejemplo, BCR) que esta condensado con
un segundo dominio que corresponde a otra proteina (por ejemplo, ABL), los tres anticuerpos usados en el ensayo
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de proximidad pueden comprender: (1) un anticuerpo de captura especifico para el primer dominio de la proteina de
fusion; (2) un anticuerpo de deteccion especifico para una forma activada del segundo dominio de la proteina de
fusion (es decir, anticuerpo dependiente del estado de activacion); y (3) un anticuerpo de deteccién que detecta la
cantidad total de la proteina de fusién mediante la union de forma especifica al segundo dominio de la proteina de
fusién independientemente de su estado de activacion (es decir, anticuerpo independiente del estado de activacion).
El anticuerpo dependiente del estado de activacion es capaz de detectar, por ejemplo, la fosforilacion, ubiquitinacion,
y/o estado de formaciéon de complejos de la proteina de fusién. El anticuerpo independiente del estado de activacion
por lo general es capaz de detectar las formas tanto activadas como no activadas de la proteina de fusion.

En un aspecto preferente, la presente invencién proporciona un método para realizar un inmunoensayo de alto
rendimiento, multiplexado que tiene un intervalo dinamico superior, método que comprende:

(a) incubar un extracto celular con una o una pluralidad de series de dilucion de anticuerpos de captura
especificos para una o mas proteinas de fusién para formar una pluralidad de proteinas de fusién capturadas, en
el que los anticuerpos de captura estan sujetos en un soporte sélido, en el que cada proteina de fusién
comprende un primer dominio que corresponde a una primera proteina y un segundo dominio que corresponde a
una segunda proteina diferente, y en el que los anticuerpos de captura son especificos para el primer dominio de
las proteinas de fusion;

(b) incubar la pluralidad de proteinas de fusién capturadas con anticuerpos de deteccién especificos para el
segundo dominio de las proteinas de fusion para formar una pluralidad de detectable proteinas de fusién
capturadas, en el que los anticuerpos de deteccion comprenden:

(1) una pluralidad de anticuerpos independientes del estado de activacion etiquetados con un resto facilitador,

y
(2) una pluralidad de anticuerpos dependientes del estado de activacion etiquetados con un primer miembro
de un par de amplificacion de sefiales,

en el que el resto facilitador genera un agente oxidante que se canaliza y reacciona con el primer miembro del
par de amplificaciéon de sefiales;

(c) incubar la pluralidad de detectable proteinas de fusién capturadas con un segundo miembro del par de
amplificacion de sefiales para generar una sefial amplificada; y

(d) detectar la sefial amplificada generada a partir del primer y segundo miembros del par de amplificacién de
sefiales.

En un aspecto alternativo, el método para realizar un inmunoensayo de alto rendimiento, multiplexado que tiene un
intervalo dinamico superior comprende:

(a) incubar un extracto celular con una o una pluralidad de series de dilucion de anticuerpos de captura
especificos para una o mas proteinas de fusién para formar una pluralidad de proteinas de fusiéon capturadas, en
el que los anticuerpos de captura estan sujetos en un soporte sélido, en el que cada proteina de fusién
comprende un primer dominio que corresponde a una primera proteina y un segundo dominio que corresponde a
una segunda proteina diferente, y en el que los anticuerpos de captura son especificos para el primer dominio de
las proteinas de fusion;

(b) incubar la pluralidad de proteinas de fusion capturadas con anticuerpos de deteccion para formar una
pluralidad de detectable proteinas de fusion capturadas, en el que los anticuerpos de deteccion comprenden:

(1) una pluralidad de anticuerpos independientes del estado de activacion etiquetados con un resto facilitador,
en el que los anticuerpos independientes del estado de activacién son especificos para el primer dominio de
las proteinas de fusion, y

(2) una pluralidad de anticuerpos dependientes del estado de activacion etiquetados con un primer miembro
de un par de amplificaciéon de sefiales, en este los anticuerpos dependientes del estado de activacion son
especificos para el segundo dominio de las proteinas de fusion,

en el que el resto facilitador genera un agente oxidante que se canaliza y reacciona con el primer miembro del
par de amplificaciéon de sefiales;

(c) incubar la pluralidad de detectable proteinas de fusién capturadas con un segundo miembro del par de
amplificacion de sefiales para generar una sefial amplificada; y

(d) detectar la sefial amplificada generada a partir del primer y segundo miembros del par de amplificacién de
sefiales.

En otro aspecto alternativo, el método para realizar un inmunoensayo de alto rendimiento, multiplexado que tiene un
intervalo dinamico superior comprende:

(a) incubar un extracto celular con una o una pluralidad de series de dilucion de anticuerpos de captura

especificos para una 0 mas proteinas de fusion para formar una pluralidad de proteinas de fusion capturadas, en
el que los anticuerpos de captura estan sujetos en un soporte sélido, en el que cada proteina de fusién
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comprende un primer dominio que corresponde a una primera proteina y un segundo dominio que corresponde a
una segunda proteina diferente, y en el que los anticuerpos de captura son especificos para el primer dominio de
las proteinas de fusion;

(b) incubar la pluralidad de proteinas de fusion capturadas con anticuerpos de deteccion para formar una
pluralidad de detectable proteinas de fusién capturadas, en el que los anticuerpos de deteccion comprenden:

(1) una pluralidad de anticuerpos independientes del estado de activacion etiquetados con un resto facilitador,
en el que los anticuerpos independientes del estado de activacién son especificos para la secuencia, sitio, 0
punto de fusién entre el primer y segundo dominios de las proteinas de fusion (es decir, anticuerpos de
union), y

(2) una pluralidad de anticuerpos dependientes del estado de activacion etiquetados con un primer miembro
de un par de amplificacion de sefales, en el que los anticuerpos dependientes del estado de activacion son
especificos para el segundo dominio de las proteinas de fusion,

en el que el resto facilitador genera un agente oxidante que se canaliza y reacciona con el primer miembro del
par de amplificacién de sefiales;

(c) incubar la pluralidad de detectable proteinas de fusion capturadas con un segundo miembro del par de
amplificacion de sefiales para generar una sefial amplificada; y

(d) detectar la sefial amplificada generada a partir del primer y segundo miembros del par de amplificacién de
sefales.

En ciertas realizaciones, se detecta una o0 mas moléculas de transduccion de sefiales presentes en el extracto
celular ademas de una o mas proteinas de fusién. Los ejemplos de moléculas de transduccion de sefiales de interés
se han descrito anteriormente e incluyen, pero no se limitan a, tirosina quinasas receptoras, tirosina quinasas no
receptoras, y/o componentes de la cascada de sefializacién de tirosina quinasa. Las moléculas de transduccién de
sefiales se pueden detectar usando los métodos que se describen en el presente documento, excepto porque los
tres anticuerpos (es decir, el anticuerpo de captura y ambos anticuerpos de deteccion) se dirigen contra la misma
proteina, o usando cualquier método conocido por alguien con experiencia en la materia. Ademas, las moléculas de
transduccién de sefiales se pueden detectar usando los ensayos de deteccién individual (es decir, dos anticuerpos)
que se describen en el documento de Publicacion de PCT con n.° WO 2008/036802. En realizaciones en particular,
se detecta una o mas de las moléculas de transduccion de sefiales presentes en el extracto celular en conjunto con
uno o mas proteinas de fusiéon usando los inmunoensayos y matices que se describen en el presente documento.

En algunos casos, el extracto celular se incuba con anticuerpos de captura que ya estan sujetos en un soporte
sélido. En otros casos, el extracto celular se incuba en primer lugar con anticuerpos de captura en solucién y a
continuaciéon se ponen en contacto con un soporte sélido para inmovilizar los analitos capturados, por ejemplo,
mediante etiquetas de captura presentes en los anticuerpos de captura que interacttan con los agentes de captura
unidos al soporte solido.

En algunas realizaciones, los anticuerpos de deteccién se incuban con analitos que estan unidos a los anticuerpos
de captura en solucidon o sujetos en un soporte soélido. En ciertos casos, el extracto celular que comprende una
pluralidad de analitos se incuba en primer lugar con los anticuerpos de deteccién en solucién y a continuacién se
pone en contacto con anticuerpos de captura en solucién o sujetos a un soporte solido. En otros casos
determinados, el extracto celular que comprende una pluralidad de analitos se incuba primer lugar con anticuerpos
de captura y anticuerpos de deteccién en solucién y a continuacion se pone en contacto con un soporte sélido para
inmovilizar los complejos anticuerpo-analito, por ejemplo, mediante etiquetas de captura presentes en los
anticuerpos de captura o los anticuerpos de deteccion que interactdan con los agentes de captura unidos al soporte
sélido. Antes de la etapa de deteccion, los complejos inmovilizados se pueden lavar para retirar anticuerpos que no
formen complejos, los complejos lavados se pueden liberar secuencialmente de la superficie del soporte, y la
canalizacidn de proximidad para cada uno de los analitos que se somete a ensayo se puede detectar mediante un
método adecuado como se describe en el presente documento.

En realizaciones donde la superficie del soporte comprende agentes de captura sujetos en una matriz, la etapa de
incubacién puede comprender poner en contacto el extracto celular que comprende una pluralidad de analitos en
solucién con los anticuerpos de captura y los anticuerpos de deteccion, usando un exceso de los tres anticuerpos
para impulsar la reaccion hasta la finalizacion. En una variacion del método, los complejos anticuerpo-analitos
resultantes se unen a una fase soélida y se lavan para retirar los anticuerpos no unidos. Como se representa en la
Figura 2 del documento de Publicacion de PCT con n.° WO 2008/036802, el anticuerpo 1 de captura puede
comprender la etiqueta 10 de captura. Los complejos estan unidos a una fase sélida 12 a través de un agente 11 de
captura que esta adherido a la fase sélida y se une a la etiqueta de captura, inmovilizando de ese modo el complejo.
El complejo inmovilizado se lava con un tampon adecuado, y a continuacion se libera de la fase solida mediante la
adiciéon de un agente 13 de liberacion. El agente de liberacion puede funcionar mediante cualquier mecanismo que
dé como resultado la liberacion del complejo lavado. En una realizacion, la etiqueta de captura comprende un sitio
escindible que se reconoce y se escinde por parte del agente de liberacion. En otra realizacion, representada en la
Figura 2, el agente de liberacién compite con la etiqueta de captura por la unién al agente de captura. Por ejemplo, el
agente de captura puede ser un primer oligonucleétido que se hibrida con un oligonucleétido parcialmente
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complementario (es decir, la etiqueta de captura) unido al anticuerpo de captura; y el agente de liberacion puede ser
un oligonucledtido que es completamente complementario al agente de captura, que da como resultado un
desplazamiento de hebra y la liberacion del complejo lavado de la fase sélida. Otros ejemplos de etiquetas de
captura/agentes de captura/agentes de liberacion adecuados que se pueden usar incluyen, pero no se limitan a, 2,4-
dinitrofenol (DNP)/anticuerpo anti-DNP/2,4-DNP lisina; T2/anticuerpo anti-T3/T3; ouabaina/anticuerpo anti-
digoxina/digoxina; y destiobiotina/estreptavidina/biotina (véase, por ejemplo, Ishikawa et al., J. Clin. Lab Anal.,
12: 98-107 (1998)).

Después de que el complejo de lavado se libere de la fase sdélida: (1) se pone en contacto con una superficie de
soporte que comprende moléculas de captura sujetas en una matriz que une especificamente etiquetas de captura
en el anticuerpo de captura, o (2) se disocia, y los anticuerpos de deteccién disociados se ponen en contacto con
una superficie de soporte que comprende agentes de captura que unen especificamente etiquetas de captura en los
anticuerpos de deteccion. La Figura 2 del documento de Publicacion de PCT con n.° WO 2008/036802 representa la
realizacién donde el complejo lavado se disocia y los anticuerpos de deteccion disociados se ponen en contacto con
la superficie 14 de soporte. La superficie de soporte comprende una pluralidad de moléculas de captura sujetas a
una matriz "direccionable" o de "cddigo postal". Cada region distinta de la matriz comprende un agente 9 de captura
Unico que une especificamente la etiqueta 8 de captura presente en el anticuerpo 2 de deteccion independiente de
estado de activacién o el anticuerpo 3 dependiente de estado de activacién, sujetando de ese modo y organizando
los anticuerpos de deteccién etiquetados en la matriz. En una realizacion preferente, los agentes de captura y las
etiquetas de captura son oligonucleétidos que se hibridan especificamente entre si. Las matrices direccionables que
comprenden moléculas de captura de oligonucle6tido se conocen bien en la técnica (véase, por ejemplo, Keramas et
al. Lab Chip, 4: 152-158 (2004); Delrio-Lafreniere et al., Diag. Microbiol. Infect. Dis., 48: 23-31 (2004)).

La presencia de los anticuerpos de deteccidon en cada distinta regiéon de la matriz se puede detectar directa o
indirectamente con un resto tal como un resto facilitador o un primer miembro de un par de amplificacion de sefiales.
Algunos ejemplos de restos que se pueden detectar directamente incluyen fluoréforos, croméforos, oro coloidal, latex
coloreado, etc. En una realizacion, ambos restos son independientemente fluoréforos seleccionados. Se puede usar
cualquier par de fluoréforos que proporcione una lectura distinguible mientras se encuentren en proximidad cercana
entre si, tal como, por ejemplo, Cy3/Cy5, Cy5/ficoertrina, y similares. Como alternativa, si se usa una matriz
direccionable de oligonucleotidos, ambos restos pueden ser el mismo fluoréforo suministrado a diferentes cédigos
postales. Se puede usar microscopia confocal laser de barrido para detectar restos de fluoréforo que se adhieren en
la matriz. En los ensayos donde los complejos se liberan de la matriz antes de la deteccion, tales como ensayos de
desplazamiento de hebra, algunos métodos adecuados para detectar los restos de fluoréforo incluyen florescencia
inducida por laser confocal de flujo capilar, nano-HPLC, electroforesis micro-capilar, etc.

En algunas realizaciones, los anticuerpos independientes del estado de activacion comprenden ademas un resto
detectable. En tales casos, la cantidad del resto detectable correlaciona con la cantidad de uno o mas de los analitos
del extracto celular. Algunos ejemplos de restos detectables incluyen, pero no se limitan a, marcas fluorescentes,
marcas quimicamente reactivas, marcas de enzima, marcas reactivas, y similares. Preferentemente, el resto
detectable es un fluoréforo tal como un colorante de Alexa Fluor® (por ejemplo, Alexa Fluor® 647), fluoresceina,
isotiocianato de fluoresceina (FITC), Oregon Green™; rodamina, rojo de Texas, isotiocianato de tetrarrodamina
(TRITC), un colorante de CyDye™ (por ejemplo, Cy2, Cy3, Cy5), y similares. El resto detectable se puede acoplar
directa o indirectamente a los anticuerpos independientes del estado de activacién usando métodos bien conocidos
en la técnica.

En ciertos casos, los anticuerpos independientes del estado de activacion estan marcados directamente con el resto
facilitador. El resto facilitador se puede acoplar a los anticuerpos independientes del estado de activacion usando
métodos bien conocidos en la técnica. Un resto facilitador adecuado para su uso en la presente invencién incluye
cualquier molécula capaz de generar un agente oxidante que se canaliza a (es decir, se dirige a) y reacciona con (es
decir, se une, se une mediante, o forma un complejo con) otra molécula en proximidad (es decir, cercana o préxima
espacialmente) al resto facilitador. Algunos ejemplos de restos facilitadores incluyen, pero no se limitan a, enzimas
tales como glucosa oxidasa (GO) o cualquier otra enzima que catalice una reaccién de oxidacion/reduccion que
impliqgue oxigeno molecular (O2) como aceptor de electrones, y fotosensibilizadores tales como azul de metileno,
rosa de bengala, porfirinas, colorantes de escuarato, ftalocianinas, y similares. Algunos ejemplos no limitantes de
agentes oxidantes incluyen perdxido de hidrégeno (H203), un oxigeno singlete, y cualquier otro compuesto que
transfiera &tomos de oxigeno o gane electrones en una reaccién de oxidacion/reduccion. Preferentemente, en
presencia de un sustrato adecuado (por ejemplo, glucosa, luz, etc.), el resto facilitador (por ejemplo, glucosa
oxidasa, fotosensibilizador, etc.) genera un agente oxidante (por ejemplo, peréxido de hidrégeno (H203), oxigeno
individual, etc.) que se canaliza y reacciona con el primer miembro del par de amplificacion de sefiales (por ejemplo,
peroxidasa de rabano picante (HRP), hapteno protegido por un grupo protector, una enzima inactivada mediante una
unién tioéter a un inhibidor enzimatico, etc.) cuando los dos restos estan en proximidad entre si.

La preparacion de moléculas de dextrano modificadas con sulfhidrilo y su uso en la preparacién de conjugados entre

un anticuerpo y un resto facilitador tal como glucosa oxidasa (GO) se describe en el documento de Publicacion de
PCT con n.” WO 2009/108637.
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En otros casos determinados, los anticuerpos independientes del estado de activacion estan marcados
indirectamente con el resto facilitador a través de hibridacién entre un conector de oligonucleétido conjugado al resto
facilitador. Los conectores de oligonucleétido se pueden acoplar al resto facilitador o a los anticuerpos
independientes del estado de activacién usando métodos bien conocidos en la técnica. En algunas realizaciones, el
conector de oligonucleétido conjugado al resto facilitador tiene un 100% de complementariedad con el conector de
oligonucledtido conjugado a los anticuerpos independientes del estado de activacion. En otras realizaciones, la
pareja de conectores de oligonucledtido comprende al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, 0 mas regiones de
falta de coincidencia, por ejemplo, después de hibridacion en condiciones de hibridacién rigurosas. El experto en la
materia entendera que los anticuerpos independientes del estado de activacion especificos para diferentes analiticos
se pueden conjugar al mismo conector de oligonucledétido o a diferentes conectores de oligonucledtido.

La longitud de los conectores de oligonucledtido que se conjugan al resto facilitador o a los anticuerpos
independientes del estado de activacion puede variar. En general, la secuencia del conector puede tener al menos
aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75, o 100 nucledtidos de longitud. Por lo general, se generan
secuencias aleatorias de acidos nucleicos para el acoplamiento. A modo de ejemplo no limitante, se puede disefiar
una libreria de conectores de oligonucleétido que tengan tres dominios contiguos distintos: un dominio espaciador;
un dominio de firma; y un dominio de conjugacién. Preferentemente, los conectores de oligonucledtido se disefian
para acoplamiento eficaz sin destruir la funcion del resto facilitador o los anticuerpos independientes del estado de
activacion a los que estan conjugados.

Las secuencias del conector de oligonucledtido se pueden disefiar para prevenir o minimizar cualquier formacion
estructural secundaria en una diversidad de condiciones de ensayo. Por lo general, las temperaturas de fusion se
monitorizan cuidadosamente para cada segmento dentro del conector para permitir su participacion en los procesos
de ensayo globales. Generalmente, el intervalo de temperaturas de fusion del segmento de la secuencia de conector
es no mayor de 5 °C. Se pueden usar algoritmos por ordenador (por ejemplo, OLIGO 6.0) para determinar la
temperatura de fusion, estructura secundaria, y estructura de horquilla en concentraciones iénicas definidas para
analizar cada uno de los tres dominios diferentes dentro de cada conector. Las secuencias combinadas globales
también se pueden analizar para su caracterizacion estructural y su capacidad de comparacion con otras secuencias
de conector de oligonucleétido conjugado, por ejemplo, si se hibridaran en condiciones de hibridacién rigurosas a un
conector de oligonucleétido complementario.

La region de espaciador del conector de oligonucleétido proporciona una separacion adecuada del dominio de
conjugacion desde el sitio de reticulacion del oligonucleétido. EI dominio de conjugacion funciona para unir
moléculas marcadas a una secuencia de conector de oligonucleétido complementaria al dominio de conjugacion a
través de hibridacion de acidos nucleicos. La hibridacion mediada por acidos nucleicos se puede llevar a cabo antes
o después de la formacion del complejo anticuerpo-analito (es decir, antigeno), proporcionando un formato de
ensayo mas flexible. A diferencia de numerosos métodos de conjugacion de anticuerpo directos, la unién
relativamente débil de los oligonucleétidos a los anticuerpos u otras moléculas tiene un impacto minimo en la
afinidad especifica de los anticuerpos hacia su analitos diana o en la funcion de las moléculas conjugadas.

En algunas realizaciones, el dominio de secuencia de firma del conector de oligonucle6tido se puede usar en
ensayos de proteina de complejo multiplexado. Se pueden conjugar multiples anticuerpos con conectores de
oligonucleétido con diferentes secuencias de firma. En inmunoensayos multiplexados, se pueden usar secuencias de
oligonucledtido de indicador marcadas con sondas apropiadas para detectar hibridacion cruzada entre anticuerpos y
sus antigenos en el formato de ensayo multiplexado.

Los conectores de oligonucleétido se pueden conjugar a anticuerpos u otras moléculas usando varios métodos
diferentes. Por ejemplo, los conectores de oligonucleétido se pueden sintetizar con un grupo tiol en cualquiera de los
extremos 5' o 3. El grupo tiol se puede desproteger usando agentes reductores (por ejemplo, TCEP-HCI) y los
conectores resultantes se pueden purificar usando una columna de centrifugacion de desalacién. Los conectores de
oligonucleétido desprotegidos resultantes se pueden conjugar a las aminas primarias de los anticuerpos u otros tipos
de proteinas usando conectores cruzados heterodifuncionales tales como SMCC. Como alternativa, se pueden tratar
los grupos 5'-fosfato de los oligonucleétidos con carbodiimida soluble en agua EDC para formar ésteres de fosfato y
finalmente acoplarse a moléculas que contienen aminas. En ciertos casos, el diol del resto de 3'-ribosa se puede
oxidar a grupos aldehido y a continuacion conjugarse a los grupos amina de anticuerpos u otros tipos de proteina
usando aminacion reductora. En otros casos determinados, el conector de oligonucleétido se puede sintetizar con
una modificacion de biotina en cualquiera de los extremos 3' 0 5' y conjugarse a moléculas marcadas con
estreptavidina.

