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DESCRIPCION
Perfil del metabolismo energético tumoral
Campo de la invencion

La invencion se refiere a un método de diagnostico para el pronéstico de la progresion tumoral (incluyendo la
prediccion de la probabilidad de existencia de metastasis y recaidas) en enfermedades relacionadas con un tumor
en un mamifero y la provisién de una recomendacion de una terapia para el paciente. Describe adicionalmente el
uso de actividades enzimaticas de enzimas clave en el metabolismo energético para tomar una decisién sobre una
terapia tumoral individualizada.

Antecedentes de la invencion

Se ha ensayado a menudo la consideracién de parametros individuales del metabolismo energético para la
evaluacion del potencial de metastasis de tumores malignos, sin embargo sin la transferencia de los resultados del
ensayo o los procedimientos del ensayo en la cinica de cada dia (Novartis Foundation symposium 240, 251 (2001)).
La concentracion de sustratos y productos del metabolismo energético tal como glucosa, glutamina, cuerpos
ceténicos, lactato y ATP se han determinado en las lineas celulares, en tumores xenoinjertados, en criomuestras
tisulares de pacientes con tumores y también in vivo en vasos mayores que suministran un tumor (Cancer research
62, 6674 (15 de Nov., 2002)). Estas determinaciones se basan en métodos que se conocen en general en el analisis
del metabolismo tales como los ensayos de actividad enzimatica, ensayos de bioluminiscencia, NMR o
espectrometria de masas. Actualmente, no existe un ensayo clinico en el que se ensayen todas las rutas del
metabolismo energético esencial en el tejido tumoral para dar una prueba sobre un prondstico individual de un tumor
0 sobre la quimiosensibilidad de un tumor.

Varias estrategias experimentales publicadas para la aplicacién de ensayos de actividad enzimatica de las enzimas
del metabolismo energético no se han considerado en la terapia clinica de tumores malignos humanos a pesar del
hecho de que estas actividades enzimaticas son diferentes en el tejido sano y el tumoral. Son necesarios métodos
de determinacion que permitan una decision rapida sobre una terapia y que permitan un prondstico fiable del
desarrollo del tumor después del diagnéstico del tumor. Los métodos disponibles actualmente para el andlisis del
metabolismo energético de los tumores malignos no cumplen los requerimientos mencionados anteriormente.

Seria muy beneficioso si dichos métodos que se llevan a cabo en muestras de tejidos — en el presente documento,
la expresion “muestras tisulares” comprende el tejido sélido y células individuales de un material liquido (por
ejemplo, la sangre) — proporcionarian resultados que son idénticos a los in vivo de un paciente permiten una
comparacion cruzada interindividual de las actividades enzimaticas medidas. Esto no es posible en un andlisis de
tejido fijado con formalina, lineas celulares, esferoides y xenoinjerto de tumores. Una representacion del
metabolismo energético in vivo podria ser una criomuestra tisular tomada de un material de biopsia. Dichas
muestras permiten la determinacién de metabolitos; la determinacion de actividades de las enzimas que se localizan
en los compartimentos celulares o son parte de complejos multienzimaticos es limitada. Sin embargo, las mediciones
en criotejidos tienen la desventaja de las diferencias individuales de los pacientes en la energia y el suministro de
sustrato antes de tomar el material de biopsia de un paciente y los cambios en el metabolismo del tumor inducida
por el cirujano durante la biopsia tienen influencia sobre la actividad enzimatica. Dichas circunstancias no permiten la
normalizacion y comparacion cruzada interindividual de los datos metabdlicos medidos. Ya la duracién de la biopsia,
el tipo y dosificacion de un narcético durante la biopsia o la administracion de farmacos pueden influenciar de
manera distinta el metabolismo energético en una célula (Resuscitation 19, 159 (Abril 1990).

Otros métodos en los que la expresién de enzimas del metabolismo energético en el tejido de un paciente se
determina mediante inmunohistoquimica o bioluminiscencia son semicuantitativos y no indican la actividad actual de
las enzimas. En Nature Chemical Biology 1 130 (Ago. 2005) se describe el denominado “perfil del proteoma basado
en la actividad” o su aplicacion desarrollada posteriormente (quimica click) que muestra las enzimas activas en
homogenados y tejido vivo; sin embargo, son semicuantitativos, que llevan mucho tiempo y son costosos.

Hasta ahora, ninguno de los métodos o combinacion de dichos métodos mencionados anteriormente o
representacion del metabolismo energético completo de un tejido tumoral vivo. En particular, no se habia
considerado ni determinado aun la actividad de las enzimas clave implicadas en el metabolismo de todos los
sustratos energéticos celulares relevantes para el prondstico de la progresion tumoral o para la recomendacion de
una terapia.

Sumario de la invencion

El problema que sustenta la invencién es proporcionar un método de diagndéstico para el prondstico de la progresion
tumoral, incluyendo la prediccién de probabilidad de la existencia de metastasis (en ganglios linfaticos y/o sitios
distantes) y la recaida y la provision de una recomendacién de terapia. El método de diagndstico sera lo suficiente
facil para la préctica clinica diaria.
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Este problema se resuelve con un método de diagndstico para la prediccion del pronéstico del tumor incluyendo la
probabilidad de la formacion de metastasis, existencia de recaidas, y/o recaida local y la provision de una
recomendacién de una terapia que comprende las etapas de

(a) incubacion de una muestra de material tumoral fresco del paciente y un material de muestra fresco
comparativo del paciente en un medio de cultivo para permitir la eliminacion de los efectos de la nutricién,
farmacos y de la biopsia sobre el metabolismo energético de los materiales de muestra;

(b) preparaciéon de un homogenado celular y fracciones sub-celulares de los materiales de muestra de la etapa
(a);

(c) determinacion de actividades enzimaticas de al menos una enzima anaerdbica y al menos una enzima
aerdbica claves para el metabolismo energético del homogenado celular o la fraccién sub-celular y la
determinacion de un cociente de la actividad enzimatica de una enzima determinada en el material de muestra y
el material de muestra comparativo;

(d) célculo de la relacion de ganancia energética anaerdbica respecto a la aerébica o viceversa basandose en el
cociente determinado en la etapa (c) en el material de muestra y el material de muestra comparativo.

en el que el material de muestra se selecciona de entre cortes de tejido, masas celulares tumorales y células
aisladas y el material de muestra comparativo se selecciona de entre un corte de un tejido distante del tumor o un
material que se incuba en la etapa (a) en condiciones que regulen positivamente el metabolismo energético
anaerébico y se selecciona de un corte del tejido tumoral, masa celular tumoral y células aisladas.

La relacion mencionada en la etapa (d) anteriormente también se puede calcular como la relacién de ganancia
energética aerdbica respecto a anaerdébica; o en otras palabras el valor reciproco de la relacion definida en la etapa
(d) anteriormente. El método descrito en el presente documento utiliza la desviaciéon absoluta de la relacion
mencionada anteriormente desde un valor normal, es decir, el tejido distante del tumor y el tejido tumoral no se
diferencian en metabolismo energético anaerdbico y aerobico.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, la invencion se dirige al uso de la elacion de la actividad enzimatica de
al menos una enzima anaerébica y al menos una enzima aerébica de las enzimas clave del metabolismo energético
determinadas (i) en el tejido tumoral y por comparacion en el tejido distante del tumor o (ii) en el tejido tumoral o las
células tumorales y por comparacion en condiciones anéxicas como marcador o biomarcador de la prediccion del
pronostico del tumor incluyendo la probabilidad de la formacion de metastasis, la existencia de formacion de
metastasis, existencia de recaida, y/o recurrencia local.

Son caracteristicas importantes de la invencidon que las muestras del paciente utilizadas en el método de la
invencion son muestras (tumorales) del paciente frescas. Antes de la determinacion de la actividad enzimatica las
muestras del paciente se incuban durante un periodo de tiempo mas largo. Finalmente, se proporciona un perfil
energético del tumor que se utiliza para el prondstico.

Sin embargo, también es posible y fiable analizar un tejido tumoral crioconservado o una masa celular tumoral
crioconservada con el método analitico descrito en el presente documento. En este caso es importante que el tejido
0 la masa celular se almacenen a temperaturas en las que la actividad enzimatica del material se enlentezca muy
sustancialmente, se aceptan intervalos por debajo de -130 [IC, se prefiere el almacenamiento a -196 [JC en
nitrégeno liquido (LN2). La expresiéon “muestra fresca” incluye el tejido tumoral crioconservado o masa celular
tumoral como se define en el presente documento.

