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2 

DESCRIPCIÓN 
 
Identificación, evaluación y terapia de cánceres con resistencia innata o adquirida a inhibidores de ALK 
 
Solicitudes relacionadas 5 
 
Esta solicitud reivindica el derecho de prioridad para la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos número 
de serie 61/337.465, presentada el 4 de febrero de 2010. 
 
Antecedentes de la invención 10 
 
Las tirosina quinasas son una clase de enzimas que catalizan la fosforilación de restos de tirosina de sustratos 
proteicos a través de una transferencia del fosfato terminal de la adenosina trifosfato. En muchos contextos, las 
tirosina quinasas desempeñan papeles críticos en la transducción de señales para una serie de funciones celulares, 
incluida la proliferación celular, la carcinogénesis y la diferenciación celular. 15 
 
EML4-ALK es una proteína tirosina quinasa de tipo de fusión que está presente en ~ 5% de los casos de cáncer de 
pulmón no microcítico (CPNM) y que se genera como resultado de una pequeña inversión dentro del brazo corto del 
cromosoma 2 humano (Soda, M. et al. (2007) Nature 448: 561 - 566 ; Mano, H. (2008) Cancer Sci. 99: 2349 - 2357).  
 20 
La EML4-ALK experimenta una dimerización constitutiva como resultado de la interacción entre el dominio de 
superhélice dentro de la región de EML4 de cada monómero y, de ese modo, adquiere una actividad oncogénica 
pronunciada. Los ratones transgénicos que expresan EML4-ALK, de forma específica en células epiteliales de 
pulmón, desarrollan cientos de nódulos de adenocarcinoma en ambos pulmones poco después del nacimiento, y la 
administración oral de un inhibidor específico de la actividad de tirosina quinasa de ALK erradica rápidamente tales 25 
nódulos de los pulmones (Soda, M. et al. (2008) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105: 19893 - 19897). Estas 
observaciones revelan el papel esencial de EML4-ALK en la carcinogénesis del CPNM que alberga esta quinasa de 
fusión, y respaldan aún más la factibilidad de la terapia direccionada de forma molecular con inhibidores de ALK 
para este cáncer. Por ejemplo, están en curso ensayos clínicos de un inhibidor, PF-02341066, de la actividad 
tirosina quinasa de ALK y MET para el tratamiento del CPNM positivo para EML4-ALK, y sus resultados 30 
provisionales son prometedores (Kwak, E.L. et al. (2009) J. Clin. Oncol. 27 (supl.): 15s (resumen 3509)). Sin 
embargo, un subconjunto de tumores positivos para EML4-ALK no responde al inhibidor, con una base molecular 
desconocida para el fracaso del tratamiento. 
 
Además de PF-02341066, se ha demostrado que otros inhibidores de tirosina quinasa (los TKI) poseen una 35 
actividad terapéutica pronunciada en pacientes con cáncer. El mesilato de imatinib, un TKI para ABL1 y KIT, por 
ejemplo, mejora notablemente el resultado de individuos con leucemia mieloide crónica positiva para la quinasa de 
fusión BCR-ABL1 o con un tumor del estroma gastrointestinal positivo para KIT activado (Druker, BJ et al. (2001)) N. 
Engl. J. Med. 344: 1031-1037; Heinrich, M.C. et al. (2008) J. Clin. Oncol. 26: 5360 - 5367). Además, gefitinib y 
erlotinib, que son los TKI para el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), son eficaces en el 40 
tratamiento del CPNM asociado con la activación del EGFR (Mok, TS et al. (2009) J. Clin. Oncol. 27: 5080-2087; 
Mok, TS et al. (2009) N. Engl. J. Med. 361: 947 - 957). Desafortunadamente, un subconjunto de tumores diana son 
insensibles a los TKI correspondientes desde el inicio del tratamiento o se vuelven resistentes después de una 
respuesta inicial. En algunos casos de fracaso del tratamiento se han detectado mutaciones secundarias en las 
quinasas diana que afectan directa o alostéricamente la forma del bolsillo de unión a ATP, dando como resultado la 45 
obstaculización de la unión al TKI (Deininger, M. et al. (2005) Blood 105: 2640-2653; Kobayashi, S. et al. (2005) N. 
Engl. J. Med. 352: 786-792; Pao, W. et al. (2005) PLoS Med. 2: e73 ; Shah, NP et al. (2002) Cancer Cell 2: 117 - 
125). El documento WO2010/132888 divulga métodos y composiciones para detectar la presencia de un cáncer en 
un sujeto y evaluar la eficacia de los tratamientos para el mismo. El documento WO2009/103061 divulga métodos y 
composiciones para identificar, diagnosticar y tratar el neuroblastoma. 50 
 
Por consiguiente, existe una necesidad inmediata de identificar mutaciones que confieren resistencia a las tirosina 
quinasas, tal como EML4-ALK, para desarrollar mejor composiciones, kits y métodos para identificar, evaluar, 
prevenir y tratar trastornos relacionados con su expresión y/o actividad anómala. 
 55 
Sumario de la invención 
 
La materia objeto de la protección cuya protección se busca es la definida en las reivindicaciones. 
 