Los conectores de oligonucledtido se pueden sintetizar usando cualquiera de una diversidad de técnicas conocidas
en la técnica, tales como las que se describen en Usman et al., J. Am. Chem. Soc., 109: 7845 (1987); Scaringe et
al., Nucl. Acids Res., 18: 5433 (1990); Wincott et al., Nucl. Acids Res., 23: 2677-2684 (1995); y Wincott et al.,
Methods Mol. Bio., 74: 59 (1997). En general, la sintesis de oligonucleotidos hace uso de grupos protectores y de
acoplamiento comunes de acidos nucleicos, tales como dimetoxitritilo en el extremo 5’ y fosforamiditos en extremo
3'. Los expertos en la materia conocen los reactivos adecuados para la sintesis de oligonucleétidos, los métodos
para la desproteccién de acidos nucleicos, y los métodos para la purificacion de acidos nucleicos.
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La preparacion y el uso de anticuerpos conjugados con oligonucledtidos para deteccién simultanea de analitos
totales y fosforilados se describe en el documento de Publicaciéon de PCT con n.° WO 2008/036802.

En ciertos casos, los anticuerpos dependientes del estado de activacion estan marcados directamente con el primer
miembro del par de amplificacién de sefiales. El miembro del par de amplificacion de sefiales se puede acoplar a los
anticuerpos independientes del estado de activacion usando métodos bien conocidos en la técnica. En otros casos
determinados, los anticuerpos dependientes del estado de activacién estan marcados indirectamente con el primer
miembro del par de amplificacion de sefiales mediante enlace entre un primer miembro de un par de unién
conjugado a los anticuerpos dependientes del estado de activacion y un segundo miembro del par de union
conjugado con el primer miembro del par de amplificacion de sefales. Los miembros del par de unidon (por ejemplo,
biotina/estreptavidina) se pueden acoplar al miembro del par de amplificacién de sefiales o a los anticuerpos
independientes del estado de activacion usando métodos bien conocidos en la técnica. Algunos ejemplos de
miembros de pares de amplificacién de sefiales incluyen, pero no se limitan a, peroxidasas tales como peroxidasa de
rabano picante (HRP), catalasa, cloroperoxidasa, peroxidasa de citocromo c, peroxidasa de eosindfilo, glutation
peroxidasa, lactoperoxidasa, mieloperoxidasa, peroxidasa tiroidea, desyodinasa, y similares. Otros ejemplos de
miembros del par de amplificacién de sefiales incluyen haptenos protegidos mediante un grupo protector y enzimas
inactivadas mediante union de tioéter a un inhibidor enziméatico.

Los anticuerpos de captura, los anticuerpos independientes del estado de activacién, y los anticuerpos dependientes
del estado de activacién se seleccionan por lo general para minimizar la competicion entre ellos con respecto a la
unién del analito (es decir, todo los anticuerpos se pueden unir simultdneamente a sus correspondientes proteinas
de fusién o moléculas de transduccion de sefiales).

En un ejemplo de canalizacién de proximidad, el resto facilitador es glucosa oxidasa (GO) y el primer miembro del
par de amplificacion de sefiales es peroxidasa de rabano picante (HRP). Cuando la GO se pone en contacto con un
sustrato tal como glucosa, genera un agente oxidante (es decir, peréxido de hidrégeno (H,03)). Si la HRP esta en la
proximidad de la canalizacién a la GO, el H,O, generado por la GO se canaliza a y forma un complejo con la HRP
para formar un complejo HRP-H2>0>, que, en presencia del segundo miembro del par de amplificacion de sefiales
(por ejemplo, un sustrato quimioluminiscente tal como luminol o isoluminol o un sustrato fluorogénico tal como
tiramida (por ejemplo, biotina-tiramida), acido homovainillico, o acido 4-hidroxifenilacético), genera una sefial
amplificada. Los métodos de uso de GO y HRP en un ensayo de proximidad se describen, por ejemplo, en Langry et
al., Informe del Departamento de Energia de los Estados Unidos con n.° UCRL-ID-136797 (1999). Cuando se usa
biotina-tiramida como el segundo miembro del par de amplificacion de sefiales, el complejo HRP-H,O, oxida la
tiramida para generar un radical tiramida reactivo que se une covalentemente a los residuos nucledfilos proximos. La
tiramida activada se detecta directamente o se detecta después de la adicion de un reactivo de deteccién de sefial
tal como, por ejemplo, un fluoréforo marcado con estreptavidina o una combinacion de una peroxidasa marcada con
estreptavidina y un reactivo cromogénico. Algunos ejemplos de fluoréforos adecuados para su uso en la presente
invencion incluyen, pero no se limitan a, un colorante de Alexa Fluor® (por ejemplo, Alexa Fluor® 555), fluoresceina,
isotiocianato de fluoresceina (FITC), Oregon Green™; rodamina, rojo de Texas, isotiocianato de tetrarodamina
(TRITC), un colorante de CyDye™ (por ejemplo, Cy2, Cy3, Cy5), y similares. La marca de estreptavidina se puede
acoplar directa o indirectamente al fluor6foro o a la peroxidasa usando métodos bien conocidos en la técnica.
Algunos ejemplos no limitantes de reactivos cromogénicos adecuados para su uso en la presente invencion incluyen
3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB), 3,3-diaminobencidina (DAB), 2,2-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS), 4-cloro-1-naftol (4CN), y/o porfirinégeno.

En otro ejemplo de canalizacién de proximidad, el resto facilitador es un fotosensibilizador y el primer miembro del
par de amplificacion de sefiales es una molécula grande marcada con multiples haptenos que estan protegidos con
grupos protectores que evitan la union de los haptenos a un compafiero de unién especifica (por ejemplo, ligando,
anticuerpo, etc.). Por ejemplo, el miembro del par de amplificacién de sefiales puede ser una molécula de dextrano
marcada con moléculas protegidas de biotina, cumarina y/o fluoresceina. Algunos grupos protectores adecuados
incluyen, pero no se limitan a, grupos protectores fenoxi-, analino-, olefina-, tioéter-, y selenoéter-. Algunos
fotosensibilizadores y moléculas de hapteno protegidas adicionales adecuados para su uso en los ensayos de
proximidad de la presente invencién se describen en el documento de Patente de Estados Unidos con n.° 5.807.675.
Cuando el fotosensibilizador se excita con luz, genera un agente oxidante (es decir, oxigeno singlete). Si las
moléculas de hapteno estan dentro de la proximidad de canalizacién al fotosensibilizador, el oxigeno singlete
generado por el fotosensibilizador se canaliza a y reacciona con los tioéteres de los grupos protectores de los
haptenos para producir grupos carbonilo (cetonas o aldehidos) y acido sulfinico, liberando los grupos protectores de
los haptenos. Los haptenos sin proteger estan a continuacion disponibles para unirse especificamente al segundo
miembro del par de amplificacion de sefiales (por ejemplo, un comparfiero de unién especifico que pueda generar
una sefial detectable). Por ejemplo, cuando el hapteno es biotina, el compafiero de unién especifico puede ser una
estreptavidina marcada con enzima. Algunas enzimas a modo de ejemplo incluyen fosfatasa alcalina, p-
galactosidasa, HRP, etc. Después de lavar para retirar los reactivos que no se hayan unido, la sefial detectable se
puede generar por adicién de un sustrato detectable (por ejemplo, fluorescente, quimioluminiscente, cromogénico,
etc.) de la enzima y se puede detectar usando métodos e instrumentacion adecuados conocidos en la técnica. Como
alternativa, la sefial detectable se puede amplificar usando amplificacion de sefial mediante tiramida y la tiramida
activada se puede detectar directamente o se puede detectar tras la adicion de un reactivo de deteccién de sefial
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como se ha descrito anteriormente.

En otro ejemplo mas de canalizacion de proximidad, el resto facilitador es un fotosensibilizador y el primer miembro
del par de amplificacion de sefiales es un complejo enzima-inhibidor. La enzima y el inhibidor (por ejemplo, dextrano
marcado con acido fosfénico) estan unidos juntos mediante un conector escindible (por ejemplo, tioéter). Cuando el
fotosensibilizador se excita con luz, genera un agente oxidante (es decir, oxigeno singlete). Si el complejo enzima-
inhibidor estd dentro de la proximidad de canalizacion al fotosensibilizador, el oxigeno singlete generado por el
fotosensibilizador se canaliza a y reacciona con el conector escindible, liberando el inhibidor de la enzima, activando
de ese modo la enzima. Se afiade un sustrato de enzima para generar una sefial detectable o, como alternativa, se
afiade un reactivo de amplificacion para generar una sefial amplificada.

En un ejemplo adicional de la canalizacion de proximidad, el resto facilitador es HRP, el primer miembro del par de
amplificacion de sefiales es un hapteno protegido o un complejo enzima-inhibidor como se ha descrito
anteriormente, y los grupos protectores comprenden p-alcoxi fenol. La adicién de fenilendiamina y H,O2 genera una
fenilendiimina reactiva que se canaliza al hapteno protegido o al complejo enzima-inhibidor y reacciona con los
grupos protectores p-alcoxi fenol para producir haptenos expuestos o una enzima reactiva. La sefial amplificada se
genera y se detecta como se ha descrito anteriormente (véanse, por ejemplo, los documentos de Patente de
Estados Unidos con n.”® 5.532.138 y 5.445.944).

El experto en la materia entendera que se pueden usar comparfieros de union distintos de los anticuerpos para
inmovilizar y/o detectar uno o mas analitos de un extracto celular de acuerdo con los ensayos de proximidad (es
decir, tres anticuerpos) que se describen en el presente documento. Algunos ejemplos no limitantes de tales
compafieros de uniéon incluyen ligandos o receptores del analito, sustratos del analito, dominios de unién (por
ejemplo, PTB, SH2, etc.), aptameros, y similares.

Un protocolo a modo de ejemplo para llevar a cabo los ensayos de proximidad que se describen en el presente
documento se proporciona en el Ejemplo 1.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona kits para llevar a cabo los ensayos de proximidad que se han
descrito anteriormente que comprenden: (a) una serie de diluciones de una pluralidad de anticuerpos de captura
sujetos en un soporte soélido; y (b) una pluralidad de anticuerpos de deteccidon (por ejemplo, anticuerpos
independientes del estado de activacion y anticuerpos dependientes del estado de activacion). En algunos casos, los
kits pueden contener ademas instrucciones para los métodos de uso del kit para detectar los estados de activacion
de uno o una pluralidad de proteinas de fusion y/o moléculas de transduccion de sefiales. Los kits también pueden
contener cualquiera de los reactivos adicionales que se han descrito anteriormente con respecto a la realizacion de
los métodos especificos de la presente invencién tales como, por ejemplo, el primer y el segundo miembros del par
de amplificacién de sefiales, reactivos de amplificacion de sefial de tiramida, sustratos para el resto facilitador,
tampones de lavado, etc.

IV. Construccidon de matrices de anticuerpos

En ciertos aspectos, la presente invencion proporciona matrices basadas en anticuerpo para detectar el estado de
activacion de una pluralidad de proteinas de fusién en un extracto celular usando una serie de diluciéon de
anticuerpos de captura sujetos en un soporte solido. Las matrices que se usan en los ensayos de la presente
invencion comprenden por lo general una pluralidad de uno o méas anticuerpos de captura diferentes en un intervalo
de concentraciones de anticuerpo de captura que se acoplan a una superficie de un soporte sélido en diferentes
ubicaciones direccionables.

El soporte sélido puede comprender cualquier sustrato adecuado para inmovilizar proteinas. Algunos ejemplos de
soportes solidos incluyen, pero no se limitan a, vidrio (por ejemplo, un portaobjetos de vidrio), plastico, virutas,
pasadores, filtros, perlas (por ejemplo, perlas magnéticas, perlas de poliestireno, etc.), papel, membranas, haces de
fibra, geles, metal, materiales ceramicos, y similares. Las membranas tales como nailon (Biotrans™, ICN
Biomedicals, Inc. (Costa Mesa, CA); Zeta-Probe®, Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA)), nitrocelulosa (Protran®,
Whatman Inc. (Florham Park, NJ)), y PVDF (Immobilon™, Millipore Corp. (Billerica, MA)) son adecuadas para su uso
como soportes sélidos en las matrices de la presente invencion. Preferentemente, los anticuerpos de captura estan
sujetos en portaobjetos de vidrio revestidos con un polimero de nitrocelulosa, por ejemplo, FAST® Slides, que estan
disponibles en el mercado en Whatman Inc. (Florham Park, NJ).

Los aspectos particulares del soporte sélido que son deseables incluyen la capacidad de unir grandes cantidades de
anticuerpos de captura, la capacidad de unir anticuerpos de captura con una desnaturalizacién minima, y la
incapacidad de unir otras proteinas. Otro aspecto adecuado es que el soporte solido presente un "drenaje" minimo
cuando las soluciones de anticuerpo que contienen los anticuerpos de captura se aplican al soporte. Un soporte
sélido con un drenaje minimo permite que se apliquen pequefias alicuotas de solucién de anticuerpo de captura al
soporte para dar como resultado aplicaciones puntuales pequefas y definidas de anticuerpo de captura inmovilizado.

Los anticuerpos de captura estan sujetos por lo general directa o indirectamente (por ejemplo, a través de etiquetas)
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en el soporte soélido a través de interacciones covalentes o0 no covalentes (por ejemplo, enlaces iénicos,
interacciones hidréfobas, enlaces de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals, enlaces dipolo-dipolo). En algunas
realizaciones, los anticuerpos de captura estan unidos covalentemente al soporte solido usando un reticulador
homaodifuncional o heterodifuncional que usa métodos y condiciones de reticulacion convencionales. Algunos
reticuladores adecuados estan disponibles en el mercado en proveedores tales como, por ejemplo, Pierce
Biotechnology (Rockford, IL).

Los métodos para generar las matrices de la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, cualquier técnica
usada para construir matrices de proteina o acido nucleico. En algunas realizaciones, los anticuerpos de captura se
aplican puntualmente sobre una matriz usando un microaparato de aplicacion puntual, que son por lo general
impresoras robéticas equipadas con pasadores divididos, pasadores romos, o impresiéon por inyeccion de tinta.
Algunos sistemas roboéticos adecuados para imprimir las matrices de anticuerpo que se describen en el presente
documento incluyen el robot PixSys 5000 (Cartesian Technologies; Irvine, CA) con pasadores divididos ChipMaker2
(TeleChem International; Sunnyvale, CA) asi como otras impresoras roboticas disponibles en BioRobics (Woburn,
MA) y Packard Instrument Co. (Meriden, CT). Preferentemente, al menos 2, 3, 4, 5 o 6 duplicados de cada dilucion
de anticuerpo de captura se aplican puntualmente sobre la matriz.

Otro método para generar las matrices de anticuerpo de la presente invenciéon comprende dispensar un volumen
conocido de dilucién de anticuerpo de captura a cada posicién de la matriz seleccionada poniendo en contacto un
dispensador capilar sobre un soporte sélido en condiciones eficaces para estirar un volumen definido de liquido
sobre el soporte, en el que este proceso se repite usando diluciones de anticuerpo de captura seleccionadas en
cada posicion de la matriz seleccionada para crear una matriz completa. El método se puede poner en practica en la
formacion de una pluralidad de tales matrices, en el que la etapa de deposicién de solucién se aplica a una posicion
seleccionada en cada uno de una pluralidad de soportes sélidos en cada ciclo de repeticion. Una descripcion
adicional de un método de este tipo se puede encontrar, por ejemplo, en el documento de Patente de Estados
Unidos con n.° 5.807.522.

En ciertos casos, se pueden usar dispositivos para imprimir sobre papel para generar las matrices de anticuerpo de
la presente invencién. Por ejemplo, la dilucién de anticuerpo de captura deseada se puede cargar en el cabezal de
impresion de una impresora de inyeccion de sobremesa y se puede imprimir sobre un soporte sélido adecuado
((véase, por ejemplo, Silzel et al., Clin. Chem., 44: 2036-2043 (1998)).

En algunas realizaciones, la matriz generada sobre el soporte sélido tiene una densidad de al menos
aproximadamente 5 aplicaciones puntuales/cmz, y preferentemente al menos aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 250, 275, 300, 325, 350, 375,
400, 425, 450, 475, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000,
8000 o0 9000, o0 10.000 aplicaciones puntuales/cmz.

En ciertos casos, las aplicaciones puntuales sobre el soporte sélido representan cada una un anticuerpo de captura
diferente. En otros casos determinados, mdultiples aplicaciones puntuales sobre el soporte sélido representan el
mismo anticuerpo de captura, por ejemplo, en forma de una serie de dilucibn que comprende una serie de
concentraciones descendentes de anticuerpo de captura.

Algunos ejemplos adicionales de métodos para preparar y construir matrices de anticuerpo sobre soportes soélidos se
describen en los documentos de Patente de Estados Unidos con n.®® 6.197.599, 6.777.239, 6.780.582, 6.897.073,
7.179.638, y 7.192.720; los documentos de Publicacion de Patente de Estados Unidos con n.°® 20060115810,
20060263837, 20060292680, y 20070054326; y Varnum et al., Methods Mol. Biol., 264: 161-172 (2004).

Se conocen en la técnica métodos para escanear matrices de anticuerpo e incluyen, pero no se limitan a, cualquier
técnica usada para escanear matrices de proteina o acido nucleico. Algunos escaneres de micromatrices adecuados
para su uso en la presente invencion estan disponibles en PerkinElmer (Boston, MA), Agilent Technologies (Palo
Alto, CA), Applied Precision (Issaquah, WA), GSI Lumonics Inc. (Billerica, MA), y Axon Instruments (Union City, CA).
A modo de ejemplo no limitante, se puede usar un sistema GSI| ScanArray3000 para deteccién de fluorescencia con
software ImaGene para cuantificacion.

V. Seleccién de farmacos y optimizacién para terapia del cancer

En ciertos aspectos, la presente invencién proporciona métodos para la seleccion de terapias apropiadas para
regular negativamente o suprimir una 0 mas rutas de sefializacién desrreguladas. En ciertos otros aspectos, la
presente invencién proporciona métodos para optimizar una terapia y/o reducir la toxicidad en un sujeto con cancery
gue recibe un ciclo de terapia para tratamiento de cancer. Por lo tanto, la presente invencion se puede usar para
facilitar el disefio de terapias personalizadas basadas en una firma molecular particular proporcionada por la
recogida de las proteinas de fusidon oncogénicas activadas y/o las proteinas de transduccion de sefial en un cancer o
tumor de paciente dado.

Por consiguiente, en un aspecto en particular, la presente invencion proporciona un método para optimizar la terapia
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y/o reducir la toxicidad en un sujeto con cancer y que recibe un ciclo de terapia para el tratamiento de cancer,
método que comprende:

(a) aislar las células cancerosas después de la administracién de un farmaco anticancer (por ejemplo, uno 0 mas
inhibidores de tirosina quinasa tales como Gleevec®, Tasigna®, Sprycel®, etc.);

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) medir un nivel de expresion y/o activacion (por ejemplo, fosforilacion) de una proteina de fusién oncogénica
en el extracto celular usando un ensayo descrito en el presente documento; y

(d) comparar el nivel de expresién medido y/o activacion de la proteina de fusiobn oncogénica con un nivel de
expresion y/o activacién de la proteina de fusiéon oncogénica medido en un momento anterior durante el ciclo de
terapia; y

(e) determinar una dosis posterior del ciclo de terapia para el sujeto o si se deberia administrar al sujeto un ciclo
de terapia diferente basandose en la comparacion de la etapa (d).

En realizaciones en particular, los niveles de proteina de fusién oncogénica tanto total como activada (por ejemplo,
fosforilada) se miden en el extracto celular de acuerdo con los ensayos basados en anticuerpo de la presente
invencién y una proporcion de los niveles de proteina de fusidbn oncogénica activada con respecto al total (por
ejemplo, una proporcién de los niveles de proteina BCR-ABL fosfo/total) se puede calcular y usar para evaluar el
ciclo de terapia para un sujeto, por ejemplo, mediante la comparacién de la proporcion de fosfo/total de los niveles
de proteina de fusién oncogénica con respecto a una proporcion de la misma calculada para el sujeto en un
momento anterior (por ejemplo, en un momento anterior a la vez que se esta con la terapia con el farmaco
anticancer o en un momento en el tiempo antes de la terapia con el farmaco anticancer).

En un aspecto relacionado, la presente invenciéon proporciona un método para optimizar la terapia y/o reducir la
toxicidad en un sujeto con cancer y que recibe un ciclo de terapia para el tratamiento de cancer, método que
comprende:

(a) aislar las células cancerosas después de la administracién de un farmaco anticancer (por ejemplo, uno 0 mas
inhibidores de tirosina quinasa tales como Gleevec®, Tasigna®, Sprycel®, etc.);

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) medir un nivel de expresion y/o activacion (por ejemplo, fosforilacién) de una proteina de fusién oncogénica y
una o mas moléculas de transduccion de sefiales en su ruta en el extracto celular usando un ensayo descrito en
el presente documento; y

(d) comparar el nivel de expresion medido y/o activacion de la proteina de fusidon oncogénica y moléculas de
transduccién de sefiales con un nivel de expresidon y/o activacion de la proteina de fusibn oncogénica y
moléculas de transduccion de sefiales medido en un momento anterior durante el ciclo de terapia; y

(e) determinar una dosis posterior del ciclo de terapia para el sujeto o si se deberia administrar al sujeto un ciclo
de terapia diferente basandose en la comparacion de la etapa (d).