Descripcion de las realizaciones preferidas

Posteriormente, se explican las realizaciones del método de la invencion que se describen con mayor detalle. Por lo
tanto, los problemas mencionados anteriormente se resuelven con un primer método de la invencién que comprende
las etapas de

(a) incubaciéon de un corte de tejido fresco que se toma de una muestra de un tejido tumoral y de un tejido
distante del tumor de un paciente en un medio de cultivo celular para reducir los efectos de la nutricién, sustrato,
farmacos y de la biopsia sobre el metabolismo energético del corte de tejido;

(b) preparacion de un homogenado celular y fracciones subcelulares en de los cortes de tejido de la etapa (a),

(c) determinacion de las actividades enzimaticas de al menos un enzima clave del metabolismo energético
anaerodbico y al menos una del metabolismo energético aerdbico en el homogenado celular y/o en la fraccion
subcelular en el tejido tumoral y en el tejido distante del tumor y la formacion de un cociente de la actividad
enzimatica de una enzima determinada en el tejido tumoral y en el tejido distante del tumor;

(d) célculo de la relacién de ganancia energética anaerobica respecto a la aerébica basandose en el cociente
determinado en la etapa (c) en el tejido tumoral y el tejido distante del tumor.

La provisién de un prondstico y una recomendacion de una terapia son posibles basandose en un perfil de la
actividad enzimatica obtenido en la etapa (d).
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La relacion mencionada en la etapa (d) anteriormente se puede calcular también como la relacion de ganancia
energética aerdbica respecto a anaerébica; o en otras palabras el valor reciproco de la relacion definida en la etapa
(d) anterior. El método descrito en el presente documento utiliza la desviacion absoluta de la relacion mencionada
anteriormente de un valor normal, es decir, el tejido distante del tumor y el tejido tumoral no se diferencian en el
metabolismo energético aerdbico y anaerdbico.

La invencion se dirige adicionalmente a un segundo método diagnéstico para el pronéstico de la progresion tumoral,
incluyendo la prediccion de la probabilidad de la existencia de metastasis y recaida y la provisién de una
recomendacion de la terapia en la que el material distante del tumor no biopsiado se utiliza para fines comparativos
o de referencia. Este método de diagndstico no solo usa muestras de tejido tumoral. Por lo tanto, este método es un
método alternativo del primer método de la invencién. Por lo tanto, la invenciéon también se refiere a un método de
diagndstico que comprende las etapas de

(a) incubacion de un corte de tejido fresco tomado de un material de biopsia de un tejido tumoral de un paciente
0 una masa celular tumoral de un paciente en un medio de cultivo para reducir los efectos de la nutricién,
sustrato, farmacos y biopsia en el metabolismo energético de los cortes tisulares;

(b) incubaciéon de un segundo corte de tejido del mismo material de biopsia en condiciones que regulen
positivamente el metabolismo energético anaerébico en el corte de tejido;

(c) preparacion de un homogenado celular y fracciones subcelulares de los cortes de tejido de la etapa (a) y (b),
(d) determinacion de la actividad enzimatica de al menos una enzima clave anaerébica y al menos una aerébica
del metabolismo energético anaerdbico del homogenado celular y/o la fraccién subcelular en el tejido tumoral y
en la muestra de tejido tumoral con el metabolismo energético anaerdbico regulado positivamente obtenido en la
etapa (c) y la determinacién de un cociente de la actividad enzimatica de una enzima en el tejido tumoral y en la
muestra de tejido tumoral con el metabolismo energético regulado positivamente;

(e) calculo de la relaciéon de ganancia energética anaerébica respecto a aerébica basandose en el cociente
determinado en la etapa (c) y determinacién de un cociente de la actividad enzimatica de una enzima del tejido
tumoral y la muestra de tejido tumoral con el metabolismo energético anaerébico regulado positivamente.

La provision de un prondstico y una recomendacion de una terapia es posible basandose en un perfil de actividad
enzimatica obtenida en la etapa (e).

La relacion mencionada en la etapa (e) anterior también se puede calcular como la relaciéon de ganancia energética
aerébic respecto a anaerobica; o en otras palabras el valor reciproco definido en la etapa (e) anterior. EI método
descrito en el presente documento utiliza la desviacidén absoluta de la relacién mencionada anteriormente de un valor
normal, es decir los cortes tisulares cultivados en las condiciones descritas en (a) y (b) no se diferencian en
metabolismo energético anaerdbico y aerdbico.

La materia objeto de una tercera realizacion de la invencién es un tercer método que comienza con la masa celular
tumoral recolectada del paciente en la que se determinan las actividades enzimaticas. Este tercer método de
diagnostico de la invencién comprende las etapas de

(a) incubacién de una parte de la masa celular tumoral fresca tomada del paciente en un medio de cultivo celular
para permitir la eliminacién de los efectos de farmacos, nutricién, sustrato y biopsia sobre el metabolismo
energeético;

(b) incubacion de la otra parte de la masa celular tumoral tomada del paciente en condiciones que regulen
positivamente el metabolismo energético anaerdbico;

(c) preparacion de fracciones subcelulares y un homogenado celular de la masa celular tumoral de las etapas (a)
y (b),

(d) determinacién de la actividad enzimatica de al menos una enzima clave anaerébica y al menos una aerébica
del metabolismo energético de la fraccidon subcelular o el homogenado celular en la masa celular tumoral de la
etapa () y en la masa celular tumoral con el metabolismo energético anaerdbico regulado positivamente y la
determinacién de un cociente de la actividad enzimatica de una enzima en la masa celular tumoral y en la masa
celular tumoral con el metabolismo energético anaerébico regulado positivamente;

(e) el célculo de la relacion de ganancia energética anaerébica respecto a la aerdbica basandose en el cociente
determinado en la etapa (d) en la masa celular tumoral y en la masa celular tumoral con el metabolismo
energético anaerodbico regulado positivamente.

La relacidn mencionada en la etapa (e) anteriormente también se puede calcular como la relaciéon de ganancia
energética aerbdbica respecto a anaerébica, o en otras palabras el valor reciproco de la relacion definida en la etapa
(e) anteriormente. El método descrito en el presente documento utiliza la desviaciéon absoluta de la relacion
mencionada anteriormente de un valor normal, es decir, los cortes tisulares cultivados en las condiciones descritas
en (a) y (b) no se diferencian en su metabolismo energético anaerdébico y aerébico.

Una cuarta realizacion de la invencion el método de diagnostico para la prediccion del pronéstico del tumor
incluyendo la probabilidad de formacion de metastasis, existencia de recaidas, y/o recurrencia local y la provisiéon de
una recomendacién de una terapia comprende las etapas de
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(a) aislamiento de las células de una muestra de tumor sélida o liquida tomada de un paciente, estimacion del
numero de células aisladas, dilucion de estas células e incubacion de estas células en un medio de cultivo celular
para permitir la eliminacién de los efectos de farmacos, nutricion y biopsia sobre el metabolismo energético para
permitir la proliferacion de las células;

(b) incubacién de la misma cantidad de células que se aislaron y se trataron como se ha descrito en (a) en
condiciones que regulen positivamente el metabolismo energético anaerdbico;

(c) preparacion de fracciones subcelulares y un homogenado de las células aisladas de la etapa (a) y (b);

(d) determinacion de la actividad enzimatica de al menos una enzima clave anaerébica y al menos una aerébica
del metabolismo energético de la fraccién subcelular o el homogenado celular en las células aisladas y en las
células aisladas con el metabolismo energético anaerébico regulado positivamente y la determinaciéon de un
cociente de la actividad enzimatica de una enzima en las células aisladas de (a) y en las células aisladas con el
metabolismo energético anaerébico regulado positivamente;

(e) el calculo de la relacion de ganancia energética anaerobica respecto a aerdbica o viceversa basandose en el
cociente determinado en la etapa (d) en las células aisladas de la etapa (a) y en las células aisladas con el
metabolismo energético anaerébico regulado positivamente.

Los métodos de la invencién son métodos ex vivo e in vitro.

En el primer método de la invencion se mide la actividad de enzimas clave relevantes en las rutas de provisién de
energia de una célula. Las actividades enzimaticas se miden en un corte de tejido tumoral y en un corte de tejido de
un tejido distante del tumor. Las enzimas estan implicadas en la ganancia de energia anaerdbica y aerdbica de la
célula. Para una enzima se forma el cociente de la actividad enzimatica en el corte de tejido tumoral y en el corte de
tejido distante del tumor. De los cocientes de las actividades enzimaticas de las enzimas implicadas en la ganancia
de energia aerdbica y de enzimas implicadas en la ganancia de energia anaerébica se calcula un perfil energético.
El perfil energético permite una prediccién o prondstico del tumor y la seleccion de una terapia individual para un
paciente.

El segundo método es adecuado para todas las mediciones que se toman del tejido tumoral o las células tumorales
para las cuales se puede obtener o no el tejido normal correspondiente (tejido libre de cancer) o células normales no
correspondientes (masa celular libre de cancer/células no cancerosas). Por ejemplo, en el caso de un cancer de
prostata, es muy dificil diferenciar macroscépicamente entre tejido tumoral y libre de tumor. Adicionalmente, el tumor
se puede distribuir sobre el drgano completo o la estructura completa (ganglio linfatico), haciendo asi imposible
obtener un tejido libre de tumor. Los casos adicionales que se pueden considerar son en los que el tejido normal
correspondiente no se puede identificar de ningdn modo (CUP — cancer de sindrome primario desconocido).
Finalmente este método alternativo de la invencion es adecuado para enfermedades tumorales cancerosas sin
tumores sélidos y en los que las células tumorales se mezclan con células no neoplasicas, haciendo dificil obtener
células normales como referencia para la medicién. En particular, este serd el caso de enfermedades tumorales
hematolégicas.