En realizaciones en particular, los niveles de proteina de fusién oncogénica tanto total como activada (por ejemplo,
fosforilada) (por ejemplo, BCR-ABL) y los niveles de componente de la ruta de transduccién de sefiales (por ejemplo,
CRKL, JAK2, STAT5) se miden en el extracto celular de acuerdo con los ensayos basados en anticuerpo de la
presente invencion y una proporcion de los niveles de proteina de fusién oncogénica activada con respecto al total
(por ejemplo, una proporcion de los niveles de proteina BCR-ABL fosfo/total) y una proporcion de los niveles de
componente de la ruta de transduccion de sefiales activado con respecto al total (por ejemplo, una proporcién de los
niveles de proteina CRKL, JAK2, o STAT5 fosfo/total) se puede calcular y usar para evaluar el ciclo de terapia para
un sujeto, por ejemplo, mediante la comparacion de la proporcion fosfo/total de los niveles de proteina de fusién
oncogénica y el componente de la ruta de transduccién de sefales con respecto a una proporciéon de los mismos
calculada para el sujeto en un momento anterior (por ejemplo, en un momento anterior a la vez que se esta con la
terapia con el farmaco anticancer o en un momento en el tiempo antes de la terapia con el farmaco anticancer).

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para seleccionar un farmaco anticancer adecuado
para el tratamiento de un cancer, método que comprende:

(a) aislar las células de un cancer después de la administraciéon de un farmaco anticAncer, o antes de la
incubacién con un farmaco anticancer;

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) determinar un nivel de expresion y/o activaciéon (por ejemplo, fosforilacién) de una proteina de fusion
oncogénica en el extracto celular usando un ensayo descrito en el presente documento; y

(d) determinar si el farmaco anticancer es adecuado o inadecuado para el tratamiento del cancer mediante la
comparacion del nivel de expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusién oncogénica con un perfil
de expresion y/o activacion de referencia generado en ausencia del farmaco anticancer.

En una realizacion preferente, el método para seleccionar un farmaco anticancer adecuado para el tratamiento de un
cancer comprende:
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(a) aislar las células de un cancer después de la administracion de un farmaco anticancer, o antes de la
incubacion con un farmaco anticancer;

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) determinar un nivel de expresion y/o activacion (por ejemplo, fosforilacion) de una proteina de fusion
oncogénica en el extracto celular usando un ensayo que comprende una serie de dilucién de anticuerpos de
captura especifico para la proteina de fusién oncogénica, en el que los anticuerpos de captura estan sujetos en
un soporte solido;

(c) comparar el nivel de expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusién oncogénica con un perfil de
expresion y/o activacién de referencia generado en ausencia del farmaco anticancer; y

(e) indicar que el farmaco anticancer es adecuado para el tratamiento del cancer cuando cambia el nivel de
expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusién oncogénica (por ejemplo, disminuye
sustancialmente) en comparacion con el perfil de expresién y/o activacion de referencia.

En ciertos casos, la realizacién preferente puede comprender adicionalmente, es decir, como etapa (f), o como
alternativa puede comprender, es decir como etapa (e), la etapa de indicar que el farmaco anticancer es inadecuado
para el tratamiento del cancer cuando el nivel de expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusién
oncogénica no cambia (por ejemplo, no disminuye sustancialmente) en comparacion con el perfil de expresion y/o
activacion de referencia. En otros casos, se detecta una o mas moléculas de transduccion de sefales presentes en
el extracto celular ademas de una o mas proteinas de fusién oncogénicas, y se determina que el farmaco anticancer
es adecuado o inadecuado basandose en este based "perfil molecular".

En realizaciones en particular, los niveles de proteina de fusién oncogénica tanto total como activada (por ejemplo,
fosforilada) se miden en el extracto celular de acuerdo con los ensayos basados en anticuerpo de la presente
invencién y una proporcion de los niveles de proteina de fusidbn oncogénica activada con respecto al total (por
ejemplo, una proporcion de los niveles de proteina BCR-ABL fosfo/total) se puede calcular y usar para determinar si
el farmaco anticAncer es adecuado o inadecuado para el tratamiento del cancer, por ejemplo, mediante la
comparacion de la proporciéon de fosfo/total de los niveles de proteina de fusién oncogénica con respecto a una
proporcion de la misma calculada basandose después de que se hayan generado los perfiles de expresion y
activacion de referencia en ausencia del farmaco anticancer.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para identificar la respuesta de un cancer al
tratamiento con un farmaco anticancer, método que comprende:

(a) aislar las células de un cancer después de la administracion de un farmaco anticancer, o antes de la
incubacion con un farmaco anticancer;

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) determinar un nivel de expresion y/o activacion (por ejemplo, fosforilacion) de una proteina de fusion
oncogénica en el extracto celular usando un ensayo descrito en el presente documento; y

(d) identificar el cancer como que responde o no responde al tratamiento con el farmaco anticancer mediante la
comparacion del nivel de expresién y/o activacion detectado para la proteina de fusién oncogénica con un perfil
de expresion y/o activacion de referencia generado en ausencia del farmaco anticancer.

En una realizacion preferente, el método para identificar la respuesta de un cancer al tratamiento con un farmaco
anticancer comprende:

(a) aislar las células de un cancer después de la administracion de un farmaco anticancer, o antes de la
incubacién con un farmaco anticancer;

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) determinar un nivel de expresion y/o activacion (por ejemplo, fosforilacién) de una proteina de fusion
oncogénica en el extracto celular usando un ensayo que comprende una serie de dilucion de anticuerpos de
captura especifico para la proteina de fusidon oncogénica, en el que los anticuerpos de captura estan sujetos en
un soporte solido;

(d) comparar el nivel de expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusién oncogénica con un perfil de
expresion y/o activacion de referencia generado en ausencia del farmaco anticancer; y

(e) indicar que el cancer responde al tratamiento con el farmaco anticancer cuando el nivel de expresion y/o de
activacion detectado para la proteina de fusiéon oncogénica cambia (por ejemplo, disminuye sustancialmente) en
comparacion con el perfil de expresion y/o activacion de referencia.

En ciertos casos, la realizacion preferente puede comprender adicionalmente, es decir, como etapa (f), o como
alternativa puede comprender, es decir, como etapa (e), la etapa de indicar que el cancer no responde al tratamiento
con el farmaco anticancer cuando el nivel de expresion y/o de activaciéon detectado para la proteina de fusion
oncogénica no cambia (por ejemplo, no disminuye sustancialmente) en comparacion con el perfil de expresion y/o
activacion de referencia. En otros casos, se detecta una o mas moléculas de transduccion de sefiales presentes en
el extracto celular ademas de una o mas proteinas de fusién oncogénicas, y se identifica que el cancer responde o
no responde al tratamiento basandose en este "perfil molecular".
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En realizaciones en particular, los niveles de proteina de fusidbn oncogénica tanto total como activada (por ejemplo,
fosforilada) se miden en el extracto celular de acuerdo con los ensayos basados en anticuerpo de la presente
invencion y una proporcion de los niveles de proteina de fusion oncogénica activada con respecto al total (por
ejemplo, una proporcion de los niveles de proteina BCR-ABL fosfo/total) se puede calcular y usar para identificar si el
cancer responde o no responde al tratamiento con el farmaco anticancer, por ejemplo, mediante la comparacion de
la proporcion de fosfo/total de los niveles de proteina de fusién oncogénica con respecto a una proporciéon de la
misma calculada basandose en los perfiles de expresion y activaciéon de referencia que se generaron en ausencia
del farmaco anticancer.

En otro aspecto mas, la presente invencidn proporciona un método para predecir la respuesta de un sujeto que tiene
cancer al tratamiento con un farmaco anticancer, método que comprende:

(a) aislar las células de un cancer después de la administraciéon de un farmaco anticAncer, o antes de la
incubacién con un farmaco anticancer;

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) determinar un nivel de expresion y/o activaciéon (por ejemplo, fosforilacién) de una proteina de fusion
oncogénica en el extracto celular usando un ensayo descrito en el presente documento; y

(d) predecir la probabilidad de que el sujeto responda al tratamiento con el farmaco anticancer mediante la
comparacion del nivel de expresién y/o activacion detectado para la proteina de fusién oncogénica con un perfil
de expresion y/o activacion de referencia generado en ausencia del farmaco anticancer.

En una realizacion preferente, el método para predecir la respuesta de un sujeto que tiene cancer al tratamiento con
un farmaco anticancer comprende:

(a) aislar las células de un cancer después de la administracion de un farmaco anticancer, o antes de la
incubacién con un farmaco anticancer;

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) determinar un nivel de expresion y/o activacion (por ejemplo, fosforilacion) de una proteina de fusion
oncogénica en el extracto celular usando un ensayo que comprende una serie de dilucién de anticuerpos de
captura especifico para la proteina de fusién oncogénica, en el que los anticuerpos de captura estan sujetos en
un soporte solido;

(d) comparar el nivel de expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusion oncogénica con un perfil de
expresion y/o activacién de referencia generado en ausencia del farmaco anticancer; y

(e) indicar que el sujeto probablemente respondera al tratamiento con el farmaco anticancer cuando el nivel de
expresion y/o de activacion detectado para la proteina de fusidbn oncogénica cambia (por ejemplo, disminuye
sustancialmente) en comparacion con el perfil de expresién y/o activacion de referencia.

En ciertos casos, la realizacién preferente puede comprender adicionalmente, es decir, como etapa (f), o como
alternativa comprende, es decir, como etapa (e), la etapa de indicar que el sujeto probablemente no respondera al
tratamiento con el farmaco anticancer cuando el nivel de expresién y/o de activacion detectado para la proteina de
fusion oncogénica no cambia (por ejemplo, no disminuye sustancialmente) en comparacién con el perfil de expresion
ylo activacion de referencia. En otros casos, se detecta una o0 mas moléculas de transduccion de sefiales presentes
en el extracto celular ademas de una o mas proteinas de fusidon oncogénicas, y la probabilidad de que el sujeto
responda al tratamiento se predice basandose en este "perfil molecular".

En realizaciones en particular, los niveles de proteina de fusién oncogénica tanto total como activada (por ejemplo,
fosforilada) se miden en el extracto celular de acuerdo con los ensayos basados en anticuerpo de la presente
invencion y una proporcion de los niveles de proteina de fusion oncogénica activada con respecto al total (por
ejemplo, una proporcion de los niveles de proteina BCR-ABL fosfo/total) se puede calcular y usar para predecir si el
sujeto presentara una probabilidad de responder al tratamiento con el farmaco anticancer, por ejemplo, mediante la
comparacion de la proporciéon de fosfo/total de los niveles de proteina de fusién oncogénica con respecto a una
proporcion de la misma calculada basandose en los perfiles de expresion y activacion de referencia que se
generaron en ausencia del farmaco anticancer.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un método para determinar si un sujeto que tiene cancer
es resistente al tratamiento con un farmaco anticancer, método que comprende:

(a) aislar las células de un cancer después de la administracion de un farmaco anticancer, o antes de la
incubacion con un farmaco anticancer;

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) determinar un nivel de expresion y/o activacion (por ejemplo, fosforilacion) de una proteina de fusion
oncogénica en el extracto celular usando un ensayo descrito en el presente documento; y

(d) determinar si el sujeto es resistente o responde al tratamiento con el farmaco anticancer mediante la
comparacion del nivel de expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusién oncogénica con un pefrfil
de expresion y/o activacion de referencia generado en ausencia del farmaco anticancer o en presencia del
farmaco anticancer en un momento anterior.
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En una realizacion preferente, el método para determinar si un sujeto que tiene cancer es resistente al tratamiento
con un farmaco anticancer comprende:

(a) aislar las células de un cancer después de la administraciéon de un farmaco anticAncer, o antes de la
incubacién con un farmaco anticancer;

(b) lisar las células aisladas para producir un extracto celular;

(c) determinar un nivel de expresion y/o activaciéon (por ejemplo, fosforilacién) de una proteina de fusion
oncogénica en el extracto celular usando un ensayo que comprende una serie de dilucion de anticuerpos de
captura especifico para la proteina de fusidon oncogénica, en el que los anticuerpos de captura estan sujetos en
un soporte sélido;

(d) comparar el nivel de expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusion oncogénica con un perfil de
expresion y/o activacion de referencia generado en ausencia del fArmaco anticancer o en presencia del farmaco
anticancer en un momento anterior; y

(e) indicar que el sujeto es resistente al tratamiento con el farmaco anticancer cuando el nivel de expresion y/o
activacion detectado para la proteina de fusién oncogénica no cambia (por ejemplo, no disminuye
sustancialmente) en comparacion con el perfil de expresién y/o activacion de referencia.

En ciertos casos, la realizacion preferente puede comprender adicionalmente, es decir, como etapa (f), o como
alternativa puede comprender, es decir, como etapa (e), la etapa de indicar que el sujeto responde al tratamiento con
el farmaco anticancer cuando el nivel de expresién y/o de activacion detectado para la proteina de fusién oncogénica
cambia (por ejemplo, disminuye sustancialmente) en comparacién con el perfil de expresion y/o activacion de
referencia. En otros casos, se detecta una o mas moléculas de transduccion de sefiales presentes en el extracto
celular ademas de una o mas proteinas de fusién oncogénicas, y se identifica al sujeto como resistente o sensible al
tratamiento basandose en este "perfil molecular".

En realizaciones en particular, los niveles de proteina de fusidbn oncogénica tanto total como activada (por ejemplo,
fosforilada) se miden en el extracto celular de acuerdo con los ensayos basados en anticuerpo de la presente
invencion y una proporcion de los niveles de proteina de fusion oncogénica activada con respecto al total (por
ejemplo, una proporcién de los niveles de proteina BCR-ABL fosfo/total) se puede calcular y usar para determinar si
el sujeto es resistente o sensible al tratamiento con el farmaco anticancer, por ejemplo, mediante la comparacion de
la proporcion de fosfo/total de los niveles de proteina de fusién oncogénica con respecto a una proporciéon de la
misma calculada basandose en los perfiles de expresion y activacion de referencia que se generaron en ausencia
del farmaco anticancer o en presencia del farmaco anticancer en un momento anterior.

En algunas realizaciones, los métodos de la presente invencion pueden comprender adicionalmente enviar o
informar de los resultados de la etapa (d) a un profesional médico, por ejemplo, un oncélogo o un médico general.
En otras realizaciones, los métodos de la presente invencion pueden comprender adicionalmente registrarla
marginar los resultados de la etapa (d) en una base de datos informatica u otra maquina o dispositivo adecuados
para el almacenamiento de informacion, por ejemplo, en un laboratorio.

En algunas realizaciones, los métodos de la presente invenciéon pueden comprender adicionalmente la etapa de
obtener una muestra de un sujeto que tiene cancer del que se aislan células tales como células cancerosas. La
muestra se a tener a partir de un sujeto ya sea antes del tratamiento con el farmaco anticancer (por ejemplo, antes
de la incubacion con un farmaco anticancer) o después de la administracién de un farmaco anticancer (por ejemplo,
en cualquier momento durante el transcurso del tratamiento para el cancer). Las muestras adecuadas incluyen, pero
no se limitan a, sangre completa, plasma, suero, fluido de lavado ductal, aspiracion a través del pezén, linfa (por
ejemplo, células tumorales diseminadas del ganglio linfatico), aspirado de médula 6sea, saliva, orina, deposiciones
(es decir, heces), esputo, fluido de lavado bronquial, lagrimas, aspiraciéon con aguja fina (por ejemplo, cosechadas
mediante aspiracion aleatoria con aguja fina periareolar), cualquier otro fluido corporal, una muestra de tejido (por
ejemplo, tejido tumoral) tal como una biopsia de un tumor (por ejemplo, biopsia con aguja) o un ganglio linfatico (por
ejemplo, biopsia del ganglio linfatico centinela), y extractos celulares de los mismos. En algunas realizaciones, la
muestra es sangre completa o un componente fraccionario de la misma tal como plasma, suero, glébulos rojos,
leucocitos tales como células mononucleares de sangre periférica, y/o células en circulacion raras. En realizaciones
en particular, la muestra se obtiene aislando leucocitos o células en circulacion de un tumor sélido a partir de sangre
completa o una fraccién celular de la misma usando cualquier técnica conocida en la técnica. . Si las células aisladas
se obtienen a partir un sujeto que no ha recibido tratamiento con un farmaco anticancer, las células aisladas se
pueden incubar in vitro en condiciones adecuadas con uno o un coctel de farmacos anticancer que se dirigen a uno
0 mas de los analitos a detectar en la etapa (c).

En ciertas realizaciones, el cancer es una neoplasia hematolégica (por ejemplo, leucemia, linfoma), sarcoma
osteogénico (por ejemplo, sarcoma de Ewing), sarcoma de tejido blando (por ejemplo, DFSP, rabdomiosarcoma),
otra neoplasia de tejido blando, carcinoma tiroideo papilar, o cancer de préstata. En realizaciones en particular, el
cancer estd causado por la formacion de una proteina de fusibn oncogénica debido a una translocacion
cromosomica en las células cancerosas o tumor.

En algunas realizaciones, las células aisladas se estimulan in vitro con factores de crecimiento como se describe en
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el presente documento. En otras realizaciones, el farmaco anticancer puede comprender una o mas de los agentes
terapéuticos descritos en el presente documento, que incluyen, pero no se limitan a anticuerpos monoclonales,
inhibidores de tirosina quinasa, agentes quimioterapéuticos, agentes terapéuticos hormonales, agentes
radioterapéuticos, y vacunas.

En algunas realizaciones, el estado de activacion detectado para la proteina de fusién oncogénica presente en el
extracto celular puede ser, por ejemplo, un estado de fosforilaciéon, un estado de ubiquitinacion, un estado de
formacion de complejos, o combinaciones de los mismos. En otras realizaciones, el soporte sélido puede
comprender, por ejemplo, vidrio, plastico, chips, pasadores, filtros, perlas, papel, membrana, haces de fibra, y
combinaciones de los mismos. Ademas en otras realizaciones, los anticuerpos de captura estan sujetos en el
soporte sélido en una matriz direccionable.

En ciertas realizaciones, el ensayo en la etapa (c) comprende:

(i) incubar (por ejemplo, poner en contacto) el extracto celular con la serie de diluciéon de anticuerpos de captura
para formar una pluralidad de proteinas de fusion oncogénicas capturadas (por ejemplo, para transformar las
proteinas de fusidbn oncogénicas presentes en el extracto celular en complejos de proteinas de fusion
oncogeénicas capturadas que comprenden las proteinas de fusidn oncogénicas y anticuerpos de captura);

(i) incubar (por ejemplo, poner en contacto) la pluralidad de proteinas de fusién oncogénicas capturadas con
anticuerpos de deteccién que comprenden anticuerpos independientes del estado de activacion y anticuerpos
dependientes del estado de activacion especificos para el mismo o diferente dominio de la proteina de fusién
oncogénica para formar una pluralidad de proteinas de fusién oncogénicas capturadas detectables (por ejemplo,
para transformar los complejos de proteinas de fusién oncogénicas capturadas en complejos de proteinas de
fusion oncogénicas capturadas detectables que comprenden las proteinas de fusidon oncogénicas capturadas y
anticuerpos de deteccion),

en el que los anticuerpos independientes del estado de activacion estan etiquetados con un resto facilitador, los
anticuerpos dependientes del estado de activaciéon estan etiquetados con un primer miembro de un par de
amplificacion de sefiales, y el resto facilitador genera un agente oxidante que se canaliza y reacciona con el
primer miembro del par de amplificacion de sefiales;

(i) incubar (por ejemplo, poner en contacto) la pluralidad de analitos capturados detectables con un segundo
miembro del par de amplificacién de sefales para generar una sefial amplificada; y

(iv) detectar la sefial amplificada generada a partir del primer y segundo miembros del par de amplificacién de
sefiales.

Los anticuerpos independientes del estado de activacion se pueden etiquetar directamente con el resto facilitador o
se pueden etiquetar indirectamente con el resto facilitador, por ejemplo, a través de hibridacion entre un
oligonucledtido conjugado con los anticuerpos independientes del estado de activacién y un oligonucle6tido
complementario conjugado con el resto facilitador. De forma analoga, los anticuerpos dependientes del estado de
activacion se pueden etiquetar directamente con el primer miembro del par de amplificacion de sefiales o se pueden
etiquetar indirectamente con el primer miembro del par de amplificacion de sefiales, por ejemplo, a través de la unién
entre un primer miembro de un par de unién conjugado con los anticuerpos dependientes del estado de activacion y
un segundo miembro del par de union conjugado con el primer miembro del par de amplificacién de sefiales. En
ciertos casos, el primer miembro del par de union es biotina y el segundo miembro del par de unién es una avidina
tal como estreptavidina o neutravidina.

En algunas realizaciones, el resto facilitador puede ser, por ejemplo, glucosa oxidasa (GO). En ciertos casos, la GO
y los anticuerpos independientes del estado de activacion se pueden conjugar con una molécula de dextrano
activado con sulfhidrilo. La molécula de dextrano activado con sulfhidrilo por lo general tiene un peso molecular de
aproximadamente 500 kDa (por ejemplo, aproximadamente 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, o
750 kDa). En otras realizaciones, el agente oxidante puede ser, por ejemplo, peréxido de hidrégeno (H2032). Ademas
en otras realizaciones, el primer miembro del par de amplificacion de sefales puede ser, por ejemplo, una
peroxidasa tal como peroxidasa de rabano picante (HRP). En otras realizaciones, el segundo miembro del par de
amplificacion de sefales puede ser, por ejemplo, un reactivo de tiramida (por ejemplo, biotina-tiramida).
Preferentemente, la sefial amplificada se genera por oxidacion de la peroxidasa de la biotina-tiramida para producir
una tiramida activada (por ejemplo, para transformar la biotina-tiramida en una tiramida activada). La tiramida
activada se puede detectar directamente o se puede detectar indirectamente, por ejemplo, después de la adicion de
un reactivo de deteccion de sefiales. Los ejemplos no limitantes de reactivos de deteccion de sefales incluyen
fluoréforos etiquetados con estreptavidina y combinaciones de peroxidasas etiquetadas con estreptavidina y
reactivos que cromogénicos tales como, por ejemplo, 3,3’,5,5'-tetrametilbencidina (TMB).

En ciertos casos, la HRP y los anticuerpos dependientes del estado de activacion se pueden conjugar con una
molécula de dextrano activado con sulfhidrilo. La molécula de dextrano activado con sulfhidrilo por lo general tiene
un peso molecular de aproximadamente 70 kDa (por ejemplo, aproximadamente 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 0 100 kDa).
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VI. Produccion de anticuerpos

La generacion y seleccion de anticuerpos aun no disponibles en el mercado para analizar los estados de activacion
de las proteinas de fusién oncogénicas o las moléculas de transduccion de sefiales en una muestra biolégica tal
como un extracto celular o lisado de acuerdo con la invencion se puede llevar a cabo de varias formas. Por ejemplo,
una forma es expresar y/o purificar un polipéptido de interés (es decir, un antigeno) usando métodos de expresion y
purificacién de proteinas conocidos en la técnica, mientras que otra forma es sintetizar el polipéptido de interés
usando métodos de sintesis de péptidos en fase sélida conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, Guide to
Protein Purification, Murray P. Deutcher, ed., Meth. Enzymol., Vol. 182 (1990); Solid Phase Peptide Synthesis, Greg
B. Fields, ed., Meth. Enzymol., Vol. 289 (1997); Kiso et al., Chem. Pharm. Bull., 38: 1192-99 (1990); Mostafavi et al.,
Biomed. Pept. Proteins Nucleic Acids, 1: 255-60, (1995); y Fujiwara et al., Chem. Pharm. Bull., 44: 1326-31 (1996).
El polipéptido purificado o sintetizado se puede inyectar, por ejemplo, en ratones o conejos, para generar
anticuerpos policlonales o monoclonales. El experto en la materia reconocerd que estan disponibles numerosos
procedimientos para la produccion de anticuerpos, por ejemplo, como se describe en Antibodies, A Laboratory
Manual, Harlow y Lane, Eds., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1988). El experto en la
materia también entendera que también se pueden preparar fragmentos de unién o fragmentos Fab que mimetizan
(por ejemplo, retienen las regiones funcionales de unién de) anticuerpos a partir de la informacion genética mediante
diversos procedimientos. Véanse, por ejemplo, Antibody Engineering: A Practical Approach, Borrebaeck, Ed., Oxford
University Press, Oxford (1995); y Huse et al., J. Immunol., 149: 3914-3920 (1992).

Ademas, numerosas publicaciones han informado del uso de la tecnologia de presentacion en fagos para producir y
analizar sistematicamente librerias de polipéptidos para su unién a un antigeno diana seleccionado (véase, por
ejemplo, Cwirla et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6378-6382 (1990); Devlin et al., Science, 249: 404-406 (1990);
Scott et al., Science, 249: 386-388 (1990); y Ladner et al., documento de Patente de Estados Unidos n.° 5.571.698).
Un concepto basico en los métodos de presentacion en fagos es el establecimiento de una asociacion fisica entre un
polipéptido codificado por el ADN del fago y un antigeno diana. Esta asociacion fisica se proporciona mediante la
particula del fago, que presenta un polipéptido como parte de una cépside que encierra el genoma del fago que
codifica el polipéptido. El establecimiento de una asociacion fisica entre los polipéptidos y su material genético
permite el analisis sistematico en masa simultdneo de numeros muy elevados de fagos que portan diferentes
polipéptidos. Los fagos que presenta un polipéptido con afinidad a un antigeno diana se unen al antigeno diana y
esos fagos se enriquecen mediante analisis sistematico de afinidad en el antigeno diana. La identidad de los
polipéptidos presentados por estos fagos se puede determinar a partir de sus respectivos genomas. Usando estos
métodos, a continuacion se puede sintetizar en masa un polipéptido identificado como que tiene afinidad de unién
por un antigeno deseado mediante métodos convencionales (véase, por ejemplo, el documento de Patente de
Estados Unidos n.° 6.057.098).

Los anticuerpos que se generan mediante estos métodos se pueden seleccionar en primer lugar mediante analisis
sistematico de afinidad y especificidad con el antigeno de polipéptido purificado de interés y, si se requiere,
comparar los resultados de la afinidad y especificidad de los anticuerpos con otros antigenos de polipéptido que se
desea que se excluyan de la union. El procedimiento de analisis sistematico puede implicar la inmovilizacion de
antigenos de polipéptido purificados en pocillos separados de placas de microtitulacién. La solucién que contiene un
anticuerpo o grupo de anticuerpos potenciales se coloca a continuacion en los respectivos pocillos de microtitulacion
y se incuban durante aproximadamente 30 minutos a 2 horas. A continuacion, los pocillos de microtitulacion se lavan
y se aflade un anticuerpo secundario marcado (por ejemplo, un anticuerpo anti-ratdbn conjugado con fosfatasa
alcalina si los anticuerpos obtenidos son anticuerpos de ratén) a los pocillos y se incuba durante aproximadamente
30 minutos y a continuacion se lava. Se afiade un sustrato los pocillos y una reaccién de color hara aparecer el lugar
en el que esta presente el anticuerpo en el antigeno de polipéptido inmovilizado.

A continuacién, los anticuerpos identificados de ese modo se pueden analizar adicionalmente para afinidad y
especificidad. En el desarrollo de inmunoensayos para una proteina diana, la proteina diana purificada actia como
patron con el que juzgar la sensibilidad y especificidad del inmunoensayo usando los anticuerpos que se han
seleccionado. Debido a que la afinidad de unién de los diversos anticuerpos puede diferir, por ejemplo, ciertas
combinaciones de anticuerpos pueden interferir entre si estéricamente, el rendimiento del ensayo de un anticuerpo
puede ser una medida mas importante que la afinidad y especificidad absolutas de ese anticuerpo.

Los expertos en la materia reconoceran que se pueden adoptar numerosos enfoques en la producciéon de
anticuerpos o fragmentos de unién y en el andlisis sistematico y la seleccion por afinidad y especificidad de los
diversos polipéptidos de interés, pero estos enfoques no cambian el alcance de la presente invencién.

A. Anticuerpos policlonales

Los anticuerpos policlonales se obtienen preferentemente en animales mediante multiples inyecciones subcutaneas
(sc) o intraperitoneales (ip) de un polipéptido de interés y un adyuvante. Puede ser Util conjugar el polipéptido de
interés a un vehiculo de proteina que sea inmunogénico en las especies que se inmunizan, tal como, por ejemplo,
hemocianina de lapa californiana, albimina de suero, tiroglobulina bovina, o inhibidor de tripsina de soja usando un
agente difuncional o de derivatizacion. Algunos ejemplos no limitantes de agentes difuncionales o de derivatizacion
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incluyen éster de maleimidobenzoilo de sulfosuccinimida (conjugacion a través de los restos de cisteina), N-
hidroxisuccinimida (conjugacion a través de los restos de lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCI;, y
R1N=C=NR, en la que Ry R1 son grupos alquilo diferentes.

Los animales se inmunizan frente al polipéptido de interés o un conjugado o derivado inmunogénico del mismo por
combinacion, por ejemplo, de 100 ug (para conejos) o 5 ug (para ratones) del antigeno o conjugado con 3
volumenes de adyuvante completo de Freund e inyeccién de la solucién por via intradérmica en mdltiples sitios. Un
mes después, los animales se estimulan con aproximadamente 1/5 o 1/10 de la cantidad original de polipéptido o
conjugado en adyuvante incompleto de Freund mediante inyeccion subcutanea en multiples sitios. De siete a catorce
dias después, los animales se sangran y el suero se somete a ensayo para la concentracién de anticuerpo. Los
animales se estimulan por lo general hasta que la concentracion alcanza una meseta. Preferentemente, el animal se
refuerza con el conjugado del mismo polipéptido, pero se puede usar conjugacién a una proteina inmunogénica
diferente y/o a través de un reactivo de reticulacion diferente. También se pueden usar conjugados en cultivos
celulares recombinantes en forma de proteinas de fusion. En ciertos casos, se pueden usar agentes de agregacion
tales como alumbre para mejorar la respuesta inmune.

B. Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales se obtienen generalmente a partir de una poblaciéon de anticuerpos basicamente
homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacion son idénticos excepto por posibles
mutaciones de origen natural que pueden estar presentes en cantidades minoritarias. De ese modo, el modificador
"monoclonal” indica que el caracter del anticuerpo no es una mezcla de anticuerpos discretos. Por ejemplo, se
pueden preparar anticuerpos monoclonales usando el método del hibridoma descrito por Kohler et al., Nature,
256: 495 (1975) o mediante cualquier método de ADN recombinante conocido en la técnica (véase, por ejemplo, el
documento de Patente de Estados Unidos n.° 4.816.567).

En el método del hibridoma, se inmuniza un ratén u otro animal hospedador apropiado (por ejemplo, un hamster)
como se ha descrito anteriormente para obtener linfocitos que producen o son capaces de producir anticuerpos que
se unen especificamente al polipéptido de interés usado para la inmunizacién. Como alternativa, los linfocitos se
inmunizan in vitro. Los linfocitos inmunizados se fusionan a continuacién con células de mieloma usando un agente
de fusién adecuado, tal como polietilenglicol, para formar células de hibridoma (véase, por ejemplo, Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, pp. 59-103 (1986)). Las células de hibridoma
preparadas de ese modo se siembran y se cultivan en un medio de cultivo adecuado que contiene preferentemente
uno o mas sustratos que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las células de mieloma precursoras no
fusionadas. Por ejemplo, si las células de mieloma precursoras carecen de la enzima hipoxantina guanina
fosforibosil transferasa (HGPRT), el medio de cultivo para las células de hibridoma incluira por lo general
hipoxantina, aminopterina, y timidina (medio HAT), que evita el crecimiento de las células deficientes en HGPRT.

Las células de mieloma preferentes son las que se fusionan de forma eficaz, soportan la produccion estable a alto
nivel de anticuerpo mediante las células productoras de anticuerpos seleccionadas, y/o son sensibles a un medio tal
como medio HAT. Algunos ejemplos de tales lineas celulares de mieloma preferentes para la produccién de
anticuerpos monoclonales humanos incluyen, pero no se limitan a, lineas de mieloma murino tales como las que se
obtienen a partir de los tumores de raton MOPC-21 y MPC-11 (disponibles en Salk Institute Cell Distribution Center;
San Diego, CA), células SP-2 o X63-Ag8-653 (disponibles en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo; Rockville,
MD), y lineas celulares de mieloma humano o heteromieloma de ratén-humano (véase, por ejemplo, Kozbor, J.
Immunol., 133: 3001 (1984); y Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, pp. 51-63 (1987)).

El medio de cultivo en el que se cultivan las células de hibridoma se puede someter a ensayo para la produccién de
anticuerpos monoclonales dirigidos frente al polipéptido de interés. Preferentemente, la especificidad de union de los
anticuerpos monoclonales producidos mediante células de hibridoma se determina mediante inmunoprecipitaciéon o
mediante un ensayo de union in vitro, tal como un radioinmunoensayo (RIA) o un ensayo por inmunoabsorcion ligado
a enzimas (ELISA). La afinidad de unién de los anticuerpos monoclonales se puede determinar usando, por ejemplo,
el analisis Scatchard de Munson et al., Anal. Biochem., 107: 220 (1980).

Después de que se hayan identificado las células de hibridoma que producen anticuerpos de la especificidad,
afinidad, y/o actividad deseadas, los clones se pueden subclonar mediante procedimientos de dilucion limitante y
cultivo mediante métodos convencionales (véase, por ejemplo, Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, Academic Press, pp. 59-103 (1986)). Algunos medios de cultivo adecuados para este fin incluyen, por
ejemplo, D-MEM o medio RPMI-1640. Ademas, las células de hibridoma se pueden cultivar in vivo en forma de
tumores de ascitis en un animal. Los anticuerpos monoclonales segregados por los subclones se pueden separar del
medio de cultivo, el fluido de ascitis, o el suero mediante procedimientos de purificacion de anticuerpos
convencionales tales como, por ejemplo, proteina A-Sepharose, cromatografia sobre hidroxiapatita, electroforesis en
gel, didlisis, o cromatografia por afinidad.

El ADN que codifica los anticuerpos monoclonales se puede aislar y secuenciar facilmente usando procedimientos
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convencionales (por ejemplo, mediante el uso de sondas de oligonucleétido que son capaces de unirse
especificamente a los genes que codifican las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos murinos). Las células
de hibridoma sirven como fuente preferente de tal ADN. Una vez aislado, el ADN se puede colocar en vectores de
expresion, que a continuacién se transfectan en células hospedadoras tales como células de E. coli, células COS de
simio, células de ovario de hamster chino (CHO), o células de mieloma que de otro modo no producen anticuerpo,
para inducir la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células hospedadoras recombinantes. Véanse, por
ejemplo, Skerra et al., Curr. Opin. Immunol., 5: 256-262 (1993); y Pluckthun, Immunol Rev., 130: 151-188 (1992). El
ADN también se puede modificar, por ejemplo, por sustitucién de la secuencia codificante de los dominios
constantes de cadena pesada y cadena ligera humanos en lugar de las secuencias murinas homélogas (véase, por
ejemplo, el documento de Patente de Estados Unidos n.° 4.816.567; y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
81: 6851 (1984)), o por unién covalente a la secuencia codificante de inmunoglobulina de la totalidad o parte de la
secuencia codificante de un polipéptido que no es inmunoglobulina.

En una realizacion mas, los anticuerpos o los fragmentos de anticuerpo monoclonales se pueden aislar a partir de
librerias de fagos de anticuerpos generadas usando las técnicas que se describen, por ejemplo, en McCafferty et al.,
Nature, 348: 552-554 (1990); Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991); y Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597
(1991). La produccién de anticuerpos monoclonales humanos de alta afinidad (en el intervalo nM) mediante barajado
de cadena se describe en Marks et al., BioTechnology, 10: 779-783 (1992). El uso de infeccion combinatoria y
recombinacion in vivo como estrategia para construir librerias muy grandes de fagos se describe en Waterhouse et
al., Nuc. Acids Res., 21: 2265-2266 (1993). De ese modo, estas técnicas son alternativas viables a los métodos de
hibridoma de anticuerpos monoclonales tradicionales para la generacion de anticuerpos monoclonales.

C. Anticuerpos humanizados

Los métodos para humanizar anticuerpos no humanos se conocen en la técnica. Preferentemente, un anticuerpo
humanizado tiene uno o mas restos de aminoacidos introducidos en el mismo a partir de una fuente que no es
humana. Estos restos de aminoacidos no humanos se denominan a menudo restos "importados”, que se toman por
lo general de un dominio variable "importado”. La humanizacién se lleva a cabo basicamente mediante la sustitucion
de las secuencias de la region hipervariable de un anticuerpo no humano por las secuencias correspondientes de un
anticuerpo humano. Véanse, por ejemplo, Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature,
332: 323-327 (1988); y Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988). Por lo tanto, tales anticuerpos
"humanizados" son anticuerpos quiméricos (véase, por ejemplo, el documento de Patente de Estados Unidos
n.° 4.816.567), en los que se ha sustituido basicamente menos de un dominio variable humano intacto por la
correspondiente secuencia de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados son por lo
general anticuerpos humanos en los que se sustituyen algunos restos de la region variable y posiblemente algunos
restos de la region marco conservada (FR) por restos de sitios analogos de anticuerpos de roedor.

La seleccion de los dominios variables humanos, tanto ligero como pesado, que se usan en la preparacion de los
anticuerpos humanizados que se describen en el presente documento es una consideracion importante para reducir
la antigenicidad. De acuerdo con el método denominado de "mejor ajuste”, la secuencia del dominio variable de un
anticuerpo de roedor se analiza sistematicamente frente a la libreria completa de secuencias de dominio variable
humanas. La secuencia humana que esta mas proxima a la del roedor se acepta a continuacion como el FR humano
para el anticuerpo humanizado (véanse, por ejemplo, Sims et al., J. Immunol., 151: 2296 (1993); y Chotia et al., J.
Mol. Biol., 196: 901 (1987)). Otro método usa un FR particular obtenido a partir de la secuencia de consenso de
todos los anticuerpos humanos de un subgrupo particular de cadenas ligeras o pesadas. Se puede usar el mismo FR
para varios anticuerpos humanizados diferentes (véanse, por ejemplo, Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89: 4285 (1992); y Presta et al., J. Immunol., 151: 2623 (1993)).

También es importante que los anticuerpos se humanicen con retencion de alta afinidad por el antigeno y otras
propiedades biol6gicas favorables. Para conseguir este objetivo, los anticuerpos humanizados se pueden preparar
mediante un proceso de andlisis de las secuencias precursoras y diversos productos humanizados conceptuales
usando modelos tridimensionales de las secuencias precursoras y humanizadas. Los modelos de inmunoglobulina
tridimensionales se encuentran disponibles habitualmente y son familiares para los expertos en la materia. Se
encuentran disponibles programas de ordenador que ilustran y presentan estructuras conformacionales
tridimensionales probables de las secuencias de inmunoglobulina candidatas seleccionadas. La inspeccion de estas
presentaciones permite el andlisis del papel probable de los restos en el funcionamiento de la secuencia de
inmunoglobulina candidata, es decir, el andlisis de los restos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina
candidata para unirse a su antigeno. De este modo, se pueden seleccionar restos de FR y combinar del receptor e
importar secuencias de un modo tal que se consigan las caracteristicas de anticuerpo deseadas, tales como
aumento de afinidad por el antigeno o antigenos diana. En general, los restos de la region hipervariable estan directa
y especificamente implicados en la influencia de unién a antigeno.

Se contemplan diversas formas de anticuerpos humanizados de acuerdo con la presente invencion. Por ejemplo, el

anticuerpo humanizado puede ser un fragmento de anticuerpo, tal como un fragmento Fab. Como alternativa, el
anticuerpo humanizado puede ser un anticuerpo intacto, tal como un anticuerpo IgA, IgG, o IgM intacto.
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D. Anticuerpos humanos

Como alternativa a la humanizacion, se pueden generar anticuerpos humanos. En algunas realizaciones, se pueden
producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que sean capaces, después de inmunizacion, de producir un
repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccion de inmunoglobulina endégena. Por ejemplo,
se ha descrito que la supresién homocigética del gen de la region de union (JH) de cadena pesada de anticuerpo en
ratones mutantes quiméricos y de linea germinal da como resultado la inhibicion completa de la produccion de
anticuerpo enddgeno. La transferencia del conjunto de genes de inmunoglobulina de linea germinal humana a tales
ratones mutantes de linea germinal dara como resultado la producciéon de anticuerpos humanos después de un
desafio antigénico. Véanse, por ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551 (1993); Jakobovits et
al., Nature, 362: 255-258 (1993); Bruggermann et al., Year in Immun., 7: 33 (1993); y los documentos de Patente de
Estados Unidos con n.*® 5.591.669, 5.589.369, y 5.545.807.

Como alternativa, se puede usar tecnologia de presentacién en fagos (véase, por ejemplo, McCafferty et al., Nature,
348: 552-553 (1990)) para producir anticuerpos y fragmentos de anticuerpos humanos in vitro, usando los repertorios
de genes del dominio variable (V) de inmunoglobulina de donadores sin inmunizar. De acuerdo con esa técnica, los
genes del dominio V de anticuerpo se clonan en marco en un gen de proteina de revestimiento mayoritario o
minoritario de un bacteriéfago filamentoso, tal como M13 o fd, y se presentan como fragmentos de anticuerpo
funcionales sobre la superficie de la particula de fago. Debido a que la particula filamentosa contiene una copia de
ADN monocatenario del genoma del fago, las selecciones basadas en las propiedades funcionales del anticuerpo
también dan como resultado la seleccién del gen que codifica el anticuerpo que exhibe esas propiedades. De ese
modo, el fago mimetiza algunas de las propiedades del linfocitos B. La presentacion en fagos se puede llevar a cabo
en una diversidad de formatos como se describe, por ejemplo, en Johnson et al., Curr. Opin. Struct. Biol., 3: 564-571
(1993). Se pueden usar varias fuentes de segmentos de gen de V para la presentacion en fagos. Véase, por
ejemplo, Nature, 352: 624-628 (1991). Se puede construir un repertorio de genes de V a partir de donadores
humanos sin inmunizar y se pueden aislar anticuerpos frente a diversos conjuntos de antigenos (incluyendo
autoantigenos) siguiendo basicamente las técnicas que se describen en Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597
(1991); Griffith et al., EMBO J., 12: 725-734 (1993); y los documentos de Patente de Estados Unidos con
n.°® 5.565.332 y 5.573.905.