El tercer método de la invencién utiliza una masa celular tumoral en vez de un corte de tejido. Esto es importante
para un tumor que no es solido. Estos son tumores en los que las células tumorales estan en una suspension
liquida. Este es, por ejemplo, el caso de canceres de sangre.

La cuarta realizacién de la invencion utiliza células aisladas de una muestra de tumor en vez de un corte de tejido o
en vez de un alto nimero (hasta 5 x 10° células) de células tumorales. En el caso de las muestras de tumores
sélidos es importante que la muestra tumoral no sea demasiado pequefia para cortarla con precision. En el caso de
muestras tumorales liquidas es importante que la muestra tumoral no contenga un nimero muy bajo de células. En
ambos casos, es importante alcanzar un limite bajo de deteccion (LOD). Para este fin, las células se aislan de las
muestras de tumor sélido por métodos convencionales (por ejemplo, por digestion enzimatica), entonces se diluyen
en un medio de cultivo celular y se siembra en placas de cultivo celular (por ejemplo, en placas de cultivo celular de
95 pocillos). Se permite que las células aisladas proliferen durante hasta dos semanas. Las células aisladas de una
muestra liquida de tumor se tratan de la misma manera; sin embargo, la etapa de aislamiento se lleva a cabo por
centrifugacion. Después, se llevan a cabo las mediciones mencionadas anteriormente. En el caso de la omisién de la
etapa de proliferacion celular debido a una aceleracion deseada del método, se puede ampliar la detecciéon de
actividades enzimaticas utilizando sustratos enzimaticos fluorescentes o fluorogénicos u otros métodos de
amplificaciéon conocidos por los expertos en la técnica. En particular, este método modificado podria ser importante
cuando se miden una material de biopsias por aspiracién con aguja (incluyendo la biopsia por aspiraciéon con aguja
estereostatica), por ejemplo de la prostata (por ejemplo, en el cancer de préstata), el higado (por ejemplo, en el
carcinoma hepatocelular, la piel (por ejemplo, en melanoma maligno), el cerebro (por ejemplo, glioblastoma, o
meduloblastoma) o liquido cefalorraquideo (por ejemplo, que contiene células tumorales cerebrales malignas).

El método de la invencidon es adecuado para todo tipo de tumores que se conocen que forman metastasis o
recurrencia local.

La medicion de las actividades enzimaticas y la preparacion de muestras en el método de la invenciéon cumplen los
requerimientos de un ensayo clinico fiable y barato. El resultado del método de la invencion mejora la decision de la
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terapia y el pronéstico de enfermedades tumorales malignas. Por el contrario con los métodos conocidos para
determinar actividades enzimaticas en criobiopsias que como mucho solo permiten diferenciar entre tejido tumoral y
tejido no tumoral en un paciente, el método de la invencién permite una comparacion de datos obtenidos de entre un
grupo de diferentes pacientes. Esto apoya la seguridad de la seleccion de una terapia adecuada para un paciente.

Con el método de la invencion se establece un perfil metabdlico energético completo de un tumor respectivo
basandose en las actividades enzimaticas de enzimas clave del metabolismo energético celular. Debido a su
normalizacion este método permite una actuacion rapida y es adecuado para la aplicacién de la practica clinica
diaria para determinar un perfil energético completo e individual del tumor de un paciente. El procedimiento de la
invencién permite una comparacion cruzada interindividual de los parametros debido al metabolismo energético
normalizado controlado en las muestras procesadas.

Un aumento del metabolismo energético anaerébico en los cortes de tejido determinados de acuerdo con los
métodos de la invencién se correlaciona significativamente con la progresiéon tumoral. Por lo tanto, es la relacién de
ganancia energética anaerébica respecto a la aerébica la que es predictiva de la probabilidad de metastasis, recaida
0 recurrencia local. Un pequefio niumero de subgrupos tumorales, tales como linfomas de Hodgkin podrian
demostrar una dependencia mas fuerte del metabolismo energético aerdbico. El método de la invencién también es
adecuado para estos casos ya que detecta un aumento del metabolismo energético anaerébico sobre el aerébico y
viceversa.

En el método de la invencion se establece un perfil metabdlico de un tumor especifico basandose en las actividades
enzimaticas de enzimas clave del metabolismo energético celular. El hallazgo esencial de la invencion es establecer
un perfil energético en un tejido tumoral metabdlicamente activo ex vivo de todas las rutas metabdlicas relevantes de
la célula que proporcionan energia.

Las enzimas que se pueden considerar en el método de la invenciéon son enzimas humanas clave en las rutas
metabdlicas que proporcionan energia anaerébica y aerébica. Estas rutas incluyen esencialmente la glucolisis,
glutaminolisis, lipolisis, cicl6 citrico y fosforilacién oxidativa (respiracion mitocondrial).

Las enzimas clave del metabolismo energético de la célula y la célula tumoral adecuadas para los métodos de la
invencion incluyen, la enzima malica (ME), en particular ME1, lactato deshidrogenasa (LDH), piruvato cinasa de baja
afinidad (PKLA; preferentemente la PK-M2 dimérica), piruvato cinasa de alta afinidad (PKHA; preferentemente la PK-
M2 tetramérica), hexocinasa y citocromo C oxidasa (COX). Estas son enzimas que estan presentes en el cuerpo
humano. Estan presentes en tejidos sanos y en tejidos tumorales. La actividad enzimatica especifica se expresa en
U/mg de proteina. De estas enzimas la enzima malica (ME), lactato deshidrogenasa (LDH), piruvato cinasa de baja
afinidad (PKLA o PK-M2 dimérica) y la hexocinasa se consideran las enzimas del metabolismo energético
anaerébico mientras que la piruvato cinasa de alta afinidad (PKHA, PK-M2 tetramérica) y citocromo C oxidasa (COX)
se consideran las enzimas del metabolismo energético aerébico.

La enzima malica (enzima malato descarboxilante) es una enzima clave de glutaminolisis. La glutaminolisis
comprende una serie de reacciones bioquimicas en los que se degrada el aminoacido glutamina a glutamato,
aspartato, CO3, piruvato, lactato, alanina y citrato. La energia se puede proporcionar en esta ruta anaerébhicamente.
En particular la enzima malica cataliza la reaccién quimica reversible:

(S)-malato + NaDP" « piruvato + CO, + NADPH.

La lactato deshidrogenasa (LDH) cataliza la Gltima etapa de reaccion en la glicolisis anaerdbica y en la glutaminolisis
anaerobica:

Piruvato + NADH + H" < lactato + NAD"

Por lo tanto, la L-lactato deshidrogenasa es la enzima que cataliza la oxidacion de L-lactato a piruvato y
simultdneamente la reduccién de NAD" a NADH/H™ asi como su reaccién inversa.

Las piruvato cinasas PKLA (piruvato cinasa de baja afinidad, por ejemplo la PK-M2 dimérica) y la PKHA (piruvato
cinasa de alta afinidad, por ejemplo la PK-M2 tetramérica) son enzimas implicadas en la glicolisis. Catalizan la
transferencia de un grupo fosfato del fosfoenolpiruvato a ADP, dando lugar a una molécula de piruvato y una
molécula de ATP. Por lo tanto, la actividad de PKLA proporciona informacion sobre la rama anaerébica de la
glicolisis. Por el contrario, la actividad de la PKHA proporciona informacién sobre la rama aerdbica de la glicolisis.

La hexocinasa cataliza la fosforilacion de glucosa a glucosa-6-fosfato en presencia de ATP e iones Mgz+. Ademas de
glucosa-6-fosfato se obtienen ADP y H".

La medicién de la actividad de la citocromo C oxidasa (COX) proporciona informacion sobre la fosforilacién oxidativa,
es decir, el consumo de oxigeno por las mitocondrias. Es la Ultima enzima en la cadena de transporte de electrones
respiratoria en la membrana mitocondrial. Para la determinacién de la actividad enzimatica de la citocromo C
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oxidasa reducida se oxida el citocromo C.

Ademas, como marcador de la oxidacién beta, es decir, el metabolismo de acidos grasos, se pueden utilizar las acil-
CoA deshidrogenasas mitocondriales, por ejemplo la palmitoil-CoA deshidrogenasa (acil-CoA deshidrogenasa de
cadena muy larga). La produccion energética de la oxidacion beta se produce mediante el ciclo citrico y/o la cadena
respiratoria mitocondrial, que se considera como una ruta de produccion energética anaerdbica.