En ciertos casos, se pueden generar anticuerpos humanos mediante linfocitos B activados in vitro como se describe,
por ejemplo, en los documentos de Patente de Estados Unidos con n.”® 5.567.610 y 5.229.275.

E. Fragmentos de anticuerpo

Se han desarrollado diversas técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpos. Tradicionalmente, estos
fragmentos se obtenian a través de digestion proteolitica de anticuerpos intactos (véase, por ejemplo, Morimoto et
al., J. Biochem. Biophys. Meth., 24: 107-117 (1992); y Brennan et al., Science, 229: 81 (1985)). Sin embargo, estos
fragmentos se pueden producir ahora directamente usando células hospedadoras recombinantes. Por ejemplo, los
fragmentos de anticuerpos se pueden aislar a partir de las librerias de fagos de anticuerpos que se han discutido
anteriormente. Como alternativa, se pueden recuperar directamente fragmentos Fab’-SH de células de E. coli y
acoplarse quimicamente para formar fragmentos F(ab’). (véase, por ejemplo, Carter et al., BioTechnology, 10: 163-
167 (1992)). De acuerdo con otro enfoque, se pueden aislar directamente fragmentos F(ab’), del cultivo celular
hospedador recombinante. Otras técnicas para la produccién de fragmentos de anticuerpos seran evidentes para los
expertos en la materia. En otras realizaciones, el anticuerpo de eleccién es un fragmento Fv de cadena individual
(scFv). Véanse, por ejemplo, el documento de Publicacion PCT n.° WO 93/16185; y los documentos de Patente de
Estados Unidos con n.*® 5.571.894 y 5.587.458. El fragmento de anticuerpo también puede ser un anticuerpo lineal
como se describe, por ejemplo, en el documento de Patente de Estados Unidos n.° 5.641.870. Tales fragmentos de
anticuerpo lineal pueden ser monoespecificos o diespecificos.

F. Anticuerpos diespecificos

Los anticuerpos diespecificos son anticuerpos que tienen especificidades de unién por al menos dos epitopos
diferentes. Algunos anticuerpos diespecificos a modo de ejemplo se pueden unir a dos epitopos diferentes del
mismo polipéptido de interés. Otros anticuerpos diespecificos pueden combinar un sitio de unién por el polipéptido
de interés con un sitio o sitios de unién por uno o mas antigenos adicionales. Los anticuerpos diespecificos se
pueden preparar en forma de anticuerpos de longitud completa o de fragmentos de anticuerpo (por ejemplo,
anticuerpos diespecificos F(ab’)2).

Los métodos para preparar anticuerpos diespecificos se conocen en la técnica. La produccion tradicional de
anticuerpos diespecificos de longitud completa se basa en la expresiéon conjunta de dos pares de cadena pesada-
cadena lineal de inmunoglobulina, donde las dos cadenas tienen diferentes especificidades (véase, por ejemplo,
Millstein et al., Nature, 305: 537-539 (1983)). Debido a la diversidad aleatoria de las cadenas pesada y ligera de las
inmunoglobulinas, estos hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de 10 moléculas de anticuerpo
diferentes, de las que es solo una tiene la estructura diespecifica correcta. La purificacion de la molécula correcta se
lleva a cabo habitualmente mediante cromatografia de afinidad. Se desvelan procedimientos similares en el
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documento de Publicacién PCT n.° WO 93/08829 y Traunecker et al., EMBO J., 10: 3655-3659 (1991).

De acuerdo con un enfoque diferente, se fusionan dominios variables de anticuerpo con las especificidades de union
deseadas (sitios de combinaciéon anticuerpo-antigeno) a secuencias de dominio constantes de inmunoglobulina. La
fusién es preferentemente con un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina, que comprende al
menos la parte de la bisagra, y las regiones CH2, y CH3. Es preferente tener una primera regién constante de
cadena pesada (CH1) que contenga el sitio necesario para la unién de la cadena ligera presente en al menos una de
las fusiones. El ADN que codifica las fusiones de cadena pesada de inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera
de inmunoglobulina, se insertan en vectores de expresién separados, y se transfectan conjuntamente en un
organismo hospedador adecuado. Esto proporciona una gran flexibilidad en el ajuste de las propiedades mutuas de
los tres fragmentos de polipéptido en realizaciones en las que proporciones desiguales de las tres cadenas de
polipéptido que se usan en la construccién proporcionan rendimientos éptimos. Sin embargo, es posible insertar las
secuencias codificantes de dos o las tres cadenas de polipéptido en un vector de expresion cuando la expresion de
al menos dos cadenas de polipéptido en proporciones iguales da como resultado mayores rendimientos o cuando las
proporciones no son de especial importancia.

En una realizacion preferente de este enfoque, los anticuerpos diespecificos estan compuestos por una cadena
pesada de inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad de unién en un brazo, y un par cadena pesada-
cadena ligera de inmunoglobulina hibrido (que proporciona una segunda especificidad de unién) en el otro brazo.
Esta estructura asimétrica facilita la separacion del compuesto diespecifico deseado de las combinaciones de
cadena de inmunoglobulina no deseadas, dado que la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina solo en
una mitad de la molécula diespecifica proporciona una forma facil de separacién. Véanse, por ejemplo, el documento
de Publicacién PCT n.° WO 94/04690 y Suresh et al., Meth. Enzymol., 121: 210 (1986).

De acuerdo con otro enfoque que se describe en el documento de Patente de Estados Unidos n.° 5.731.168, la
interfase entre un par de moléculas de anticuerpo se puede someter a ingenieria para maximizar el porcentaje de
heterodimeros que se recuperan de un cultivo celular recombinante. La interfase preferente comprende al menos
una parte del dominio CH3 de un dominio constante de anticuerpo. En este método, se reemplazan una o mas
cadenas laterales de aminoacido pequefias de la primera molécula de anticuerpo con cadenas laterales mas
grandes (por ejemplo, tirosina o triptéfano). Se crean "cavidades" de compensacién de tamafio idéntico o similar a la
cadena o cadenas laterales grandes en la interfase de la segunda molécula de anticuerpo por reemplazo de las
cadenas laterales de aminoacido grandes con otras mas pequefias (por ejemplo, alanina o treonina). Esto
proporciona un mecanismo para aumentar el rendimiento del heterodimero sobre otros productos finales no
deseados tales como homodimeros.

Los anticuerpos diespecificos incluyen anticuerpos reticulados o "heteroconjugados”. Por ejemplo, uno de los
anticuerpos en el heteroconjugado se puede acoplar a avidina, y el otro a biotina. Los anticuerpos heteroconjugados
se pueden preparar usando cualquier método de reticulacién conveniente. Los agentes y las técnicas de reticulacion
adecuados se conocen en la técnica, y se desvelan, por ejemplo, en el documento de Patente de Estados Unidos
n.° 4.676.980.

También se conocen en la técnica técnicas adecuadas para generar anticuerpos diespecificos a partir de fragmentos
de anticuerpo. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos diespecificos usando union quimica. En ciertos casos,
los anticuerpos diespecificos se pueden generar mediante un procedimiento en el que los anticuerpos intactos se
escinden proteoliticamente para generar fragmentos F(ab’), (véase, por ejemplo, Brennan et al., Science, 229: 81
(1985)). Estos fragmentos se reducen en presencia del agente complejante de ditiol arsenito sédico para estabilizar
ditioles vecinales y prevenir la formacion de disulfuro intermolecular. Se generan los fragmentos Fab' y a
continuacion se convierten en derivados de tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados Fab’-TNB se convierte a
continuacién en el Fab'-tiol por reduccion con mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar del otro
derivado Fab’-TNB para formar un anticuerpo diespecifico.

En algunas realizaciones, se pueden recuperar directamente fragmentos Fab’-SH de E. coli y acoplarse
guimicamente para formar anticuerpos diespecificos. Por ejemplo, se puede producir una molécula F(ab’), de
anticuerpo diespecifico completamente humanizado mediante los métodos que se describen en Shalaby et al., J.
Exp. Med., 175:217-225 (1992). Cada fragmento Fab’ se segregé separadamente de E. coli y se sometié a
acoplamiento quimico dirigido in vitro para formar el anticuerpo diespecifico.

También se han descrito diversas técnicas para preparar y aislar fragmentos de anticuerpo diespecifico directamente
de cultivo celular recombinante. Por ejemplo, se han producido anticuerpos diespecificos usando cremalleras de
leucina. Véase, por ejemplo, Kostelny et al., J. Immunol., 148:; 1547-1553 (1992). Los péptidos de cremallera de
leucina de las proteinas Fos y Jun se unieron a las partes Fab' de dos anticuerpos diferentes mediante fusién
génica. Los homodimeros de anticuerpo se redujeron en la regién de bisagra para formar monémeros y a
continuacion se oxidaron nuevamente para formar los heterodimeros de anticuerpo. Este método también se puede
utilizar para la produccién de homodimeros de anticuerpo. La tecnologia de "dianticuerpo” descrita por Hollinger et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993) ha proporcionado un mecanismo alternativo para preparar
fragmentos de anticuerpo diespecifico. Los fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH)
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conectado a un dominio variable de cadena ligera (VL) mediante un conector que es demasiado corto para permitir
el emparejamiento entre los dos dominios de la misma cadena. Por lo tanto, los dominios VH y VL de un fragmento
se fuerzan emparejarse con los dominios VL y VH complementarios de otro fragmento, formando de ese modo dos
sitios de union a antigeno. Otra estrategia para preparar fragmentos de anticuerpo diespecifico mediante el uso de
dimeros de Fv de cadena individual (sFv) se describe en Gruber et al., J. Immunol., 152: 5368 (1994).

También se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos
triespecificos. Véase, por ejemplo, Tutt et al., J. Immunol., 147: 60 (1991).

G. Purificacién de anticuerpos

Cuando se usan técnicas recombinantes, se pueden producir anticuerpos en el interior de una célula hospedador
aislada, en el espacio periplasmatico de una célula hospedadora, o segregarse directamente de una célula
hospedadora al medio. Si el anticuerpo se produce intracelularmente, se retiran en primer lugar los residuos
formados por particulas, por ejemplo, mediante centrifugacion o ultrafiltracién. Carter et al., BioTech., 10: 163-167
(1992) describen un procedimiento para aislar anticuerpos que se segregan en el espacio periplasmatico de E. coli.
En resumen, se descongela la pasta celular en presencia de acetato sodico (pH 3,5), EDTA, y fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) durante aproximadamente 30 min. Los residuos celulares se pueden retirar por
centrifugacion. Cuando se segrega el anticuerpo al medio, los sobrenadantes de tales sistemas de expresién se
concentran generalmente usando un filtro de concentracion de proteinas disponible en el mercado, por ejemplo, una
unidad de ultrafiltracion de Amicon o Millipore Pellicon. Se puede incluir un inhibidor de proteasa tal como PMSF en
cualquiera de las etapas precedentes para inhibir la protedlisis y se pueden incluir antibiéticos para prevenir el
crecimiento de contaminantes accidentales.

La composicion de anticuerpo preparada a partir de células se puede purificar usando, por ejemplo, cromatografia
sobre hidroxiapatita, electroforesis en gel, dialisis, y cromatografia de afinidad. La idoneidad de la proteina A como
ligando de afinidad depende de las especies y del isotipo del dominio Fc de inmunoglobulina que esta presente en el
anticuerpo. La proteina A se puede usar para purificar anticuerpos que se basan en cadenas pesadas y1, y2, o y4
humanas (véase, por ejemplo, Lindmark et al., J. Immunol. Meth., 62: 1-13 (1983)). La proteina G se recomienda
para todos los isotipos de ratdén y para y3 humana (véase, por ejemplo, Guss et al., EMBO J., 5: 1567-1575 (1986)).
La matriz a la que se une el ligando de afinidad es en la mayoria de los casos agarosa, pero estan disponibles otras
matrices. Las matrices mecanicamente estables tales como vidrio de poro controlado o poli(estirenodivinil)benceno
permiten mayores caudales y menores tiempos de procesamiento que los que se consiguen con agarosa. Cuando el
anticuerpo comprende un dominio CH3, la resina Bakerbond ABX™ (J. T. Baker; Phillipsburg, N.J.) es util para la
purificacién. También se encuentran disponibles otras técnicas para purificacion de proteinas tales como
fraccionamiento sobre una columna de intercambio i6nico, precipitacion en etanol, HPLC en fase inversa,
cromatografia sobre silice, cromatografia sobre heparina SEPHAROSE™, cromatografia sobre una resina de
intercambio aniénico o catiénico (tal como una columna de poliacido aspartico), cromatoenfoque, SDS-PAGE, y
precipitacion en sulfato de amonio, dependiendo del anticuerpo que se recupera.

Después de cualquier etapa o etapas de purificacion preliminares, la mezcla que comprende el anticuerpo de interés
y los contaminantes se puede someter a cromatografia de interaccion hidr6foba de bajo pH usando un tampén de
elucion con un pH entre aproximadamente 2,5-4,5, llevada a cabo preferentemente con bajas concentraciones
salinas (por ejemplo, sal aproximadamente 0-0,25 M).

El experto en la materia entendera que cualquier molécula de unién que tenga una funcion similar a un anticuerpo,
por ejemplo, una molécula de unién o un compafero de union que sea especifico por uno o mas analitos de interés
en una muestra, se puede usar en los métodos y las composiciones de la presente invencién. Algunos ejemplos de
moléculas de tipo anticuerpo incluyen, pero no se limitan, anticuerpos de dominio, uni-anticuerpos, nano-anticuerpos,
proteinas reactivas de antigeno de tiburdn, avimeros, adnectinas, anticalmas, ligandos de afinidad, filbmeros,
aptameros, afi-anticuerpos, trinectinas, y similares.

VII. Métodos de administracién

De acuerdo con los métodos de la presente invencioén, los farmacos anticancer que se describen en el presente
documento se administran a un sujeto mediante cualquier medio conveniente conocido en la técnica. Los métodos
de la presente invencion se pueden usar para seleccionar un farmaco anticancer o combinacion de farmacos
anticancer conocidos para el tratamiento de un cancer (por ejemplo, una neoplasia hematolégica) en un sujeto. Los
métodos de la invencién también se pueden usar para identificar la respuesta de un cancer (por ejemplo, una
neoplasia hematolégica) en un sujeto al tratamiento con un farmaco anticAncer o combinacién de farmacos
anticancer. Ademas, los métodos de la invencion se pueden usar para predecir la respuesta de un sujeto que tiene
cancer (por ejemplo, una neoplasia hematoldgica) al tratamiento con un farmaco anticancer o combinacion de
farmacos anticancer. Ademas, los métodos de la presente invencion se pueden usar para identificar a un sujeto que
tiene cancer (por ejemplo, una neoplasia hematoldgica) que es resistente al tratamiento con un farmaco anticancer o
combinacién de farmacos anticancer. Los expertos en la materia observaran que los farmacos anticancer que se
describen en el presente documento se pueden administrar solos o como parte de un enfoque terapéutico
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combinado con quimioterapia convencional, radioterapia, terapia hormonal, inmunoterapia, y/o cirugia.

En ciertas realizaciones, el farmaco anticAncer comprende un agente anti-sefializacién (es decir, un farmaco
citostatico) tal como un anticuerpo monoclonal o un inhibidor de tirosina quinasa; un agente anti-proliferativo; un
agente quimioterapéutico (es decir, un farmaco citotoxico); un agente terapéutico hormonal; un agente
radioterapéutico; un vacuna; y/o cualquier otro compuesto con la capacidad de reducir o anular el crecimiento
descontrolado de células anémalas tales como células cancerosas. En algunas realizaciones, el sujeto se trata con
uno o mas agentes anti-sefializacion, agentes anti-proliferativos, y/o agentes terapéuticos hormonales en
combinacién con al menos un agente quimioterapéutico. Los anticuerpos monoclonales, inhibidores de tirosina
quinasa, agentes anti-proliferativos, agentes quimioterapéuticos, agentes terapéuticos hormonales, agentes
radioterapéuticos, y vacunas a modo de ejemplo se han descrito anteriormente.

En algunas realizaciones, los farmacos anticancer que se describen en el presente documento se pueden co-
administrar con agentes inmunoterapéuticos convencionales que incluyen, pero no se limitan a, agentes
inmunoestimulantes (por ejemplo, Bacilo de Calmette-Guérin (BCG), levamisol, interleuquina-2, alfa-interferon, etc.),
inmunotoxinas (por ejemplo, conjugado de anticuerpo monoclonal anti-CD33-caliqueamicina, conjugado de
anticuerpo monoclonal anti-CD22-exotoxina de pseudomonas, etc.), y radioinmunoterapia (por ejemplo, anticuerpo
monoclonal anti-CD20 conjugado con **'In, Y, 0 !, etc.).

Los farmacos anticancer se pueden administrar con un excipiente farmacéutico adecuado segun sea necesario y se
puede llevar a cabo a través de cualquiera de los modos de administracion aceptados. De ese modo, la
administracion puede ser, por ejemplo, oral, bucal, sublingual, gingival, palatal, intravenosa, topica, subcutanea,
transcutanea, transdérmica, intramuscular, intraarticular, parenteral, intraarterial, intradérmica, intraventricular,
intracraneal, intraperitoneal, intravesical, intratecal, intralesional, intranasal, rectal, vaginal, o por inhalacién. Por
"administracion conjunta” se pretende indicar que un farmaco anticancerigeno se administra al mismo tiempo, justo
antes de, o justo después de la administracion de un segundo farmaco (por ejemplo, otro farmaco anticancer, un
farmaco util para reducir los efectos secundarios asociados a la terapia del farmaco anticancer, un agente
radioterapéutico, un agente terapéutico hormonal, un agente inmunoterapéutico, etc.).

Se puede administrar repetidamente una cantidad terapéuticamente eficaz de un farmaco anticancer, por ejemplo, al
menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 0 mas veces, o la dosis se puede administrar mediante infusién continua. La dosis puede
tomar la forma de polvo sélido, semisdlido, liofilizado, o formas de dosificacion liquida, tales como, por ejemplo,
comprimidos, pildoras, microgranulos, capsulas, polvos, soluciones, suspensiones, emulsiones, supositorios,
enemas de retencién, cremas, pomadas, lociones, geles, aerosoles, espumas, o similares, preferentemente en
formas de dosificacion unitaria adecuadas para la administracion sencilla de dosis precisas.

Como se usa en el presente documento, la expresion "forma de dosificacion unitaria” se refiere a unidades
fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para sujetos humanos y otros mamiferos,
conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de un farmaco anticancer calculada para producir el inicio,
tolerabilidad, y/o efectos terapéuticos deseados, junto con un excipiente farmacéutico adecuado (por ejemplo, una
ampolla). Ademas, se pueden preparar formas de dosificacion mas concentradas, a partir de las que se pueden
producir a continuacion formas de dosificacion unitarias mas diluidas. Las formas de dosificacion mas concentradas
contendran de ese modo basicamente mas de, por ejemplo, al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 0 mas veces la
cantidad del farmaco anticancer.

Los expertos en la materia conocen los métodos para preparar tales formas de dosificacion (véase, por ejemplo,
REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 18TH ED., Mack Publishing Co., Easton, PA (1990)). Las formas
de dosificacion incluyen por lo general un vehiculo o excipiente farmacéuticamente convencional y pueden incluir
ademas otros agentes medicinales, vehiculos, adyuvantes, diluyentes, mejoradores de la permeacién de tejidos,
solubilizantes, y similares. Los excipientes apropiados se pueden ajustar a la forma de dosificacién y ruta de
administracion particulares mediante métodos bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, REMINGTON’'S
PHARMACEUTICAL SCIENCES, citado anteriormente).

Algunos ejemplos de excipientes adecuados incluyen, pero no se limitan a, lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol,
manitol, almidones, goma arabiga, fosfato de calcio, alginatos, tragacanto, gelatina, silicato de calcio, celulosa
microcristalina, polivinilpirrolidona, celulosa, agua, solucién salina, jarabe, metilcelulosa, etilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, y acidos poliacrilicos tales como Carbopoles, por ejemplo, Carbopol 941, Carbopol 980,
Carbopol 981, etc. Las formas de dosificacion pueden incluir ademas agentes lubricantes tales como talco, estearato
de magnesio, y aceite mineral; agentes humectantes; agentes emulgentes; agentes de suspensién; agentes
conservantes tales como hidroxi-benzoatos de metilo, etilo, y propilo (es decir, parabenos); agentes de ajuste de pH
tales como acidos y bases inorganicos y organicos; agentes edulcorantes; y agentes aromatizantes. Las formas de
dosificacion también pueden comprender perlas de polimero biodegradable, dextrano, y complejos de inclusion de
ciclodextrina.

Para administracion oral, la dosis terapéuticamente eficaz puede estar en forma de comprimidos, capsulas,
emulsiones, suspensiones, soluciones, jarabes, pulverizaciones, grageas, polvos, o formulaciones de liberacion
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sostenida. Algunos excipientes adecuados para administracion oral incluyen las calidades farmacéuticas de manitol,
lactosa, almiddn, estearato de magnesio, sacarina sddica, talco, celulosa, glucosa, gelatina, sacarosa, carbonato de
magnesio, y similares.

En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente eficaz toma la forma de una pildora, comprimido, o capsula vy,
de ese modo, la forma de dosificacion puede contener, junto con un farmaco anticancer, cualquiera de los
siguientes: un diluyente tal como lactosa, sacarosa, fosfato dicélcico, y similares; un disgregante tal como almidén o
derivados del mismo; un lubricante tal como estearato de magnesio y similar; un aglutinante tal como un almidon,
goma arabiga, polivinilpirrolidona, gelatina, celulosa y derivados de la misma. Un farmaco anticancer también se
puede formular en un supositorio dispuesto, por ejemplo, en un vehiculo de polietilenglicol (PEG).

Las formas de dosificacion liquida se pueden preparar por disolucién o dispersion de un farmaco anticancer y
opcionalmente uno o mas adyuvantes farmacéuticamente aceptables en un vehiculo tal como, por ejemplo, soluciéon
salina acuosa (por ejemplo, cloruro sédico al 0,9 % en p/v), dextrosa acuosa, glicerol, etanol, y similares, para formar
una solucién o suspension, por ejemplo, para administracion oral, tépica, o intravenosa. Un farmaco anticancer
también se puede formular en un enema de retencion.

Para administracion topica, la dosis terapéuticamente eficaz puede estar en forma de emulsiones, lociones, geles,
espumas, cremas, jaleas, soluciones, suspensiones, pomadas, y parches transdérmicos. Para administracién por
inhalacion, el farmaco anticancer se puede suministrar en forma de un polvo seco o en forma liquida mediante un
nebulizador. Para administracion parenteral, la dosis terapéuticamente eficaz puede estar en forma de soluciones
inyectables estériles y polvos envasados estériles. Preferentemente, las soluciones inyectables se formulan a un pH
de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 7,5.

La dosis terapéuticamente eficaz también se puede proporcionar en una forma liofilizada. Tales formas de
dosificacién pueden incluir un tampén, por ejemplo, bicarbonato, para reconstitucién antes de administracién, o el
tampon puede estar incluido en la forma de dosificacion liofilizada para reconstituciéon, por ejemplo, con agua. La
forma de dosificacion liofilizada puede comprender ademas un vasoconstrictor adecuado, por ejemplo, epinefrina. La
forma de dosificacion liofilizada se puede proporcionar en una jeringa, envasada opcionalmente junto con el tampoén
para reconstitucion, de un modo tal que la forma de dosificacion reconstituida se pueda administrar inmediatamente
a un sujeto.

Un sujeto también se puede monitorizar a intervalos de tiempo periédicos para evaluar la eficacia de un cierto
régimen terapéutico. Por ejemplo, los estados de activacion de ciertas proteinas de fusién oncogénicas y/o
moléculas de transduccién de sefales pueden cambiar basandose en el efecto terapéutico del tratamiento con uno o
mas de los farmacos anticancer que se describen en el presente documento. El sujeto se puede monitorizar para
evaluar la respuesta y comprension de los efectos de ciertos farmacos o tratamientos en un enfoque individualizado.
Ademas, los sujetos que responden inicialmente a un farmaco anticancer o combinacion de farmacos anticancer
especificos pueden llegar a ser resistentes al farmaco o la combinacion de farmacos, lo que indica que estos sujetos
han desarrollado resistencia a farmaco adquirida. Estos sujetos se pueden discontinuar de la terapia en curso y se
puede prescribir un tratamiento alternativo de acuerdo con los métodos de la presente invencion.

En ciertos aspectos, los métodos que se describen en el presente documento se pueden usar junto con paneles de
marcadores de expresién génica que predicen la probabilidad de prognosis y/o reaparicion de cancer en diversas
poblaciones. Estos paneles génicos pueden ser Utiles para identificar individuos que es poco probable que
experimenten reaparicion y, de ese modo, poco probable que se benefician de quimioterapia adyuvante. Los paneles
de expresién se pueden usar para identificar sujetos que pueden evitar de forma segura quimioterapia adyuvante,
sin afectar de forma negativa los resultados exentos de enfermedad y de supervivencia globales.

Ademas, en ciertos otros aspectos, los métodos que se describen en el presente documento se pueden usar junto
con paneles de marcadores de expresidon génica que identifican los tumores originales de canceres de causa
primaria desconocida (CUP). Estos paneles génicos pueden ser (tiles en la identificacion de sujetos con cancer
metastasico que se beneficiarian de una terapia consistente con la que se da a los sujetos diagnosticados
inicialmente con cancer. Algunos sistemas adecuados incluyen, pero no se limitan a, el ensayo Aviara CancerTYPE
ID, un ensayo de expresion basado en RT-PCR que mide 92 genes para identificar el sitio primario de origen de 39
tipos de tumor; y el Ensayo de Origen Pathwork® Tissue, gue mide la expresién de mas de 1600 genes en una
micromatriz y compara una "firma" de expresion génica de tumores frente a los de 15 tipos de tejido conocidos.

VIII. Ejemplos
Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no limitar, la invencion reivindicada.

Ejemplo 1. Deteccién de celda individual usando un ELISA de micromatriz de detector doble de proximidad
con amplificacion de sefial de tiramida

Este ejemplo ilustra un ELISA de sandwich de micromatriz de detector doble de proximidad, alto rendimiento,
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multiplexado, que tiene un intervalo dinamico superior que es adecuado para analizar los estados de activacion de
proteinas de fusion y moléculas de transduccion de sefiales en extractos celulares preparados a partir de células
aisladas. En realizaciones en particular, el ensayo de proximidad estd en el formato de una micromatriz
direccionable.

1) Se imprimié anticuerpo de captura en un portaobjetos FAST de 16 pocillos (Whatman Inc.) con una dilucién
seriada de 1 mg/ml a 0,004 mg/ml. Como alternativa, se puede usar una serie de dilucién de 2 veces de cada
anticuerpo de captura (0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml, y 0,0625 mg/ml), y se pueden realizar aplicaciones puntuales
dobles y cuéadruples para cada dilucion del anticuerpo. Para detectar la proteina de fusion BCR-ABL, un
anticuerpo de captura a modo de ejemplo comprende un anticuerpo monoclonal o policlonal anti-BCR.

2) Después de secar durante una noche, el portaobjetos se bloqued con tampén de bloqueo Whatman.

3) Se afiadieron 80 pl de lisado celular a cada pocillo con una dilucién seriada 10 veces. El pocillo se incubd
durante dos horas a temperatura ambiente.

4) Después de seis lavados con TBS-Tween, se afiadieron 80 pl de anticuerpos de deteccion para el ensayo de
proximidad diluidos en TBS-Tween/BSA al 2 % /FBS al 1 % a los portaobjetos. Para detectar la proteina de
fusion BCR-ABL, algunos anticuerpos de deteccion a modo de ejemplo incluyen: (1) un anticuerpo monoclonal o
policlonal anti-ABL directamente conjugado a glucosa oxidasa (GO); y (2) un anticuerpo monoclonal o policlonal
que reconoce ABL fosforilado directamente conjugado a peroxidasa de rabano picante (HRP). La incubacién fue
durante 2 horas a temperatura ambiente.

5) Como alternativa, la etapa de deteccién puede utilizar un conjugado de biotina del anticuerpo que reconoce
ABL fosforilado. En estos casos, después de seis lavados se incluyé una etapa secuencial adicional de
incubacién con estreptavidina-HRP durante 1 hora.

6) Como alternativa, la etapa de deteccion puede utilizar un conjugado de GO mediado por oligonucleétido del
anticuerpo anti-ABL. Se puede usar el conjugado directamente o el conjugado unido a biotina-estreptavidina (SA)
de HRP al anticuerpo de ABL fosforilado.

6) Para la amplificacién de sefial, se afadieron 80 pul de biotina-tramida a 5 ug/ml y se hicieron reaccionar
durante 15 min. El portaobjetos se lavo seis veces con TBS-Tween, dos veces con DMSO al 20%/TBS-Tween, y
una vez con TBS.

7) Se afiadieron 80 pl de SA-Alexa 555 y se incubaron durante 30 min. El portaobjetos se lavo a continuacion dos
veces, se sec6 durante 5 minutos, y se escane6 en un escaner de micromatriz (Perkin-Elmer, Inc.).

El formato de micromatriz de ensayo de proximidad que se describe en el presente documento exhibe de forma
ventajosa un fondo muy bajo (por ejemplo, en comparacién con ensayos de dos anticuerpos) debido al aumento de
especificidad obtenido por deteccion de la proximidad entre los dos anticuerpos de deteccion.

Ejemplo 2. Generacién de perfiles de activacion para la seleccién de farmaco

Las composiciones y los métodos de la presente invencidon se pueden aplicar para la seleccion de farmaco para el
tratamiento de cancer. Como un ejemplo no limitante, la presente invencién encuentra utilidad en la identificacion de
la presencia y/o la actividad de una o una pluralidad de las proteinas de fusidon oncogénicas asociadas a tumores
malignos hematolégicos con el fin de proporcionar el tratamiento apropiado para pacientes con estos tipos de
cancer. Un protocolo habitual supone la generacion de dos perfiles, un perfil de activacion de referencia y un perfil de
activacion de ensayo, que a continuacion se comparan para determinar la eficacia de un régimen de tratamiento de
farmaco particular (véase, Figura 2).

Perfil de activaciéon de referencia

Para obtener un perfil de activacion de referencia, se obtiene una muestra de sangre de un paciente que tiene un
tipo especifico de cancer (por ejemplo, leucemia tal como CML) antes del tratamiento con farmaco anticancer. Se
aislan células tumorales de la muestra de sangre usando, por ejemplo, cualquiera de las técnicas que se describen
con mayor detalle en el presente documento. Las células aisladas se pueden estimular in vitro con uno o mas
factores de crecimiento. Las células estimuladas se lisan a continuacion para producir un extracto celular. El extracto
celular se aplica a una matriz direccionable que contiene una serie de dilucion de un panel de anticuerpos de captura
especificos para una o una pluralidad de las proteinas de fusién oncogénicas (solas o0 en combinacion con una o una
pluralidad de moléculas de transduccion de sefiales) cuyos estados de activacion pueden estar alterados en el tipo
de cancer del paciente. La deteccion individual o los ensayos de proximidad se llevan a cabo usando los anticuerpos
de deteccion apropiados (por ejemplo, anticuerpos independientes del estado de activacién y/o anticuerpos
dependientes del estado de activacion) para determinar el estado de activacion de cada analito de interés. De ese
modo se genera un perfil de activacién de referencia que proporciona los estados de activacion de analitos
especificos tales como proteinas de fusidon oncogénicas en el cancer del paciente en ausencia de cualquier farmaco
anticancer.

Perfil de activacién de ensayo
Para obtener un perfil de activacion de ensayo, se obtiene una segunda muestra de sangre del paciente que tiene el

tipo especifico de cancer (por ejemplo, leucemia tal como CML) antes del tratamiento con farmaco anticancer o
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después de la administracion de un farmaco anticancer (por ejemplo, en cualquier momento en el curso del
tratamiento del cancer). Se aislan células tumorales de la muestra de sangre. Si las células aisladas se obtienen a
partir de un paciente que no ha recibido tratamiento con un farmaco anticancer, las células aisladas se incuban con
los farmacos anticancer que fijan como diana una o mas de las proteinas de fusion oncogénicas activadas y/o las
moléculas de transduccién de sefiales determinadas a partir del perfil de activacién de referencia que se ha descrito
anteriormente. Por ejemplo, si se determina a partir del perfil de activacion de referencia que se activa la proteina de
fusion BCR-ABL, entonces las células se pueden incubar con imatinib (Gleevec®). Las células aisladas se pueden
estimular a continuaciéon de in vitro con uno o mas factores de crecimiento. Las células aisladas se lisan a
continuacién para producir un extracto celular. El extracto celular se aplica a la matriz direccionable y se llevan a
cabo la deteccion individual o los ensayos de proximidad para determinar el estado de activacion de cada analito de
interés. Se genera de ese modo un perfil de activacion de ensayo para el paciente que proporciona los estados de
activacion de los analitos especificos tales como proteinas de fusién oncogénicas en el cancer del paciente en
presencia de farmacos anticancer especificos.

Seleccién de farmaco

Se determina que los farmacos anticancer son adecuados o inadecuados para el tratamiento del cancer del paciente
por comparacién del perfil de activacién de ensayo con el perfil de activacion de referencia. Por ejemplo, si el
tratamiento con farmaco hace que la mayoria o la totalidad de las proteinas de fusién oncogénicas y/o las moléculas
de transduccion de sefiales estén basicamente menos activadas que en ausencia de los farmacos, por ejemplo, un
cambio de activacion fuerte sin los farmacos a activacion débil o muy débil con los farmacos, entonces se determina
que el tratamiento es adecuado para el cancer del paciente. En tales casos, el tratamiento se inicia con el farmaco
anticancer adecuado en un paciente que no ha recibido terapia de farmaco o se continla el tratamiento posterior con
el farmaco anticancer adecuado en un paciente que ya ha recibido el farmaco. Sin embargo, si el tratamiento de
farmaco se considera inadecuado para el tratamiento del cancer del paciente, se seleccionan diferentes farmacos y
se usan para generar un nuevo perfil de activacion de ensayo, que a continuacion se compara con el perfil de
activacion de referencia. En tales casos, el tratamiento se inicia con un farmaco anticancer adecuado en un paciente
gue no ha recibido terapia de farmaco o se cambia el tratamiento posteriormente a un farmaco anticancer adecuado
en un paciente que en ese momento esta recibiendo el farmaco inadecuado.

El protocolo que se describe en este ejemplo también es (til para identificar pacientes que son resistentes a terapia
con un inhibidor de tirosina quinasa tal como imatinib debido a mutaciones en la proteina quinasa diana (por
ejemplo, BCR-ABL), no cumplimiento con el régimen terapéutico, y/o administracién de una dosis de farmaco
suboéptima.

Ejemplo 3. Proteinas de fusion oncogénicas a modo de ejemplo asociadas con cancer

Este ejemplo proporciona un listado no exhaustivo de translocaciones en tumores humanos que causan la formacion
de proteinas de fusidn oncogénicas y sus neoplasias asociadas.

Linfoma de Burkitt: translocacion del gen c-myc t(8;14)(q24;932). La oncoproteina quimérica mas comun es c-
myc/IGH.

AML: translocacion de una parte del cromosoma 8 al cromosoma 21 La oncoproteina quimérica resultante es
RUNXZ1/ETO. Otra translocacion t(12;15)(p13;g25) da como resultado la oncoproteina quimérica TEL/TrkC (quinasa).

CML: el cromosoma Filadelfia es una translocacion que da como resultado BCR/ABL (quinasa).

Sarcoma de Ewing: translocacion entre los cromosomas 11 y 22. La oncoproteina quimérica resultante es EWS/FLI
(factor de transcripcion).

ALL: Proteinas oncogénicas quiméricas:

55



10

15

20

25

30

35

ES 2637853 T3

Translocacion

cRtogenatic Anomalia genética molecular Yo
cripticat{12:21) TEL/AMLI {Quinasa) 25.4%
W1 199g23:p13) E2A/PBX (PBX1) 4, 8%
U9 220g34:q1 1) Fusién de BCR/ABL (P185)  1,6%
td: 1 1g21:923) Fusion de MLL/AF4 1,6%
U8 14 (g2dq32) Fusion de [GHMYC
t(h 1) pl3qlly Fusion de TCR/RBTN2

DFSP: Aproximadamente un 95 % de los tumores DFSP tienen la translocacién cromosémica t(17;22), que da como
resultado la oncoproteina quimérica COL1A1/PDGF (se une ay activa PDGFR).

Leucemia promielocitica aguda: una translocacion indicada como t(15; 17)(q22;q 12). La oncoproteina quimérica
resultante es RARa/PML (proteina del complejo de transcripcion).

Leucemia linfoblastica aguda de pro-linfocitos B: translocacion t(17; 19), que da como resultado la oncoproteina
quimérica E2A/HLF (inhibidor de la apoptosis).

Leucemia pre-linfocitos B aguda: translocacion t(1;19). La oncoproteina quimérica es E2A/Pbx1 (sustrato de
quinasa).

Rabdomiosarcoma: translocacion de t(2:13)(q35;q14), que da como resultado la oncoproteina quimérica
PAX3/FKHR (factor de transcripcion).

Una neoplasia de tejido blando de nifios muy pequefios: reordenacion de t(12;15)(p13;925) que da como resultado la
siguiente oncoproteina quimérica: proteina tirosina quinasa ETV6/NTRKS3 (quinasa).

Carcinoma tiroideo papilar: la oncoproteina quimérica es RET/PTC (quinasa).
Cancer de prostata: la oncoproteina quimérica es TMRSS/ERG (quinasa).

Los ejemplos adicionales de translocaciones en tumores humanos que causan la formacién de las proteinas de
fusion oncogénicas y sus neoplasias asociadas:

- Oncogén

berdall

¥ . . - ] . P . : .' .
leucernia mieldgena cronica; leucemia linfocitica aguda

dekfcan leucernia mieloide aguda
E2AfpbxT leuceria pre-linfocitos B aguda
PMLRAR leucemia promislocitica aguda
Herg leucernia mieloide

irelfurg lirforna de linfocitos B
CRBFRMYHITT leucemnia mieloide aguda
amitimegd leucemia mieloide aguda
ewsAli sarcoma de Ewing

fyt-10/Cad lirfarna de linfositos B
hrxfen! leucemias agudas

frxfalfd leucemias agudas

NPAMALE linfornas de células grandes

Bdaptado de G.M. Cooper. Oncogenes, 2*ed. Boston y London: Jones v
Eartlett, 1935,

Ejemplo 4. Inmunoensayo Mediado por Proximidad para la Deteccion de Niveles Totales y Activados de
Proteinas de Fusion Oncogénicas.

Introduccién

El oncogén BCR-ABL se forma mediante una translocacion del gen ABL normal situado en el brazo largo del
cromosoma 9 a la parte N-terminal del gen BCR situado en el brazo largo del cromosoma 22 para formar el

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2637853 T3

cromosoma Filadelfia. Dependiendo de dénde se corte y empalme el gen ABL translocado sobre el extremo N-
terminal del gen BCR, se producen diferentes longitudes de los productos génicos BCR-ABL, siendo el mas
prevalente el producto génico BCR-ABL p210 como el oncogén que causa CML y un subconjunto de ALL. También
se producen otros productos génicos adicionales, tales como BCR-ABL p185 y p230. En particular, el producto
génico BCR-ABL p210 es responsable de causar AML. Esta proteina contiene 1790 aminoacidos y estd compuesta
por un dominio de oligomerizacién (OLI) de BCR en el extremo N-terminal, seguido del dominio de S/T quinasa de
BCR, una intercalacion de secuencia de aminoacidos de BCR que no esta presente en BCR normal, seguido de los
dominios SH3, SH2 e Y quinasa de ABL asi como el dominio C-terminal rico en prolina de ABL.

Antecedentes clinicos

Aunque la mayoria de los pacientes con leucemia mieldégena crénica (CML) en la fase crénica responden bien a
imatinib, algunos pacientes no consiguen el punto final deseable, y otros pueden perder finalmente la respuesta o
son intolerantes. Con respecto a un tratamiento de 400 mg/dia de imatinib (Gleevec): existe una respuesta
citogenética completa (CCyR) en un 70-80 % de pacientes; existe una pérdida de CCyR con una tasa de un 4 a un
7 %l/afio en los primeros 3 afios y a continuaciéon de un 1 a un 2 %/afio después de esto; la tasa de supervivencia
global después de 7 afios es un 90 %, la tasa de supervivencia exenta de sucesos después de 7 afios es un 81 %; y
la tasa de recaida es aproximadamente un 30 % en 5 afios. Existe una mejor respuesta al tratamiento de 800 mg/dia
de imatinib (Gleevec) (CCyR =95 %; Tasa de recaida =5 %), pero tal dosis de imatinib es también mas tdxica.
Nilotinib tiene una eficacia similar a 800 mg/dia de imatinib, pero es mas téxico que imatinib.

La inhibicion de BCR-ABL completa produce mejor respuesta a Gleevec, pero la inhibicion de BCR-ABL incompleta
da como resultado una recaida a Gleevec. Por lo tanto, la deteccién en tiempo real del nivel de expresion y el grado
de activacion de BCR-ABL podria beneficiar a los pacientes con CML con terapia dirigida mediante el ajuste de la
dosis del farmaco para inhibir de forma eficaz la diana mientras se minimiza la toxicidad. Por ejemplo, los pacientes
con inactivacion completa de 400 mg/dia de Gleevec se podrian situar en una dosis mayor (por ejemplo, 800 mg/dia)
mas pronto para asegurar la respuesta.

Reto diagndstico

Los niveles altos de linea basal de BCR de longitud completa y ABL hacen muy dificil detectar la proteina de fusion
BCR-ABL relativamente baja en abundancia. Ademas, los ensayos actuales que detectan los niveles de fosforilacion
de BCR-ABL no tienen sensibilidad para detectar fosforilacion en muestras de sangre clinicas. Ademas, los
anticuerpos frente a proteinas de fusion tales como BCR-ABL no son muy especificos para multiples variantes de la
proteina de fusion.

Nuevos ensayos de deteccion de BCR-ABL

La Figura 3A ilustra un ensayo (300) de proximidad a modo de ejemplo para detectar la presencia (nivel total) y/o el
estado de activacion (nivel de fosforilacion) de una proteina de fusién oncogénica tal como BCR-ABL (310). La
Figura 3B ilustra una realizacién alternativa (400) de los ensayos de proximidad de la presente invencién para
detectar la presencia (nivel total) y/o el estado de activacion (nivel de fosforilacién) de BCR-ABL (410) usando
anticuerpos de union.