En una realizacion preferida de la invencion se determina la actividad enzimatica de al menos una enzima
anaerobica y la actividad enzimatica de al menos una enzima aerdbica y se tienen en cuenta para la formacion del
cociente. Por lo tanto, para el fin de la invencién se puede determinar la actividad de una o mas de las enzimas que
se seleccionan de entre enzima malica (ME), lactato deshidrogenasa (LDH), piruvato cinasa de baja afinidad (PKLA
o PK-M2 dimérica), hexocinasa y una acil-CoA deshidrogenasa como enzimas para el metabolismo energético
anaerébico y la actividad de una o mas de las enzimas seleccionadas de entre la piruvato cinasa de alta afinidad
(PKHA; PK-M2 tetramérica), y citocromo C oxidasa (COX) como enzimas del metabolismo energético aerébico. Las
actividades determinadas sirven para formar el cociente como se ha definido anteriormente.

También es posible que el nUmero de enzimas anaerodbicas y aerébicas determinadas en el método de la invencion
sea diferente.

En una realizaciéon adicional preferida de la invencion, se determina la relacion de las enzimas detectables
relativamente facilmente (que significa que tienen actividades altamente especificas conocidas), PKLA, LDH y
PKHA. La determinacién de estas enzimas puede ser fiable en particular para la rutina de laboratorio diaria utilizando
el método analitico descrito en el presente documento.

En una realizacion adicional preferida de la invencién, se determina al menos la actividad enzimatica de la enzima
malica y al menos una enzima de produccién de energia anaerébica asi como aero6bica y se tiene en cuenta para la
formacion de la relacion. De acuerdo con una realizacion adicional preferida de la invencion, las actividades
enzimaticas que se tienen en cuanta son las de las enzimas ME1, COX, PKHA, PKLA y LDH.

La relacion (razon) de la generacion de energia anaer6bica respecto a aerdbica determinada en una muestra de
tejido permite un prondstico sobre la progresion de un tumor. En particular, el aumento del metabolismo energético
anaerobico en los cortes de tejido se correlaciona significativamente con la progresion tumoral.

Para la preparacion de muestra tisular, se lleva a cabo una biopsia 0 una reseccién de parénquima y/o tejido
conjuntivo (que contenga el tumor) en un paciente. Se puede aplicar varias técnicas de biopsia y operacion para este
fin. Estas técnicas son ampliamente conocidas y se utilizan desde hace muchos afios. En uno de los métodos de la
invencion las muestras se toman del tejido tumoral y el tejido sano que pertenece al mismo érgano al que se hace
referencia en la invencion como tejido distante del tumor. Esto es importante debido a que se puede considerar la
actividad enzimatica de una enzima tanto en tejido tumoral como en el tejido sano. Por lo tanto, un tejido distante del
tumor puede ser un tejido que se toma de un lugar adyacente al tumor pero que no es parte del tumor. Mas
preferentemente el tejido distante del tumor deberia pertenecer al parénquima o tejido conjuntivo donde se origina el
tumor.

La muestra o material de biopsia 0 masa celular que se somete a un método de la invencion es material fresco.
Fresco significa que el material tisular o masa celular no se ha sometido a congelacién o fijacion en formalina. La
muestra o material de biopsia se afiade a un medio de cultivo celular y se transfiere a un instrumento en el cual la
muestra o material de biopsia se puede procesar en cortes de tejido finos. Una caracteristica esencial de los
métodos de la invencion que el corte de tejido se toma de un tejido obtenido recientemente. Por lo tanto, ni el tejido
tumoral original ni el corte de tejido se conserva 0 se congela o se trata con un material gelificante tal como la
agarosa.

Preferentemente, el grosor del corte de tejido se selecciona para que permita la difusion de nutrientes desde el
medio de cultivo celular en el interior del corte de tejido. Ademas, el grosor del corte de tejido se deberia seleccionar
para que mantenga la actuacion metabdlica del corte de tejido durante la incubacion. Por lo tanto el grosor del corte
tisular puede ser de 200 pum a 400 pm, preferentemente de 250 um a 350 pum y mas preferentemente
aproximadamente 300 pm.

El aparato para seccionar el material de biopsia fresco puede ser un cortador de tejido. Un cortador de tejidos para la
preparacion de los cortes tisulares esta disponible en Leica Microsysteme Vertriecb GmbH, 35578 Wetzlar. Por
ejemplo, el microtomo de cuchilla VT 1200S vibratome® es adecuado para el fin de obtener cortes de tejido para los
métodos de la invencién. También es adecuado un cortador de tejidos disponible en Leica Microsysteme Vertrieb
GmbH y el cortador de tejidos Mcllwain de Campden Instruments, Ltd., Loughborough, Leics, UK. El denominado
cortador de tejidos permite una preparacion rapida de los cortes de tejido.

Una caracteristica esencial de la invencion es que los cortes de tejido se incuban en un medio de cultivo celular
durante un cierto periodo de tiempo. Esta incubacion permite la degradacién o metabolizacion de farmacos en los
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cortes tisulares que se hayan dado al paciente antes de tomar la biopsia y para eliminar los efectos de la biopsia
sobre el metabolismo energético de los cortes de tejido inducidos por la cirugia o por el cuerpo del paciente, por
ejemplo, el estatus de nutricion del paciente, la medicacion o las enfermedades crénicas. Durante la incubacién, los
cortes tisulares recuperados de los efectos de la nutricion farmacos y cirugia sobre el tejido. Después de la
incubacién de los cortes tisulares dichos efectos sobre el corte tisular se deberian eliminar. Después de la
incubacién de los cortes tisulares de acuerdo con la invencion los efectos de la nutricion, medicacion o cirugia no
tendran ninguna influencia en la actividad enzimatica de las enzimas clave en el metabolismo energético de los
cortes de tejido. Este es el estado en el que se alcanzara para la determinacién de las actividades enzimaticas de
acuerdo con la invencion. Por esta razén la incubacion se lleva a cabo y se considera una etapa esencial en el
procedimiento de la invencion.

El experto en la técnica entendera que la duracion del periodo de incubacién puede variar de tipo y dosificacion del
medicamento que se administraba al paciente antes de la biopsia/cirugia y de las influencias del tipo de biopsia o
cirugia, pero es plausible una normalizacién para un periodo de tiempo definido.

En consecuencia, la duracion minima de este periodo deberia ser tan larga como se necesite para conseguir que la
condicion del tejido en la influencia de sustratos o farmacos sobre las enzimas del perfil del metabolismo energético
se pueda excluir esencialmente. En consecuencia, el periodo de incubacién, por ejemplo, puede ser de 16 a 28
horas. Preferentemente, se puede seleccionar un periodo de incubacién de 24 horas para el fin de la invencion. La
invencion sugiere un periodo de incubacion de 24 horas. Lo mas probable es que después del periodo de tiempo de
incubacién los efectos de farmacos y la cirugia sobre la actividad enzimatica en el corte de tejido se puedan
despreciar.

Para la incubacion de la muestra o el material de biopsia y los cortes de tejido son adecuados medios de cultivo
celular habituales. Dichos medios de cultivo celular estan disponibles en el mercado. El medio de cultivo celular
PRMI 1640 es un medio que se puede utilizar en el almacenamiento y transporte de la muestra o material de biopsia
y la incubacién de los cortes de tejido. La incubacion de una muestra de tejido para normalizar la condicion
metabdlica de las muestras es una importante caracteristica del método de la invencion.

Para la incubacion, las muestras se mantienen en una atmdsfera normal. Si de acuerdo con un método alternativo
de la invencién los cortes de tejido se incubaran en condiciones anaerébicas o anoxicas para fines de referencia, las
muestras de tejido se pueden mantener en una atmésfera de nitrégeno o didxido de carbono o que carezca de
oxigeno. Se prefiere una atmosfera de didxido o nitrdgeno, sin 0 sustancialmente sin oxigeno. Particularmente se
prefiere el diéxido de carbono.

Después de la incubacion en el medio de cultivo celular los cortes de tejido se procesan a homogenados celulares
seguido por el fraccionamiento del homogenado celular a citosol y componentes subcelulares. La preparacion del
homogenado celular se lleva a cabo en un tampoén de desintegracion con aparato adecuado para la rotura celular
suave. Para este fin un se puede utilizar una picadora de Potter para tejidos para la homogeneizacién de tejidos y
células. Es importante que las paredes celulares se rompan pero no las membranas mitocondriales. Dichos aparatos
se describen en Nature Protocols 7, 1235-1246 (2012) y estan disponibles, por ejemplo, en Sartorius AG, Alemania.
Por ejemplo, se pueden romper los cortes de tejido de tejido tumoral con un homogeneizador de Potter-Elvehjem. Un
tampon de desintegracién adecuado es, por ejemplo, un denominado tampén A, que consiste en 250 mM de
sacarosas, 50 mM de KCI, 5 mM de MgCI2, 20 mM de Tris/HCI, y agua a pH 7,4 mediante doce aplastamientos sin
dafiar la integridad de las mitocondrias. Las mitocondrias y el citosol se pueden acumular por centrifugacion
diferencial (600 g, 5 minutos, sobrenadante 10.000 g, 10 minutos, el aglomerado es la fraccion mitocondrial, el
sobrenadante es la fraccién citosdlica). En el caso de cantidades limitadas de muestra, se pueden utilizar
homogenados tisulares o celulares para la medicion de las actividades enzimaticas. Estos homogenados se pueden
ganar por destruccién celular mecanica (es decir por picadora tisular de Potter o sonicacién) o quimica (es decir,
detergentes).

Las actividades enzimaticas se pueden medir por reacciones conocidas y bien descritas basandose en las
reacciones mencionadas anteriormente. Dichas reacciones se habian descrito en los libros de texto anteriormente.
Posteriormente se indican posibles concentraciones de reactivos para la detecciéon de actividad enzimatica de un
grupo de enzimas clave del metabolismo energético.

Enzima Tampon A con los Enzima (Sigma-Aldrich) Principio de medicién
aditivos:

Hexocinasa 1 mM glucosa Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa |NADP-reduccion
0,5 mM NADP Reserva 2 U/ml
1 mMATP

Malato descarboxilasa 2 mM malato NADP-reduccion
0,5 mM NADP
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Piruvato cinasa 10 mM PEP Lactato deshidrogenasa NADH-oxidacién
de baja afinidad 1 mM ADP Reserva 6 U/ml
0,5 mM NADH
Piruvato cinasa 0,1 mM PEP Lactato deshidrogenasa NADH-oxidacién
de alta afinidad 1 mM ADP 6 U/ml
0,5 mM NADH
Lactato 1 mM piruvato NADH-Oxidacion
deshidrogenasa 0,5 mM NADH
Complejo IV 120 mM CPi 3 ul de citocromo C reducido Oxidacion de citocromo C
0,05 % Lauril-maltésido | (5 mM) por pocillo reducido

La determinacion del Complejo IV se llevé a cabo a 25 [IC, en una placa de 96 pocillos durante 10 minutos a 540-
550 nm; la determinacion del resto de enzimas en placa de 96 pocillos a 37 [IC durante 30 minutos (simultanea) a
340-400 nm, tipo de fotémetro SPECTRAmMax® PLUS 384 de Molecular Devices.

Para la determinacion de la actividad del complejo IV el citocromo C en forma reducida se oxida. Para proporcionar
citocromo C reducido como sustrato para la reaccién de oxidaciéon mencionada anteriormente el citocromo C se trata
con una solucién de ditionita sodica. Por ejemplo, se pueden tratar 2,7 ml de una solucién de reserva de citocromo C
(oxidado) con 0,3 ml de una solucion de ditionita soédica 1 M. Esta solucién de reserva se puede almacenar en un
tampon de fosfato 20 mM que se mantienen en una atmdésfera de nitrdgeno. Para la purificacion de la solucién de
reserva se pueden utilizar columnas Econo®-Pc 10DG.

En una realizacion particular preferida de la invencion, los reactivos necesarios para la determinacion de la actividad
enzimatica se depositan como soélidos en el fondo y/o la pared de placas con pocillos. Las placas con pocillos
tratadas de esta manera permiten la adicién de la muestra en un tampén de muestra y la medicién fotométrica de la
actividad de diferentes enzimas de las muestras en los pocillos de la placa.

Las placas con pocillos con los reactivos depositados en las paredes y/o fondo de los pocillos se pueden obtener,
por ejemplo, por tratamiento de los pocillos de una placa con pocillos con una cierta cantidad de una solucion
tampon con los reactivos necesarios para la determinacion de la actividad enzimatica en una concentracion
adecuada. Los pocillos tratados al vacio se secan de esta manera a una temperatura baja para evaporar el agua de
la solucion tampén. Los reactivos secados para la determinacion de la actividad enzimatica de una enzima
especifica se adhieren al fondo y las paredes del pocillo.

La préxima etapa en los métodos de la invencion se generar el cociente de las actividades enzimaticas especificas
en la muestra de tejido tumoral y en la muestra de tejido distante del tumor o en el tejido tumoral norméxico (masa
celular) y el tejido tumoral anéxico (masa celular).

Si, por ejemplo, se consideran las actividades enzimaticas de las enzimas ME1, LDH, PKLA como enzimas
anaerdbicas y las enzimas aerébicas PKHA, COX, en cada uno de los tejidos tumorales y tejido distante del tumor
de un paciente, primero se forman los cocientes de las actividades enzimaticas medidas de ME1/ME1, LDH/LDH,
PKLA/PKLA, PKHA/PKHA y COX/COX y en la préxima etapa, se ponen en una relacién (razén) entre ellas como se
forma en la siguiente ecuacion:

ME1l + LDH + PKLA
COX + PKHA

El valor obtenido de esta ecuacion es indicativo de la formacién de metastasis en un paciente. Tanto los valores muy
altos y muy bajos pueden reflejar un mal pronéstico, mientras que los valores intermedios reflejan un prondstico
favorable.

De manera alternativa, en el caso en el que el tejido distante del tumor no esta disponible para la generacion del
cociente mencionado anteriormente, se compara la actividad de la enzima especifica en condiciones normales de
oxigeno con la actividad de la enzima especifica en condiciones anaerdbicas maximas y se expresa como un valor
en porcentaje. Por lo tanto, la actividad enzimatica especifica en la muestra de tejido tumoral en condiciones
anaerébicas maximas se considera que es el 100 %. Basandose en el valor del 100 %, se calcula el valor del
porcentaje de la actividad enzimatica especifica obtenido después de la incubacién sin ajustar una condicion
anaerébica (contenido de oxigeno regular) en la muestra de tejido tumoral. Por lo tanto, también en este método
alternativo se forma un cociente de la medida de la actividad enzimatica en presencia de oxigeno y sin oxigeno. Los
cocientes se ponen en una ecuaciéon como se ha mostrado anteriormente. El valor resultante (relacion) es indicativo
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del pronéstico incluyendo la prediccién de la probabilidad de la formacion de metastasis, recaida o recurrencia local
en un paciente.

Para la evaluacion de la situacion patolégica del paciente puede ser ventajoso un valor de corte. El denominado
valor de corte se obtiene por andlisis estadistico de una gran cohorte de pacientes (500 y mas pacientes) en
consideracion de los cocientes o resultados de los métodos de la invencion.

Posteriormente la invencién se explica adicionalmente basandose en las Figuras y la Tabla desvelada en el presente
documento. En la tabla el estado N significa pacientes con metastasis en ganglios linfaticos y/o distante (N = 1) y sin
metastasis (NO).

Para los datos presentados en la Tabla 1, se midié la actividad enzimatica especifica de enzimas clave de todos los
metabolismos energéticos esenciales en la célula. La actividad de ME1 proporciona datos sobre la glutaminolisis.
Con la actividad de LDH se proporcionan los datos de la ultima etapa de la reaccion de glicolisis anaerébica y la
glutaminolisis anaerébica. La actividad de PKLA proporciona datos sobre la rama anaerdbica de la glicolisis. La
actividad de PKHA proporciona datos de la rama aerébica de la glicolisis y la actividad de COX proporciona datos
sobre la fosforilacion oxidativa (consumo de oxigeno mitocondrial).

La Tabla 1 muestra los datos medidos de todas las relaciones posibles combinatoriamente de las enzimas
anaerébicas (ME1, LDH, PKLA) en relacién con las enzimas aerobicas (PKHA, COX). La relacién de ganancia de
energia anaerdbica respecto a aerébica en pacientes con cancer de colon con un estado de N = 1 aumenta
significativamente (n® 15, n°® 17-18, n® 20 y n® 26) como se muestra por los valores el ensayo-t de la diferencia
absoluta (dif) o relativa (razén). Esto es plausible.

Es posible una evaluacién del riesgo basandose en los valores medidos y basandose en el nivel ya calculado de
significacion con un cociente, por ejemplo, en el que se incluye la enzima ME1 y al menos una enzima del
metabolismo energético anaerdbico y aerébico medido.

En resumen, se puede concluir, que el aumento de ganancia energética anaerdbica en los cortes de tejido se
correlaciona significativamente con la progresion tumoral mientras que el metabolismo en las criobiopsias (de los
mismos pacientes), si acaso, solo permite diferenciar entre tejido tumoral y tejido no tumoral. Ademas, los valores
obtenidos de las criobiopsias muestran una disminucion de la ganancia de energia anaerébica (n° 6, n°® 8-9, n°® 11-
12, n° 14-15, n°® 17-18, n° 20-21, n°® 23-24 y n° 26) o aerdbica (n° 4, n° 5) cuando aumenta la progresion tumoral lo
que, basandose en el conocimiento general de la biologia tumoral, no es posible. La razén para esta incapacidad de
las mediciones en los cortes de criotejidos para diferenciar entre el estado NO y =N1 basandose en su perfil
energético puede carecer de normalizacién en el método de medicion.