Algunos ejemplos no limitantes de anticuerpos adecuados para su uso en los métodos para medir BCR-ABL total y/o
niveles de proteinas activadas como se ilustra en las Figuras 3A-3B incluyen los que se han expuesto anteriormente
en la Tabla 1.

Resultados

La Figura 4 ilustra la sefial de BCR-ABL en células K562 (es decir, células de una linea celular de leucemia
mieldégena crénica humana) después de la retirada del BCR libre de longitud completa usando un anticuerpo
especifico para la regién carboxilo-terminal de BCR de longitud completa conjugado a perlas de acuerdo con el
ensayo de proximidad a modo de ejemplo que se representa en la Figura 3A. En particular, la Figura 4 demuestra
que la sefial de BCR-ABL no se ve afectada por la retirada de BCR libre de una muestra de paciente usando el
nuevo ensayo de proximidad de la presente invencion.

La Figura 5 ilustra la sefial de BCR en células K562 después de la retirada del BCR libre usando un anticuerpo
especifico para la region carboxilo-terminal de BCR de longitud completa conjugado a perlas de acuerdo con el
ensayo de proximidad a modo de ejemplo que se representa en la Figura 3A. Como se muestra en la Figura 5, una
disminucion en la sefial de BCR a 10.000 células demuestra que solo se retira BCR usando el nuevo ensayo de
proximidad de la presente invencion.

La Figura 6 ilustra la deteccion de los niveles total y fosforilado de BCR-ABL en células K562 usando el ensayo de
proximidad a modo de ejemplo que se representa en la Figura 3A.
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Conclusién

Este ejemplo demuestra que los ensayos de proximidad a modo de ejemplo que se representan en las Figuras 3A 'y
3B para detectar la presencia y/o el estado de activacion de BCR-ABL son ventajosos por al menos las siguientes
razones: (1) se pueden retirar proteinas BCR de longitud completa de una muestra de paciente tal como sangre o
aspirado de médula 6sea usando una etiqueta de reduccion especifica para la region C-terminal de BCR; (2) una vez
se retira BCR de longitud completa de la muestra del paciente, los anticuerpos de captura especificos para la region
N-terminal de BCR pueden capturar proteinas de fusién BCR-ABL; y (3) una vez se capturan proteinas de fusion
BCR-ABL, sus niveles de expresion y activacion se pueden detectar con alta sensibilidad a través de canalizacion de
proximidad, en la que solo se genera una sefial detectable individual que correlaciona con los niveles de proteina
BCR-ABL total o activada después de la unién de los tres anticuerpos, dando como resultado un aumento de la
especificidad del ensayo, menor fondo, y una deteccion simplificada.

Ejemplo 5. Deteccion de los niveles total y activado de BCR-ABL sin interferencia de BCR y/o ABL de
longitud completa

Este ejemplo proporciona datos experimentales adicionales que demuestran las ventajas de los ensayos de
proximidad a modo de ejemplo que se representan en las Figuras 3A y 3B para detectar la presencia (nivel total) y/o
el estado de activacion (nivel de fosforilacién) de BCR-ABL. En una realizacion en particular, se retiran proteinas
BCR de longitud completa a partir de un extracto de células (por ejemplo, células de linea blanca sanguinea
malignas tales como células de leucemia) obtenidas a partir de una muestra de paciente o a partir de un extracto de
células obtenido a partir de una linea celular (por ejemplo, una linea celular de leucemia) usando una etiqueta de
reduccion especifica para la region C-terminal de BCR. Una vez se retira BCR de longitud completa del extracto
celular, los anticuerpos de captura especificos para la region N-terminal de BCR pueden capturar las proteinas de
fusion BCR-ABL. Una vez se capturan las proteinas de fusién BCR-ABL, sus niveles de expresién y activacion se
pueden detectar con alta sensibilidad a través de canalizacion de proximidad, en la que solo se genera una sefial
detectable individual que correlaciona con los niveles de proteina BCR-ABL total o activada después de la union de
los tres anticuerpos, dando como resultado de forma ventajosa un aumento de la especificidad del ensayo, menor
fondo, y una deteccion simplificada.

La Figura 7 ilustra el nivel de fosforilacion ("BCR-ABL Fosfo") y la cantidad total ("BCR-ABL Total") de BCR-ABL
detectado en células K562 (es decir, células de una linea celular de leucemia mielégena crénica humana) después
de la retirada del BCR libre de longitud completa usando un anticuerpo especifico para la regién carboxilo-terminal
de BCR de longitud completa conjugado a perlas de acuerdo con el ensayo de proximidad a modo de ejemplo que
se representa en la Figura 3A. En particular, las Figuras 7A 'y 7B muestran que las sefiales de BCR-ABL fosforilada y
total no cambiaron después de poner en contacto un extracto de células K562 con anticuerpos especificos para el
extremo C-terminal de BCR de longitud completa acoplados a perlas para retirar la proteina libre de BCR usando el
nuevo ensayo de proximidad de la presente invencion. La Figura 7C ilustra que de hecho se retir6 BCR libre de
longitud completa del extracto celular después del tratamiento con perlas acopladas a un anticuerpo C-terminal de
BCR.

La Figura 8 proporciona otra ilustracion de la sefial de BCR-ABL fosforilada en células K562 después de la retirada
del BCR libre usando un anticuerpo especifico para la regién carboxilo-terminal de BCR de longitud completa
conjugado a perlas de acuerdo con el ensayo de proximidad a modo de ejemplo que se representa en la Figura 3A.
En particular, la Figura 8A proporciona una comparacion de la micromatriz de la sefial de BCR-ABL fosforilada en
lisados de células K562 con o sin retirada de BCR de longitud completa ("Perlas no tratadas" = BCR no retirada con
respecto a "Perlas tratadas" = BCR retirada con perlas que contiene un anticuerpo especifico para el extremo C-
terminal de BCR de longitud completa conjugado con la misma). La Figura 8B proporciona una representacion
gréafica de los datos de la micromatriz con Unidades Relativas de Fluorescencia (RFU) como una funcion del indice
celular. Estas figuras demuestran que la sefial de BCR-ABL fosfo no cambié después de la retirada de BCR de
longitud completa a partir de un extracto de células K562 usando el nuevo ensayo de proximidad de la presente
invencion.

La Figura 9 proporciona otra ilustracion de la sefial de BCR-ABL total en células K562 después de la retirada del
BCR libre usando un anticuerpo especifico para la region carboxilo-terminal de BCR de longitud completa conjugado
a perlas de acuerdo con el ensayo de proximidad a modo de ejemplo que se representa en la Figura 3A. En
particular, la Figura 9A proporciona una comparacién de la micromatriz de la sefial de BCR-ABL total detectada en
lisados de células K562 con o sin retirada de BCR de longitud completa ("Perlas no tratadas" = BCR no retirada con
respecto a "Perlas tratadas" = BCR retirada con perlas que contiene un anticuerpo especifico para el extremo C-
terminal de BCR de longitud completa conjugado con la misma). La Figura 9B proporciona una representacion
grafica de los datos de la micromatriz con Unidades Relativas de Fluorescencia (RFU) como una funcion del indice
celular. Estas figuras demuestran que la sefial de BCR-ABL total no cambié después de la retirada de BCR de
longitud completa a partir de un extracto de células K562 usando el nuevo ensayo de proximidad de la presente
invencion.

La Figura 10 proporciona otra ilustracion de la retirada de BCR libre de longitud completa a partir de un extracto de
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células K562 después de poner en contacto el extracto celular con perlas acopladas a anticuerpo C-terminal de
BCR. En particular, la Figura 10A proporciona una comparacion de micromatriz de la sefial de BCR total detectada
en lisados de células K562 con o sin retirada de BCR de longitud completa ("Perlas no tratadas" = BCR no retirada
con respecto a "Perlas tratadas" = BCR retirada con perlas que contiene un anticuerpo especifico para el extremo C-
terminal de BCR de longitud completa conjugado con la misma). La Figura 10B proporciona una representacion
grafica de los datos de la micromatriz con Unidades Relativas de Fluorescencia (RFU) como una funcion del indice
celular. Estas figuras demuestran que BCR de longitud completa practicamente se eliminé del extracto celular
cuando se traté con perlas que contenian un anticuerpo especifico para el extremo C-terminal de BCR de longitud
completa. De hecho, los extractos celulares que contenian, por ejemplo, menos de 1000 células, no produjeron
ninguna sefial de BCR que estuviera significativamente por encima del fondo (0 células) cuando se incubaron con
perlas acopladas a anticuerpo C-terminal de BCR.

La Figura 11 ilustra que BCR libre de longitud completa y las proteinas ABL, pero no la proteina de fusion BCR-ABL,
estan presentes en las células sanguineas de la linea blanca (WBC). La Figura 12 muestra que la BCR libre de
longitud completa presente en las WBC inhibia la sefial de BCR-ABL fosfo en extractos de células K562 cuando
tales extractos de células K562 se fijaron con extractos de WBC. La Figura 13 ilustra la sefial de BCR-ABL total en
células K562 fijadas con extractos de WBC después de la retirada del BCR libre usando un anticuerpo especifico
para la regién carboxilo-terminal de BCR de longitud completa conjugado a perlas. En particular, la Figura 13A
muestra que la sefial de BCR libre se saturé cuando los extractos de células K562 se fijaron con extractos de WBC.
Después de tratamiento con perlas acopladas a anticuerpo C-terminal de BCR, se retiré el BCR libre. La Figura 13B
muestra que la sefial de BCR-ABL no cambi6 con o sin tratamiento de perlas en el mismo experimento.

En algunas realizaciones, la proteina ABL de longitud completa se puede retirar adicional o alternativamente del
extracto de células (por ejemplo, células sanguineas de linea blanca malignas tales como células de leucemia)
obtenidas a partir de una muestra de paciente o a partir del extracto de células obtenido a partir de una linea celular
(por ejemplo, una linea celular de leucemia) antes de la captura y la deteccién de la expresion y/o la activacion de
BCR-ABL mediante el uso de una etiqueta de reduccion especifica para la region amino terminal de ABL de longitud
completa. Un ejemplo no limitante de tal etiqueta de reduccion es una perla a la que se une un anticuerpo especifico
para la regiéon N-terminal de ABL de longitud completa.

Ejemplo 6. Deteccion de los niveles total y activado de BCR-ABL en células tratadas con inhibidores de la
actividad de quinasa de BCR-ABL

Este ejemplo demuestra que los inhibidores de BCR-ABL tales como imatinib (Gleevec®), nilotinib (Tasigna®), y
dasatinib (Sprycel®) inhibieron de forma dependiente de la dosis la activacion (es decir, la fosforilacion), pero no la
expresion (es decir, los niveles totales), de proteina BCR-ABL en células K562 (es decir, células de una linea celular
de leucemia mielégena cronica humana).

En particular, las Figuras 14A y 14B ilustran que el inhibidor de BCR-ABL imatinib (Gleevec®) inhibia de forma
dependiente de la dosis la activacion (es decir, la fosforilacion), pero no la expresion (es decir, los niveles totales), de
proteina BCR-ABL en células K562. La Figura 14C muestra la proporcién fosfo/total de BCR-ABL después de
inhibicion con imatinib, que correlaciona con el porcentaje de inhibicion de la sefial de BCR-ABL fosfo con
tratamiento con imatinib.

La Figuras 15A y 15B ilustran que el inhibidor de BCR-ABL nilotinib (Tasigna®) inhibia de forma dependiente de la
dosis la activacion (es decir, la fosforilacion), pero no la expresion (es decir, los niveles totales), de proteina BCR-
ABL en células K562. La Figura 15C muestra la proporcion fosfo/total de BCR-ABL después de inhibicién con
nilotinib, que correlaciona con el porcentaje de inhibicion de la sefial de BCR-ABL fosfo con tratamiento con nilotinib.

La Figuras 16A y 16B ilustran que el inhibidor de BCR-ABL dasatinib (Sprycel®) inhibia de forma dependiente de la
dosis la activacion (es decir, la fosforilacion), pero no la expresion (es decir, los niveles totales), de proteina BCR-
ABL en células K562. La Figura 16C muestra la proporcion fosfo/total de BCR-ABL después de inhibicion con
dasatinib, que correlaciona con el porcentaje de inhibicion de la sefial de BCR-ABL fosfo con tratamiento con
dasatinib.

Ejemplo 7. Deteccién de los niveles total y activado del sustrato de BCR-ABL CRKL en diversas lineas
celulares de cancer

Este ejemplo demuestra la deteccion de los niveles total y activado (fosforilado) del sustrato de BCR-ABL CRKL que
se determina mediante un ELISA de sandwich. En otras realizaciones, la presencia y/o el estado de activacién de un
sustrato de BCR-ABL tal como CRKL se puede medir usando un ensayo de proximidad tal como un Inmunoensayo
de Proximidad Colaborativa (COPIA) que se describe en el documento de Solicitud de PCT con
n.° PCT/US2010/042182, presentado el 15 de julio de 2010, y los documentos de Publicacion de Patente de Estados
Unidos con n.°® 20080261829, 20090035792, y 20100167945,

La Figura 17 ilustra que CRKL esta tanto presente como activado (es decir, fosforilado) en células K562 (es decir,
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células de una linea celular de leucemia mielégena cronica humana). La Figura 18 muestra que CRKL esta presente
en células A431 (es decir, células de una linea celular de carcinoma epidermioide humano) y esta activado (es decir,
fosforilado) después de tratamiento con EGF. La Figura 19 muestra que CRKL esta presente en células T47D (es
decir, células de una linea celular de tumor epitelial de mama ductal humano) pero no esta activado (es decir,
fosforilado) después de tratamiento con EGF. La Figura 20 muestra que CRKL esta presente en células T47D y esta
activado (es decir, fosforilado) a niveles bajos después del tratamiento con heregulina (HRG). La Figura 21 muestra
que CRKL esta presente en células MCF-7 (es decir, células de una linea celular de adenocarcinoma de mama
humano) y esta activado (es decir, fosforilado) a niveles bajos después del tratamiento con heregulina (HRG). La
Figura 22 ilustra la presencia de CRKL activado (es decir, fosforilado) en las células sanguineas de la linea blanca
(WBC) de muestras de paciente, siendo diferente el nivel de activacion entre los donantes.

Ejemplo 8. Deteccién de los niveles total y activado del sustrato de BCR-ABL JAK2 en diversas lineas
celulares de cancer

Este ejemplo demuestra la deteccion de niveles activados (fosforilados) del sustrato de BCR-ABL JAK2 que se
determina mediante un ELISA de sandwich. En otras realizaciones, la presencia y/o el estado de activacion de un
sustrato de BCR-ABL tal como JAK2 se puede medir usando un ensayo de proximidad tal como un Inmunoensayo
de Proximidad Colaborativa (COPIA) que se describe en el documento de Solicitud de PCT con
n.° PCT/US2010/042182, presentado el 15 de julio de 2010, y los documentos de Publicacion de Patente de Estados
Unidos con n.°® 20080261829, 20090035792, y 20100167945.

La Figura 23 ilustra que JAK2 esta activado (es decir, fosforilado) en células K562 (es decir, células de una linea
celular de leucemia mielégena cronica humana) y células A431 (es decir, células de una linea celular de carcinoma
epidermioide humano).

Ejemplo 9. Aislamiento de Células De Sangre Sin Dilucion de Farmaco Anticancer.

Este ejemplo demuestra la recuperacion de células K562 (es decir, células de una linea celular de leucemia
mielégena cronica humana) de sangre con adiciones de células K562 usando captura en perla magnética con
anticuerpos anti-CD45, seguido de la preparacion de un lisado de células K562 y determinacion de la expresion y/o
estado de activacion de una o mas proteinas de fusién oncogénicas (por ejemplo, BCR-ABL), sustratos de las
mismas, rutas de las mismas, o combinaciones de las mismas. Este ejemplo también demuestra la recuperacion de
glébulos blancos de muestras de sangre del paciente usando captura en perla magnética con anticuerpos anti-CD45
y/o anti-CD15, seguido de la preparacion de un lisado celular y determinacion de la expresién y/o estado de
activacion de una o mas proteinas de fusién oncogénicas (por ejemplo, BCR-ABL), sustratos de las mismas, rutas de
las mismas, o combinaciones de las mismas. Al eliminar la necesidad de una etapa de lavado después del
aislamiento celular, los métodos que se describen en el presente documento son ventajosos porque las células de
interés se pueden recuperar de la sangre sin cambiar la concentracion intracelular de un farmaco anticancer tal
como un inhibidor de tirosina quinasa. Como tal, los métodos descritos en el presente ejemplo son contrarios a la
practica aceptada en la técnica de lavado de las células después del aislamiento (por ejemplo, lavado de células
unidas a perla), y proporcionan lisados celulares de células recuperadas sin dilucion sustancial de un farmaco
anticancer tal como un inhibidor de tirosina quinasa (por ejemplo, Gleevec®, Tasigna®, Sprycel®, etc.) dentro de las
células.

Recuperacién de Células K562 de 1 ml de Sangre Usando Dynabeads CD45

1. Preparar el Tampon 1

1.1 Afadir 500 mg de BSA a 500 ml de PBS
1.2 Aiadir 2 ml de EDTA 0,5 M

2. Preparar la Sangre y Hacer Adiciones con Células K562

2.1 Obtener 10 ml de sangre completa del donante

2.2 Diluir con una dilucién a 1:1 de sangre con el Tampén 1

2.3. Hacer un recuento celular de células K562 usando el CellCounter automatizado

2.4 Afhadir 5e6, 1e6, 0,1e6, y 0 células K562 por separado en 1 ml de sangre diluida para cada concentracién

3. Lavar DynaBeads (n.° de Cat. de Invitrogen 111.53D)

3.1 Transferir 100 pl de perlas para cada 1e7 células en un tubo Eppendorf de 1,5 ml

3.2 Afiadir 1 ml de Tamp6n 1 y mezclar con cuidado

3.3 Colocar el tubo en el iman durante 1 min.

3.4 Retirar el sobrenadante

3.5 Retirar el tubo del iman y volver a suspender en cantidades iguales de Tampén 1 como el volumen de
partida de perlas transferidas
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4, Aislamiento Celular

4.1 Anadir 100 pl de perlas lavadas a cada muestra de sangre con adiciones de K562.

4.2 Incubar las muestras en un aparato giratorio en una habitacion fria (o temperatura ambiente) durante
20min,2holh

4.3. Colocar las muestras en el iman y retirar el sobrenadante

5. Preparacion del Lisado Celular

5.1 Afadir 1 ml de Tampon de Lisis frio a las perlas unidas con 5e6 células K562

5.2 Afiadir 500 pl de Tampon de Lisis a las perlas unidas con 1e6 células K562

5.3 Afiadir 100 pl de Tampon de Lisis a las perlas unidas con 0,1e6 células K562

5.4. Someter a agitacion vorticial y colocar en hielo durante 20’; someter a agitacion vorticial de forma
intermitente

5.5 Centrifugar durante 15’ a velocidad max. a 4 grados

5.6 Transferir el sobrenadante a un tubo Eppendorf para desarrollar la micromatriz, por ejemplo, mediante la
realizacién del inmunoensayo mediado por proximidad que se describe en el presente documento

Aislamiento de Células de CML de Muestra de Sangre del Paciente Usando Dynabeads CD45 y/o CD15

1. Preparar el Tampon 1

1.1 Afladir 500 mg de BSA a 500 ml de PBS
1.2 Anadir 2 ml de EDTAO0,5M

2.2. Preparar la Sangre del Paciente

2.1 Obtener 2-3 ml of sangre completa del paciente usando EDTA (o Heparina) como anticoagulante
2.2 Anadir o no afiadir inhibidores de proteasa

3. Lavar DynaBeads (n.° de Cat. de Invitrogen 111.53D)

3.1 Transferir 100 pl (200 ul, 300 ul) de perlas para cada 1 ml de muestra de sangre en un tubo Eppendorf de
1,5 ml

3.2 Aiadir 1 ml de Tampon 1y mezclar con cuidado

3.3 Colocar el tubo en el iman durante 1 min.

3.4 Retirar el sobrenadante

3. 5 Retirar el tubo del iman y volver a suspender en 100 pl de Tampén 1 como el volumen de partida de
perlas transferidas

4, Aislamiento Celular

4.1 Afadir los 100 pl de perlas lavadas a 1 ml de muestra de sangre en un tubo Eppendorf de 1,5 ml

4.2 Incubar las muestras en un aparato giratorio en una habitacion fria (o temperatura ambiente) durante
20min,2holh

4.3 Colocar las muestras en el iman y retirar el sobrenadante

5. Preparacion de Lisado Celular

5.1 Afadir 100 ul de Tampon de Lisis a las perlas unidas con células

5.2 Someter a agitacidn vorticial y colocar en hielo durante 20’; someter a agitacion vorticial de forma
intermitente

5.3 Centrifugar durante 15’ a velocidad max. a 4 grados

5.4 Transferir el sobrenadante a un tubo Eppendorf para desarrollar la micromatriz, por ejemplo, mediante la
realizacién del inmunoensayo mediado por proximidad que se describe en el presente documento.

La Figura 24 ilustra que la BCR-ABL fosforilada se puede detectar y medir en lisados celulares preparados a partir
de células K562 aisladas de sangre usando perlas magnéticas anti-CD45. En particular, el anticuerpo 4G10
(Millipore), que se une al resto de fosfo-tirosina en la porcién Abl de la proteina de fusién, se usé para detectar los
niveles fosforiladas de BCR-ABL. Un ensayo similar se puede realizar en lisados celulares preparados a partir de
glébulos blancos (por ejemplo, células de leucemia mielégena crénica (CML)) aisladas de la sangre de muestras del
paciente usando perlas magnéticas anti-CD45 y/o anti-CD 15 para detectar y medir la presencia y/o nivel de BCR-
ABL fosforilada.