De acuerdo con la invencién los cortes de tejido metabolizan en condiciones estrictamente normalizadas (grosor de
corte de difusion activa de 300 pm, medio RPMI, 37 [IC, un 5 % de CO2, tiempo de incubacion de 24 h) mientras
que las muestras tomadas de criobiopsias inmediatamente antes de la medicion de la actividad enzimatica puede
sufrir de ofrecer sustratos individuales profundamente diferentes y e influencias diversas adicionales fuertemente
variables tales como los habitos alimentarios, enfermedades crénicas, estacion, edad, género y estado hormonal del
cuerpo de los respectivos pacientes. Las mediciones muestran que solo el tratamiento y el procedimiento de
medicién de las muestras normalizadas permite un pronoéstico significativo del riesgo de progresion de un carcinoma
gue tenga sentido biolégicamente basandose en el conocimiento de los tumores.

Se utilizan las siguientes abreviaturas en la Tabla 1: N = estado de los ganglios linfaticos de acuerdo con la
clasificacion TNM de la OMS (72 edicion), media = valor medio, SD = desviacion tipica, n = nimero de pacientes, los
valores de p (probabilidad) < 0,05 se consideraban estadisticamente significativos (ensayo T emparejado, de dos
colas, tipo 2, software utilizado: Excel®. ME1: enzima malica 1, LDH: lactato deshidrogenasa, PKLA: piruvato cinasa
de baja afinidad (dimero fosforilado de PK-M2), PKHA: piruvato cinasa de alta afinidad (tetramero no fosforilado de
PK-M2), COX: Citocromo C oxidasa.

Todas las actividades enzimaticas se dan como una relacion de la actividad enzimatica respectiva del tumor de
colon y el tejido distante del tumor en la Tabla 1. Esto servira para considerar diferencias potenciales en el
metabolismo de pacientes individuales y para considerar la influencia estadistica de una enzima con actividad
especifica baja en general.

La Fig. 1 muestra una presentacion grafica de los valores de la muestra n°® 26 de la Tabla 1. Estos son los cocientes
obtenidos del tejido tumoral y el tejido distante del tumor de un paciente y las actividades enzimaticas de enzimas
del metabolismo energético anaerébico y aerdbico. En un grupo, se obtienen los datos de actividad enzimatica a
partir de cortes de tejido de acuerdo con el método de la invencion después de 24 horas de incubacién. En el otro
grupo se miden las actividades enzimaticas de la misma manera pero el corte de tejido es un tejido de criobiopsia sin
la incubacion de 24 horas. La Fig. 1 muestra que en vista de la discriminacion entre el estado de NO (sin metastasis
en ganglios linfaticos) y 2N1 (presencia de metastasis en ganglios linfaticos) en pacientes de cancer de colon los
datos obtenidos de acuerdo con la invencién son superiores que los obtenidos de la criobiopsia. En un tumor con
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metastasis en ganglios linfaticos el metabolismo energético de las muestras de tejido de criobiopsia es cada vez mas
anaerobico. Esto no se establece sin embargo en la relacion de metabolismo energético anaerébico/aerébico para
las muestras de tejido de criobiopsia en la Fig. 1, debido a los valores altos de p en comparacién con los valores de
p de las muestras de tejido fresco acondicionados de acuerdo con el procedimiento de la invencion.

La Fig. 2 muestra una presentacion grafica de los cocientes individuales del metabolismo energético anaerdbico y
aerdébico sin un tejido normal como referencia de once pacientes con un carcinoma de colon y de siete pacientes con
leucemia linfocitica crénica utilizando la relacion n°® 26 de la tabla 1. Las actividades enzimaticas (mU/mg de
proteina) de las enzimas indicadas se midié en condiciones de contenido de oxigeno regular y en anoxia. La
condicion de anoxia se establecié mediante la incubacion de las muestras de tejido en bolsas que contenian CO2
durante un periodo de tiempo de 24 horas. Se formé un cociente individual de la actividad enzimatica que se media
en una muestra de tejido anaerdbico y en una muestra de tejido incubada en presencia de contenido regular de
oxigeno. La representacion grafica muestra los valores medidos en condiciones de contenido regular de oxigeno
como parte (veces de cambio) del valor obtenido en condiciones de anoxia. El valor medio para los pacientes de
carcinoma colorrectal (sin metastasis de ganglios linfaticos y sin metastasis distante) alcanzaban 0,77 + 0,36 (veces
de cambio) y el valor medio de los pacientes con carcinoma colorrectal (con metastasis en ganglios linfaticos y/o
metéstasis distante) alcanza 1,57 + 0,54 (veces de cambio) del valor de referencia individual maximo en condiciones
de anoxia de las muestras de tejido (Fig. 2A, n = 11, p = 0,04; ensayo T de doble lado, tipo 2, software: Excel®). La
Fig. 2B muestra la distribucién de las valoraciones individuales del paciente para los carcinomas colorrectales (n =
11).

El valor medio para los pacientes con leucemia linfocitica crénica (sin factores de alto riesgo: inactivacion de la
mutacion TP53 y/o del(17p) y/o refractaria a las terapias convencionales actuales y/o remision a corto plazo (<2
afios)) alcanzaba 1,49 + 0,16 (veces de cambio) y el valor medio de leucemia linfocitica crénica (con factores de alto
riesgo: inactivacion de la mutacion TP53 y/o del(17p) y/o refractaria a las terapias convencionales actuales y/o
remision a corto plazo (<2 afios)) alcanza 2,28 + 0,33 (veces de cambio) de la referencia individual maxima obtenida
en condiciones andxicas de las muestras de tejido (Fig. 2 C, n = 7, p = 0,006, Ensayo-t, de doble lado, tipo 2,
software: Excel®). La Fig. 2D muestra la distribucion de las valoraciones individuales del paciente para la leucemia
linfocitica crénica (n = 7). Por lo tanto, este método es adecuado para los fines de la invencion en los que no existe
un tejido normal como muestra de referencia.

Posteriormente, la invencién y su aplicacidon a un paciente se explican adicionalmente en los siguientes ejemplos. Se
deberia entender que estos ejemplos son solamente con fines ilustrativos y no se consideran como limitantes de la
presente invencién de ninguna manera.

Ejemplo 1

Recomendacién de terapia para un paciente con carcinoma de colon (paciente A) en estadio Il segin UICC sin
factores de riesgo después de la reseccién de colon curativa basandose en su perfil metabdlico energético.

De acuerdo con las directrices S3 de “Kolorektales Karzinom" 2004/2008 (que resultan de las evidencias basadas en
las conferencias de consenso 06./07.02.2004 y 08./09.06.2007, "S3 guideline "Colorectal Cancer" 2004/2008) es
posible llevar a cabo una quimioterapia adyuvante en un paciente que tiene un carcinoma colorrectal con una
reseccion curativa en estadio Il (grado de recomendacion 0, evidencia 1b, fuerte consenso). Sin embargo, el uso
obligatorio de una quimioterapia adyuvante (postoperatoria) en este estadio puede que no se derive actualmente de
los presentes estudios aleatorios. En consecuencia, en el presente caso, la recomendacion es que se deberia al
menos tener en cuenta una terapia y que se deberia discutir individualmente. Esto significa que los profesionales de
la salud actuales no estan seguros si seleccionar una opcion de terapia y si el caso es afirmativo cual opcion de
terapia deberian seleccionar y como puede ser el pronéstico de dichos pacientes. Como factores de riesgo en el
estadio Il de UICC se definen un estadio R7, una perforaciéon tumoral o una laceraciéon tumoral, una cirugia en
condiciones de emergencia y un nimero demasiado limitado de ganglios linfaticos examinados. El paciente A se
codifica en la clasificacion pT3, pNO (0/31), G2, RO de TNM y de acuerdo con las directrices S3 dicho paciente no
esta en situacion de riesgo.

El tejido de cancer de colon o tejido distante del tumor de colon de dicho paciente se someti6 al método de la
invencion y se determinaron las siguientes actividades enzimaticas (las mediciones se llevaron a cabo en
condiciones norméxicas): tejido distante del tumor de colon: COX = 0,93 mU/mg, LDH = 245 mU/mg, ME1 = 0,84
mU/mg, PKLA 226 mU/mg, PKHA = 43 mU/mg; tejido de cancer de colon: COX = 0,93 mU/mg, LDH = 220 mU/mg,
ME1:1,2 mU/mg, PKLA = 211 mU/mg, PKHA = 29 mU/mg; cociente (ME1+LDH+PKLA)/(COX+PKHA) = 3,50.