61



10

15

20

25

30

35

ES 2637853 T3

Ejemplo 10. Deteccién de los Niveles Tanto de Proteina de Fusion Oncogénica Total como de Proteina de
Longitud Completa Nativa Total en Muestras del Paciente

Este ejemplo demuestra un método para la deteccion simultanea de la cantidad total y/o estado de activacion de una
proteina de fusiobn oncogénica en combinacién con una o ambas de las proteinas de longitud completa nativas que
contienen secuencias o dominios encontrados dentro de la proteina de fusién oncogénica. En una realizacion en
particular, el presente método permite la deteccion y/o la medicion tanto de los niveles totales de BCR-ABL asi como
de los niveles totales de BCR y/o ABL de longitud completa nativas en una muestra biol6gica tal como una muestra
de sangre o aspirado de médula 6sea.

En ciertas realizaciones, los niveles de proteina nativa (por ejemplo, niveles de BCR y/o ABL de longitud completa)
se determinan junto con los niveles de proteina de fusién oncogénica (por ejemplo, niveles de BCR-ABL) de una
manera multiplexada en un lecho individual. En estas realizaciones, la proteina de longitud completa nativa se puede
aislar de forma ventajosa junto con la proteina de fusién oncogénica de modo que los niveles de estas moléculas se
determinan en el mismo lecho.

La Figura 25 ilustra que los niveles totales de BCR-ABL no cambiaban cuando un anticuerpo dirigido contra el
extremo C-terminal de la BCR de longitud completa nativa (cuyo dominio C-terminal no esta presente en BCR-ABL)
se aplicaba de forma puntual en la misma lamina en el mismo lecho como un anticuerpo dirigido contra la regién N-
terminal de BCR-ABL. La Figura 26 ilustra que la sefial de BCR nativa libre detectada con un anticuerpo de BCR
especifico para el extremo N-terminal se reducia cuando un anticuerpo dirigido contra el extremo C-terminal de la
BCR nativa se aplicaba de forma puntual en la misma lamina en el mismo lecho.

En realizaciones en particular, el método que se describe en el presente ejemplo se puede usar para detectar y/o
medir los niveles totales de BCR-ABL asi como los niveles totales de BCR o ABL de longitud completa nativa, y se
puede calcular una proporcion de los niveles totales de BCR-ABL con respecto a los niveles de BCR o ABL de
longitud completa nativa. En algunos casos, la proporcion de los niveles totales de BCR-ABL con respecto a los
niveles de BCR o ABL de longitud completa nativa se calcula para proporcionar una determinacién mas precisa de
indicadores de respuesta tales como, por ejemplo, una respuesta molecular importante, una respuesta molecular
completa, una respuesta citogenética completa, y combinaciones de las mismas. En otros casos, el método el
método que se describe en el presente ejemplo se puede usar para controlar cambios en la expresion de BCR-ABL
con respecto a un control tal como BCR o ABL de longitud completa (por ejemplo, calculando una proporcion de los
niveles totales de BCR-ABL con respecto a los niveles de BCR o ABL de longitud completa nativa) como una funcién
de la terapia (por ejemplo, terapia con inhibidor de tirosina quinasa).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar el nivel o estado de activacion de una proteina de fusion oncogénica, método que
comprende:

(a) producir un extracto celular que comprende un extracto de células aisladas a partir de una muestra, en el que
las células aisladas no se lavan antes de la lisis para producir el extracto celular;

(b) poner en contacto un extracto celular con un primer resto de unién especifico para un primer dominio de una
primera proteina de longitud completa en condiciones adecuadas para transformar la primera proteina de
longitud completa presente en el extracto celular en un complejo que comprende la primera proteina de longitud
completa y el primer resto de unién, en el que el primer dominio de la primera proteina de longitud completa esta
ausente de una proteina de fusién oncogénica correspondiente que comprende un segundo dominio, diferente de
la primera proteina de longitud completa fusionado a un primer dominio de una segunda proteina de longitud
completa diferente;

(c) retirar el complejo de la etapa (b) del extracto celular para formar un extracto celular desprovisto de la primera
proteina de longitud completa;

(d) poner en contacto el extracto celular de la etapa (c) con un segundo resto de union, un tercer resto de union y
un cuarto resto de union en condiciones adecuadas para transformar la proteina de fusién oncogénica presente
en el extracto celular en un complejo que comprende la proteina de fusidn oncogénica y el segundo, tercer y
cuarto restos de union;

en el que el segundo resto de unién es especifico para el segundo dominio, diferente de la primera proteina de
longitud completa,

en el que el segundo resto de unién esta sujeto en un soporte sélido en una matriz direccionable,

en el que el tercer resto de union esta etiquetado con una glucosa oxidasa y es especifico para uno de los
siguientes: (i) el primer dominio de la segunda proteina de longitud completa diferente; (ii) el segundo dominio,
diferente de la primera proteina de longitud completa; o (iii) el sitio de fusion entre el segundo dominio, diferente
de la primera proteina de longitud completa y el primer dominio de la segunda proteina de longitud completa
diferente,

en el que el cuarto resto de union esta etiqguetado con un primer miembro de un par de amplificacion de sefiales y
es especifico para el primer dominio de la segunda proteina de longitud completa diferente, y

en el que la glucosa oxidasa genera un agente oxidante que se canaliza y reacciona con el primer miembro del
par de amplificacién de sefiales;

(e) incubar el complejo de la etapa (d) con un segundo miembro del par de amplificacidon de sefiales para generar
una sefial amplificada; y

(f) detectar la sefial amplificada generada a partir del primer y segundo miembros del par de amplificacién de
sefiales, determinando de ese modo el nivel o estado de activacion de la proteina de fusién oncogénica.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la muestra se selecciona de entre el grupo que consiste en sangre
completa, suero, plasma, orina, esputo, fluido de lavado bronquial, lagrimas, aspiracion a través del pezén, linfa,
saliva, aspiracion con aguja fina (FNA), y combinaciones de los mismos.

3. El método de la reivindicacion 2, en el que la muestra se obtiene a partir de un paciente con cancer.

4. El método de la reivindicacién 3, en el que el cancer esta causado por la formaciéon de una proteina de fusion
oncogénica debido a una translocacién cromosomica en las células cancerosas y en el que el cancer es
opcionalmente una neoplasia hematologica, sarcoma osteogénico, o sarcoma de tejido blando, y en el que la
neoplasia hematolégica es opcionalmente una leucemia tal como una leucemia mielégena cronica (CML) o linfoma.

5. El método de la reivindicacion 2, en el que: (i) las células aisladas se seleccionan entre el grupo que consiste en
células tumorales en circulacion, leucocitos, y combinaciones de los mismos; o (ii) las células aisladas se estimulan
in vitro con factores de crecimiento.

6. El método de la reivindicacion 5(ii), en el que: (i) las células aisladas se incuban con un farmaco anticancer antes
de la estimulacion con factor de crecimiento; o (ii) las células aisladas se lisan después de la estimulacién con factor
de crecimiento para producir el extracto celular.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la proteina de fusibn oncogénica se
selecciona de entre el grupo que consiste en BCR-ABL, DEK-CAN, E2A-PBX1, RARa-PML, 1REL-URG, CBF/3-
MYH11, AML1-MTG8, EWS-FLI, LYT-10-Cc, HRX-ENL, HRX-AF4, NPM-ALK, IGH-MYC, RUNX1-ETO, TEL-TRKC,
TEL-AML1, MLL-AF4, TCR-RBTN2, COL1A1-PDGF, E2A-HLF, PAX3-FKHR, ETV6-NTRK3, RET-PTC, TMRSS-
ERG, TPR-MET, y combinaciones de los mismos.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la proteina de fusién oncogénica es BCR-
ABL, y opcionalmente:

en el que la primera proteina de longitud completa es BCR, o en el que el primer dominio de la primera proteina
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de longitud completa comprende la region carboxilo-terminal de BCR (BCR-C), en el que el segundo dominio,
diferente de la primera proteina de longitud completa comprende la regién amino-terminal de BCR (BCR-N), o0 en
el que la segunda proteina de longitud completa diferente es ABL, o en el que el primer dominio de la segunda
proteina de longitud completa diferente comprende la region carboxilo-terminal de ABL (ABL-C), o en el que la
primera proteina de longitud completa es ABL, o en el que la segunda proteina de longitud completa diferente es
BCR.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el estado de activacion se selecciona de
entre el grupo que consiste en un estado de fosforilacion, estado de ubiquitinacion, estado de formacién de
complejos, y combinaciones de los mismos, o que comprende adicionalmente determinar el nivel o estado de
activacion de una o mas moléculas de transduccion de sefiales, siendo dicha una o mas moléculas de transduccion
de sefiales opcionalmente un sustrato de BCR-ABL, siendo dicho sustrato de BCR-ABL seleccionado opcionalmente
de entre el grupo que consiste en CRKL, JAK2, STAT5, VAV, BAP-1, y combinaciones de los mismos.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que: (i) el primer resto de union comprende un
primer anticuerpo, estando dicho primer anticuerpo unido opcionalmente a un soporte sélido, siendo dicho soporte
sélido seleccionado opcionalmente de entre el grupo que consiste en vidrio, plastico, chips, pasadores, filtros, perlas,
papel, membrana, haces de fibra, y combinaciones de los mismos; o (ii) el segundo resto de unién comprende un
segundo anticuerpo, estando dicho segundo anticuerpo opcionalmente unido a un soporte sélido.

11. El método de la reivindicacion 1, en el que el extracto celular de la etapa (c) se pone en contacto con una serie
de dilucién del segundo resto de unién para formar una pluralidad de complejos que comprenden la proteina de
fusién oncogénica y el segundo resto de union.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el tercer y cuarto restos de unién
comprenden un tercer y cuarto anticuerpos, respectivamente.

13. El método de la reivindicacién 12, en el que:

() el tercer y cuarto anticuerpos son ambos anticuerpos independientes del estado de activacion, y
opcionalmente en el que la sefial amplificada generada a partir del primer y segundo miembros del par de
amplificacién de sefiales es correlativa a la cantidad total de la proteina de fusiéon oncogénica; o

(ii) el tercer anticuerpo es un anticuerpo independiente del estado de activacion y el cuarto anticuerpo es un
anticuerpo dependiente del estado de activacion, en el que la sefial amplificada generada a partir del primer y
segundo miembros del par de amplificacion de sefiales es opcionalmente correlativa a la cantidad de proteina de
fusién oncogénica activada.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que el tercer resto de unién esta etiquetado
directamente con la glucosa oxidasa, o en el que el cuarto resto de unién esta etiqguetado directamente con el primer
miembro del par de amplificacion de sefiales, o en el que el cuarto resto de unién esta etiquetado con el primer
miembro del par de amplificacion de sefiales a través de la unién entre un primer miembro de un par de unién
conjugado con el segundo anticuerpo de deteccion y un segundo miembro del par de uniéon conjugado con el primer
miembro del par de amplificacion de sefiales.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, que comprende adicionalmente:

(g) poner en contacto el extracto celular con un quinto resto de union especifico para un segundo dominio de la
segunda proteina de longitud completa diferente en condiciones adecuadas para transformar la segunda proteina
de longitud completa diferente presente en el extracto celular en un complejo que comprende la segunda
proteina de longitud completa diferente y el quinto resto de unién, en el que el segundo dominio de la segunda
proteina de longitud completa diferente esta ausente de la proteina de fusidn oncogénica; y

(h) retirar el complejo de la etapa (g) del extracto celular para formar un extracto celular desprovisto de la
segunda proteina de longitud completa diferente,

en el que la etapa (g) se realiza antes, durante o después de la etapa (b),

y en el que el quinto resto de unién comprende opcionalmente un quinto anticuerpo, en el que el quinto anticuerpo
esta unido opcionalmente a un soporte sélido, siendo dicho soporte sélido seleccionado opcionalmente de entre el
grupo que consiste en vidrio, plastico, chips, pasadores, filtros, perlas, papel, membrana, haces de fibra, y
combinaciones de los mismos.

16. Un método para optimizar la terapia y/o reducir la toxicidad en un sujeto con cancer y que recibe un ciclo de
terapia para el tratamiento de cancer, método que comprende:

(a) lisar las células cancerosas aisladas de un sujeto después de la administracion de un farmaco anticancer

para producir un extracto celular, en el que las células cancerosas aisladas no se lavan antes de la lisis;
(b) medir un nivel de expresion y/o activacién de una proteina de fusidon oncogénica en el extracto celular de
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acuerdo con el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15; y

(c) comparar el nivel de expresion medido y/o activacion de la proteina de fusiébn oncogénica con un nivel de
expresion y/o activacion de la proteina de fusiéon oncogénica medido en un momento anterior durante el ciclo de
terapia; y

(d) determinar una dosis posterior del ciclo de terapia para el sujeto o si se deberia administrar al sujeto un ciclo
de terapia diferente basandose en la comparacion de la etapa (c).

17. El método de la reivindicacion 16, en el que la proteina de fusién oncogénica es BCR-ABL, o0 en el que se
determina que el sujeto tiene células cancerosas que expresan la proteina de fusién oncogénica antes de recibir el
ciclo de terapia, siendo dicho sujeto opcionalmente positivo para BCR- ABL.

18. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 16 o 17, en el que tanto el nivel de expresién como el nivel
de activacion de la proteina de fusion oncogénica se miden en el extracto celular, dicha etapa (b) ademas
comprende opcionalmente calcular una proporciéon de los niveles de proteina de fusién oncogénica activada con
respecto al total, dicha etapa (c) comprende opcionalmente comparar la proporcién calculada de los niveles de
proteina de fusidon oncogénica activada con respecto al total con respecto a una proporcion de los niveles de
proteina de fusidn oncogénica activada con respecto al total calculada para el sujeto en un momento anterior.

19. El método de la reivindicacién 18, en el que:

() la proporcién calculada de los niveles de proteina de fusién oncogénica activada con respecto al total se
correlaciona con el porcentaje de inhibicién de la proteina de fusion oncogénica activada después del tratamiento
con el farmaco anticancer,;

(i) la proporcion calculada de los niveles de proteina de fusidn oncogénica activada con respecto al total es
relativa con respecto al nivel de una proteina de control; o

(iii) en el que la proporcion calculada de los niveles de proteina de fusidon oncogénica activada con respecto al
total comprende una proporcién de los niveles de proteina BCR-ABL fosfo/total

y en el que la proteina de control comprende opcionalmente una proteina de longitud completa nativa que contiene
secuencias o dominios encontrados dentro de la proteina de fusién oncogénica, o en el que la proteina de control se
selecciona entre el grupo que consiste en BCR de longitud completa, ABL de longitud completa, y combinaciones de
los mismos.

20. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, en el que menos de aproximadamente un 50 % de
inhibicion del nivel de activacion de la proteina de fusién oncogénica indica una necesidad de aumentar la dosis
posterior del ciclo de terapia o administrar un ciclo de terapia diferente, o en el que menos de aproximadamente un
50 % de inhibicion del nivel de activacion de la proteina de fusién oncogénica indica una falta de cumplimiento del
ciclo de terapia por parte del paciente, la existencia de posibles efectos secundarios o toxicidad asociados con el
ciclo de terapia, 0 combinaciones de los mismos, o en el que mas de aproximadamente un 80 % de inhibicion del
nivel de activacion de la proteina de fusidn oncogénica indica que el sujeto esta con el ciclo de terapia correcto con
la dosis correcta.

21. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 20, en el que el cancer es leucemia mielégena crénica
(CML), o en el que el farmaco anticancer se selecciona de entre el grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal,
inhibidor de tirosina quinasa, agente quimioterapéutico, agente terapéutico hormonal, agente radioterapéutico,
vacuna, y combinaciones de los mismos, dicho inhibidor de tirosina quinasa se selecciona de entre el grupo que
consiste en mesilato de imatinib, nilotinib, dasatinib, bosutinib (SKI-606), y combinaciones de los mismos.

22. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 21, en el que las etapas (c) a (e) como alternativa
comprenden:

(c’) medir un nivel de expresion y/o activacion de una proteina de fusién oncogénica y una o mas moléculas de
transduccion de sefiales en su ruta en el extracto celular; y

(d") comparar el nivel medido de expresién y/o activacion de la proteina de fusion oncogénica y moléculas de
transduccion de sefiales con un nivel de expresion y/o activacién de la proteina de fusién oncogénica y
moléculas de transduccién de sefiales medido en un momento anterior durante el ciclo de terapia; y

(e’) determinar una dosis posterior del ciclo de terapia para el sujeto o si se deberia administrar al sujeto un ciclo
de terapia diferente basandose en la comparacién de la etapa (d').

23. Un método para seleccionar un farmaco anticancer adecuado para el tratamiento de un cancer, o para identificar
la respuesta de un cancer al tratamiento con un farmaco anticancer, o para predecir la respuesta de un sujeto que
tiene cancer al tratamiento con un farmaco anticancer, o para determinar si un sujeto que tiene cancer es resistente
al tratamiento con un farmaco anticancer, método que comprende:

(a) lisar las células cancerosas aisladas de un sujeto después de la administracion de un farmaco anticancer, o
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antes de la incubaciéon con un farmaco anticancer, para producir un extracto celular, en el que las células
cancerosas aisladas no se lavan antes de la lisis;

(b) medir un nivel de expresion y/o activacion de una proteina de fusién oncogénica en el extracto celular de
acuerdo con el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15; y

(c) determinar si el farmaco anticancer es adecuado o inadecuado para el tratamiento del cancer mediante la
comparacion del nivel de expresion y/o activacion detectados para la proteina de fusion oncogénica con un nivel
de referencia y/o perfil de activacion generado en ausencia del farmaco anticancer, identificar el cancer como
que responde o no responde al tratamiento con el farmaco anticancer mediante la comparacion del nivel de
expresion y/o activacién detectado para la proteina de fusion oncogénica con un nivel de referencia y/o perfil de
activacion generado en ausencia del farmaco anticancer,

predecir la probabilidad de que el sujeto responda al tratamiento con el farmaco anticaAncer mediante la comparacion
del nivel de expresién y/o activaciéon detectado para la proteina de fusion oncogénica con un nivel de referencia y/o
perfil de activacién generado en ausencia del farmaco anticancer,

determinar si el sujeto es resistente o responde al tratamiento con el farmaco anticAncer mediante la comparacion
del nivel de expresion y/o activacion detectado para la proteina de fusion oncogénica con un nivel de referencia y/o
perfil de activacidon generado en ausencia del farmaco anticancer o en presencia del farmaco anticancer en un
momento anterior, respectivamente.

24. El método de la reivindicacion 23, en el que el cancer es leucemia mielégena crénica (CML), o en el que el
farmaco anticancer se selecciona de entre el grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal, inhibidor de tirosina
guinasa, agente quimioterapéutico, agente terapéutico hormonal, agente radioterapéutico, vacuna, y combinaciones
de los mismos, siendo dicho anticuerpo monoclonal seleccionado opcionalmente de entre el grupo que consiste en
trastuzumab, alemtuzumab, bevacizumab, cetuximab, gemtuzumab, panitumumab, rituximab, tositumomab, y
combinaciones de los mismos, siendo dicho inhibidor de tirosina quinasa seleccionado opcionalmente de entre el
grupo que consiste en mesilato de imatinib, nilotinib, dasatinib, bosutinib (SKI-606), gefitinib, sunitinib, erlotinib,
lapatinib, canertinib (ClI 1033), semaxinib (SU5416), vatalanib (PTK787/ZK222584), sorafenib (BAY 43-9006),
leflunomida (SU101), vandetanib (ZD6474), y combinaciones de los mismos, siendo dicho agente quimioterapéutico
seleccionado opcionalmente de entre el grupo que consiste en pemetrexed, gemcitabina, sirolimus (rapamicina),
analogos de rapamicina, compuestos de platino, carboplatino, cisplatino, satraplatino, paclitaxel, docetaxel
(Taxotere®), temsirolimus (CCI-779), everolimus (RADO01), y combinaciones de los mismos, siendo dicho agente
terapéutico hormonal seleccionado opcionalmente de entre el grupo que consiste en inhibidores de aromatasa,
moduladores selectivos de receptor de estrogenos, esteroides, finasterida, agonistas de hormona liberadora de
gonadotropina, sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, estereoisdmeros de los mismos, derivados de
los mismos, analogos de los mismos, y combinaciones de Ios mismos, siendo dicho agente radioterapéutico
seleccionado 0P0|0nalmente de entre el grupo qzue consiste en ¥Sc, ®*cu, ¢'cu, ®sr, By, &y, Oy, 100gp, A 1y,
Himgp 49pm 158gm 186y 177, ¥Re, ¥R t, °*Bi, y combinaciones de los mismos.

25. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la proteina de fusién oncogénica es BCR-
ABL y en el que el primer resto de unién es un anticuerpo anti-BCR especifico para un dominio C-terminal de
proteina BCR de longitud completa, en el que el segundo resto de unidn es opcionalmente un anticuerpo anti-BCR
especifico para un dominio N-terminal de proteina BCR de longitud completa, en el que el tercer resto de unién es
opcionalmente un anticuerpo anti-ABL especifico para un dominio C-terminal de proteina ABL de longitud completa,
y en el que el cuarto resto de union es opcionalmente un anticuerpo que se une a fosfo-ABL-C.

26. El método de la reivindicacion 1, en el que el soporte solido se selecciona de entre el grupo que consiste en
vidrio, plastico, chips, filtros, papel, membrana, y combinaciones de los mismos.
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