Con determinaciones paralelas de la actividad enzimatica de acuerdo con el método alternativo de la invencion se
obtuvieron los siguientes valores en condiciones anoxicas en el tejido de cancer de colon: COX=2,29 mU/mg, LDH =
565 mU/mg, ME1 = 2,74 mU/mg, PKLA = 528 mU/mg, PKHA = 109 mU/mg, la relacién
(ME1+LDH+PKLA)/(COX+PKHA) es 1,8.
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En consecuencia, la relacion basada en el metabolismo energético anaerodbico respecto a aerdbico en tejido distante
del tumor de colon es de 3,50. Teniendo en cuenta la combinaciéon de enzimas seleccionadas de este ejemplo para
la determinacién del cociente, un valor de 1,50 se corresponde con un equilibrio igual entre el metabolismo
energético anaerobico y aerdbico (numerador = 1,0 + 1,0 + 1,0; denominador = 1,0 + 1,0; el cociente es 1,5).
Basandose en su tejido normal, la relacién de metabolismo energético anaerdbico respecto a aerébico es mas de
2,3 veces mayor en el tejido tumoral del paciente A. Basandose en la relacion de su tejido tumoral tratado
anoxicamente la relacion de metabolismo energético anaerdbico respecto a aerdbico del paciente A es mas de 1,2
veces mayor Si se tiene en cuenta valores de corte para el método que se lleva a cabo en el tejido normal distante
del tumor de 3,0 (los valores = 3,0 se asocian con un peor pronéstico) y de 1,0 con el método con el tejido tumoral
tratado andxicamente (valores = 1,0 se asocian con un peor prondstico), el resultado de ambos métodos de la
invencion para el paciente A se asocian con un peor pronéstico.

Basandose en la invencion, la recomendacion para el paciente A en consecuencia es la aplicacién de una terapia
adyuvante que contenga oxaliplatino. Esta terapia es obligatoria para los pacientes en estadio Il de UICC. Los
pacientes en estadio Ill de UICC formalmente tienen un peor prondstico en comparacion con la evaluacion del
paciente A de acuerdo con las directrices validas actualmente. Por lo tanto, basandose en los resultados del método
de la invencion, la terapia para el paciente A seria de acuerdo con el protocolo de quimioterapia de las directrices S3
para los pacientes en estadio 11l de UICC aunque, a pesar del hecho de que no hay metastasis en ganglios linfaticos
en el momento de la cirugia y a pesar del hecho de que de acuerdo con las directrices los factores de riesgo de este
paciente son bajos, el hecho es que este paciente tiene que esperar la metastasis o una recaida con un curso
finalmente letal.

Ambos valores de corte se seleccionan como ejemplos pero son realistas.
Ejemplo 2

Pronéstico y recomendacién de terapia para un paciente asintomatico de CLL (leucemia linfocitica crénica) (paciente
B) basandose en su perfil metabdlico energético tumoral

El paciente B se diagnostico por primera vez con CLL asintomatica en 1994. Aunque en esa época el paciente no
presentaba ningin sintoma. De acuerdo con las directrices en esa época (http://www.dgho-
onkopedia.de/de/onkopedia/leitlinien/cll) y se seleccioné tener una actitud observadora en vez de una terapia a
condicion de que no se produjeran sintomas (“eyo”, “esperar y observar”). Desde entonces los analisis citogenéticos
molecular FISH (hibridacién in situ de fluorescencia) basados en la deteccién de una mutacion de eliminacion de
17p13 y TP53 eran negativos. Los pacientes con mutacion de eliminacion de 17p13 y mutacion inactivante TP53
muestran tasas de respuesta baja y de supervivencia libre de progresion y supervivencia total mas cortas de
acuerdo con las directrices de la CLL. En 2010 el paciente se diagnosticé de una mutacién clénica TP53 rara (en
2,51 % de las células tumorales) pero seguia siendo asintomatico. En el momento de la transferencia del material de
la muestra de tejido el paciente B para su examen, el paciente habia llegado a ser clinicamente sintomatico.

En este caso, se llevo a cabo el método alternativo de la invencion con mediciones adicionales de la actividad
enzimatica en condiciones andxicas, ya que este tumor no permite la obtenciéon de las correspondientes células
normales. Se purificaron 2 x 10’ células tumorales de acuerdo con un procedimiento convencional con gradientes de
Ficoll® a partir de una muestra de sangre del paciente y se proporcionaron para su examen en medio de cultivo
celular RPMI-1640. Paralelamente, el hospital llevd a cabo un andlisis de aberracion cromosémica, andlisis de
eliminacion y analisis de mutacion genética con un material de muestra del paciente B. De acuerdo con el método
alternativo de la invencion descrito anteriormente se determinaron las siguientes actividades enzimaticas en la masa
celular del tumor leucémico (se indican entre paréntesis las actividades enzimaticas en condiciones de contenido
normal de oxigeno y anoxica): COX = 0,86 (0,71) mU/mg, LDH = 89 (82) mU/mg, ME1 = 0,19 (0,07) mU/mg, PKLA =
159 (132) mU/mg, PKHA = 13 (16) mU/mg;

relacion (MEL + LDH + PKLA) / (COX + PKHA) = 2,51.

Basandose en este analisis y en consideracion del tumor el valor de corte a modo de ejemplo, pero realista es de
2,0. Esto significa que valores mayores de 2,0 se asocian con un prondstico peor; en consecuencia el prondstico
para la paciente B (cociente 2,51) es bastante malo.

Por el contrario, las directrices actuales de CLL consideran para el paciente B, que se consideré clinicamente como
apto (“go go”), dos opciones de terapia, que dependen del resultado del andlisis cromosémico. En el caso en el que
el paciente B no tenga una eliminacién del cromosoma 17 (del(17p)) se tiene que seleccionar el llamado esquema
FCR para la terapia (Fluradabina, Ciclofosfamida, Rituximab). Con del(17p) se deberia seleccionar una terapia
alternativa de acuerdo con las directrices para la CLL. En este caso las directrices para CLL recomiendan la
administracion de Alemtuzumab con trasplante posterior de células madre sanguineas alogénicas debido a que esta
terapia puede permitir una supervivencia libre de enfermedad mas larga. Una mutacion TP53 inactivante a menudo
acompafia una del(17p), sin embargo una mutacion inactivante TP53 sin una del(17p) es bastante rara. No obstante
una mutacion inactivante TP53 pos si misma se asocia con un prondstico muy malo y con tasas de respuesta
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menores al esquema denominado FCR. Las directrices de CLL, sin embargo, no dan una clara recomendacion de la
terapia preferida para los pacientes de CLL con la mutacion TP53.

Basandose en el método de la invencién la recomendacion para el paciente B es la administracion de Alemtuzumab
con el posterior trasplante de células madre sanguineas alogénicas consolidantes. Esta recomendacion es valida a
pesar del a falta de del(17p). En el caso que nos ocupa las directrices sugieren una progresion de la enfermedad
mas favorable y una mejor respuesta a un esquema de terapia diferente del esquema FCR. Entre tanto, el
diagnostico clinico para el paciente B revelaba que habia ocurrido una expansion clénica de las células mutantes de
TP53, Finalmente la recomendacién de terapia basandose en el método de la invencién habria sido conforme a la de
las directrices de CLL. Este caso muestra que utilizando el método de la invencién era posible recomendar una
terapia y dar un pronoéstico correspondiente a las directrices en solo 24 h. Por el contrario, el diagnéstico
cromosomico y el analisis de mutacion (ensayos clinicos habituales) como se llevé a cabo en el paciente B necesitan
hasta dos semanas y son muy caros. Por lo tanto, el método reivindicado es mucho mas barato y rapido.

En una pequefia cohorte de siete pacientes de CLL era posible identificar dos pacientes (el paciente B y el paciente
C) con una precisién del 100 % que tienen un prondstico bastante peor. El paciente C no respondia a la terapia y de
acuerdo con las directrices del CLL del paciente C tenia un tiempo de supervivencia estadistico de 1 a 2 afios. Con
el método de la invencion basado en la actividad enzimatica medida en condiciones normales de oxigeno y en
condiciones andéxicas se obtuvieron los siguientes valores (los valores para la anoxia estan entre paréntesis). COX =
1,16 (1,38) mU/mg, LDH = 125 (126) mU/mg, ME1 = 0,25 (0,23) mU/mg, PKLA = 108 (106) mU/mg, PKHA = 12 (18)
muU/mg; ratio (ME1+LDH+PKLA)/(COX+PKHA) = 2,04.

Basandose en los andlisis y en la consideracion de un valor de corte realista seleccionado a modo de ejemplo para
este tumor de 2,0 (valores > 2,0 se asocian con peor pronostico, el prondstico para el paciente C es bastante malo.

Para los siete pacientes de CLL examinados el valor medio del cociente para los pacientes con un buen prondstico
verificable era de 1,49 + 0,16. Para los pacientes con un pronéstico verificable bastante peor (mutacién TP53 o sin
respuesta a la terapia) el valor medio del cociente era de 2,28 + 0,33. La distincion estadistica de la diferencia de los
valores medios era altamente significativa con una p = 0,006 (p < 0,05, ensayo, de doble lado, tipo 2, software:
Excel®. Un cociente sorprendentemente bajo del metabolismo energético anaerébico respecto al aerébico esta
presente en el paciente D; el valor era de 1,24, es decir, claramente por debajo de 2,0. La recomendacién de terapia
para el paciente D sintomatico es el esquema de tratamiento FCR, su curso de enfermedad es bastante favorable.
Como se correlaciona con las mediciones, de acuerdo con el método de la invencién, se esperaria que idealmente el
analisis clinico del cromosoma y mutacion idealmente no presente cambios. De hecho, el analisis clinico confirmaba
que los pacientes de CLL examinados solamente el paciente D presentaba no solo ninguna presencia de del(17p) ni
una mutaciéon TP53, sino también ninguna aberracion cromosémica en absoluto. De acuerdo con las directrices de
CLL se puede esperar una patogénesis bastante favorable para el paciente D.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de diagnoéstico para la prediccion del prondstico de un tumor, que incluye la probabilidad de formacion
de metastasis, la aparicién de recaidas y/o la recurrencia local y la provisién de una recomendacion de una terapia,
gque comprende las etapas de

(@) incubacion de un material de muestra tumoral fresco del paciente y un material de muestra fresco
comparativo del paciente en un medio de cultivo para permitir la eliminacién de los efectos de la nutricion, de los
farmacos y de la biopsia sobre el metabolismo energético en los materiales de muestra;

(b) preparacion de un homogenado celular y fracciones subcelulares a partir de los materiales de muestra de la
etapa (a);

(c) determinacién de las actividades enzimaticas de al menos una enzima clave anaerébica y al menos una
aerobica del metabolismo energético del homogenado celular o de la fraccion subcelular y determinacién de un
cociente de la actividad enzimatica que se determina en el material de muestra y el material de muestra
comparativo;

(d) calculo de la relaciéon de ganancia energética anaerédbica respecto a la aerdbica o viceversa basandose en el
cociente determinado en la etapa (c) en el material de muestra y en el material de muestra comparativo.

en el que el material de muestra del paciente se selecciona de entre cortes de tejido, una masa celular tumoral y
células aisladas y el material de muestra comparativo se selecciona de entre un corte de tejido distante del tumor o
un material que en la etapa (a) se ha incubado en condiciones que regulan positivamente el metabolismo energético
anaerdébico y se selecciona de entre un corte de tejido tumoral, una masa celular tumoral y células aisladas.

2. Un método de diagndstico de acuerdo con la reivindicacion 1 que comprende las etapas de

(a) incubacion de cortes de tejido tomados de un material de biopsia de un tejido tumoral y de un tejido distante
del tumor de un paciente en un medio de cultivo que permita la eliminacion de los efectos de la nutricién, de los
farmacos y de la biopsia sobre el metabolismo energético de los cortes de tejido;

(b) preparacion de un homogenado celular y fracciones subcelulares a partir de los cortes de tejido de la etapa
(a);

(c) determinacion de actividades enzimaticas de al menos una enzima clave anaerébica y al menos una aerébica
del metabolismo energético del homogenado celular o de la fraccion subcelular en el tejido tumoral y el tejido
distante del tumor y determinacién de un cociente de la actividad enzimatica de una enzima que se determina en
el tejido tumoral y el tejido distante del tumor;

(d) calculo de la relacion de ganancia de energia anaerébica respecto a la aerébica o viceversa basandose en el
cociente determinado en la etapa (c) en el tejido tumoral y el tejido distante del tumor.

3. Un método de diagnostico de acuerdo con la reivindicacion 1 que comprende las etapas de

(a) incubacion de un corte de tejido tomado de un material de biopsia de un tejido tumoral de un paciente en un
medio de cultivo celular para permitir la eliminacion de los efectos de un farmaco, de la nutricion y de la biopsia
sobre el metabolismo energético de los cortes de tejido;

(b) incubaciéon de un segundo corte de tejido del mismo material de biopsia en condiciones que regulen
positivamente el metabolismo energético anaerébico en el corte de tejido;

(c) preparacion de un homogenado celular y fracciones subcelulares a partir de los cortes de tejido de la etapa
(a),

(d) determinacion de las actividades enzimaticas de al menos una enzima clave anaerébica y al menos una
aerobica del metabolismo energético del homogenado celular o de la fraccion subcelular en el tejido tumoral y en
una muestra de tejido tumoral con el metabolismo energético anaerébico regulado positivamente y formacion de
un cociente de la actividad enzimatica de una enzima en el tejido tumoral y en la muestra de tejido tumoral con el
metabolismo energético anaerdbico regulado positivamente;

(e) calculo de la relacién de la ganancia energética anaerdbica respecto a la aerébica o viceversa basandose en
el cociente determinado en la etapa (c) en el tejido tumoral y en la muestra de tejido tumoral con el metabolismo
energético anaerodbico regulado positivamente.

4. Un método de diagnéstico de acuerdo con la reivindicaciéon 1 que comprende las etapas de

(a) incubacion de una parte de una masa celular tumoral tomada de un paciente en un medio de cultivo que
permita la eliminaciéon de los efectos de un farmaco, de la nutricion y de la biopsia sobre el metabolismo
energeético;

(b) incubacion de la otra parte de la misma masa celular tumoral tomada del paciente en condiciones para
regular positivamente el metabolismo energético anaerobico;

(c) preparaciéon de un homogenado celular y fracciones subcelulares de la masa celular tumoral de la etapa (a),
(d) determinacion de la actividad enzimatica de al menos una enzima clave anaerébica y al menos una aerébica
del metabolismo energético de la fraccion subcelular o del homogenado celular en la masa celular tumoral y en la
masa celular tumoral con el metabolismo energético anaerdbico regulado positivamente y determinacion de un
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cociente de la actividad enzimatica de una enzima en la masa celular tumoral y en la masa celular tumoral con el
metabolismo energético anaerdbico regulado positivamente;

(e) célculo de la relacion de ganancia energética anaerobica respecto a la aerébica o viceversa basandose en el
cociente determinado en la etapa (c) en la masa celular tumoral de la etapa (a) y en la masa celular tumoral con
el metabolismo energético anaerébico regulado positivamente.

5. Un método de diagndstico de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende las etapas de

(a) aislamiento de células de una muestra sélida o liquida de un tumor tomada de un paciente, estimacion del
numero de células aisladas, dilucion de estas células e incubacion de estas células en un medio de cultivo celular
gue permita la eliminacién de los efectos de un farmaco, de la nutricion y de la biopsia sobre el metabolismo
energético y para permitir la proliferacion de las células;

(b) incubacion de la misma cantidad de células que se aislaron y trataron como se ha descrito en (a) en
condiciones que regulen positivamente el metabolismo energético anaerdbico;

(c) preparacion de fracciones subcelulares y de un homogenado celular a partir de las células aisladas de las
etapas (a) y (b);

(d) deteminacion de la actividad enzimatica de al menos una enzima clave anaerébica y al menos una aerébica
del metabolismo energético de la fraccion subcelular o del homogenado celular en las células aisladas y en las
células aisladas con el metabolismo energético anaerébico regulado positivamente y determinacion de un
cociente de la actividad enzimatica de una enzima en las células aisladas de (a) y en las células aisladas con el
metabolismo energético anaerébico regulado positivamente;

(e) célculo de la relacién de ganancia energética anaerébica respecto a aerdbica o viceversa basandose en el
cociente determinado en la etapa (d) en las células aisladas de la etapa (a) y en las células aisladas con el
metabolismo energético anaerdbico regulado positivamente.

6. El método de diagndstico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que se seleccionan al menos una
enzima anaerébica y al menos una enzima aerébica de las enzimas clave del metabolismo energético de la célula.

7. El método de diagnostico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que las enzimas clave del metabolismo
energético de la célula se seleccionan de entre una o0 mas de enzima malica (ME), lactato deshidrogenasa (LDH),
piruvato cinasa de baja afinidad (PKLA o PK-M2 dimérica), hexocinasa y una acil-CoA deshidrogenasa y de una o
mas de las enzimas seleccionadas de entre piruvato cinasa de alta afinidad (PKHA; PK-M2 tetramérica) y citocromo
C oxidasa (COX).

8. El método de diagnéstico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que los reactivos para la determinacién
de la actividad enzimatica se pre-depositan en las paredes de los pocillos de una placa con pocillos.

9. El uso del cociente de la actividad enzimatica de al menos una enzima anaerébica y al menos una enzima
aerdbica de las enzimas clave del metabolismo energético determinado (i) en un tejido tumoral fresco y en
comparacion en un tejido fresco distante del tumor o (ii) en un tejido tumoral o células tumorales y en comparacién
con condiciones anodxicas determinadas por el método de las reivindicaciones 1 a 8, como un marcador o
biomarcador para la prediccion del prondstico del tumor incluyendo la probabilidad de la formacion de metastasis, la
aparicion de recaidas y/o la recurrencia local.

10. El uso de acuerdo con la reivindicacion 9 en el que se seleccionan una o mas enzimas de entre el grupo de
enzima malica (ME), lactato deshidrogenasa (LDH), piruvato cinasa de baja afinidad (PKLA o PK-M2 dimérica),
hexocinasa y una acil-CoA deshidrogenasa como enzima anaerdbica y una o mas seleccionadas de entre el grupo
de piruvato cinasa de alta afinidad (PKHA; PK-M2 tetramérica) y citocromo C oxidasa (COX) como enzima aerdbica.
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