La presente divulgación proporciona, al menos, métodos para la identificación y evaluación del cáncer basándose en 60 
la identificación de una nueva mutación (o mutaciones) de la quinasa del linfoma anaplásico (ALK) que confiera 
resistencia a inhibidores de la ALK conocidos. Tales mutaciones de ALK también son importantes desde el punto de 
vista clínico para la identificación de composiciones farmacéuticas que tienen la capacidad de encajar en el bolsillo 
de unión a ATP anómalo generado por la mutación (o mutaciones) de la ALK e inhibir la actividad de la ALK. 
 65 
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En un aspecto, la presente invención proporciona un método para identificar a un sujeto que tiene cáncer o en riesgo 
de desarrollar un cáncer como que tiene un riesgo aumentado de falta de respuesta al tratamiento con un inhibidor 
de la ALK, que comprende: 
 

analizar una muestra obtenida del sujeto para detectar la presencia de una o más moléculas de polinucleótido de 5 
ALK mutantes que codifican un polipéptido ALK mutante que comprende una mutación en una posición que 
corresponde a la posición 1156 de la ALK humana de tipo silvestre o para detectar la presencia de uno o más 
polipéptidos ALK mutantes que comprenden una mutación en una posición que corresponde a la posición 1156 
de la ALK humana de tipo silvestre, 
en el que la presencia de una o más moléculas de polinucleótido de ALK mutantes o polipéptidos de ALK 10 
mutantes indica que el sujeto tiene un riesgo aumentado de falta de respuesta al tratamiento con el inhibidor de 
ALK. 

 
En otro aspecto, la presente invención proporciona un método in vitro para determinar si un compuesto de prueba 
modula la actividad de uno o más polipéptidos de ALK mutantes, que comprende: 15 
 

(a) poner en contacto células de mamífero transfectadas con una construcción que codifica el uno o más 
polipéptidos ALK mutantes que comprenden una mutación en una posición que corresponde a la posición 1156 
de la ALK humana de tipo silvestre con el compuesto de prueba; y 
 20 
(b) evaluar las células de mamífero para la actividad del uno o más polipéptidos ALK mutantes, en las que la 
actividad modulada de forma significativa en presencia del compuesto de prueba con respecto a un experimento 
de control, identifica el compuesto de prueba como un modulador de uno o más polipéptidos ALK mutantes. 

 
En otro aspecto, la presente invención proporciona el uso de una molécula de polinucleótido ALK mutante que 25 
codifica un polipéptido ALK mutante que comprende una mutación en una posición que corresponde a la posición 
1156 de la ALK humana de tipo silvestre o el uso de un polipéptido ALK mutante que comprende una mutación en 
una posición que corresponde a la posición 1156 de la ALK humana de tipo silvestre, en un método in vitro de 
diagnóstico del riesgo aumentado de un sujeto de falta de respuesta a un tratamiento con un inhibidor de ALK. 
 30 
En algunas realizaciones de cualquier aspecto de la presente invención, el sujeto no se ha tratado anteriormente con 
un inhibidor de ALK, o se ha tratado anteriormente con un inhibidor de ALK y ha desarrollado al menos una 
resistencia parcial al inhibidor de ALK (por ejemplo, PF-02341066, PDD, 2-metil-11-(2-metilpropil)-4-oxo-
4,5,6,11,12,13-hexahidro-2H-indazol[5,4-a]pirrol [3,4-c]carbazol-8-il [4-(dimetilamino)bencil] carbamato, 
(1S,2S,3R,4R)-3-({5-cloro-2-[(1-etil-2,3,4,5-tetrahidro-6-metoxi-2-oxo-1H-1-benzazepin-7-il)amino]-4-35 
pirimidinil}amino)biciclo[2.2.1]hept-5-en-2-carboxamida y NVP-TAE684). En otras realizaciones, el cáncer se 
selecciona del grupo que consiste en linfoma anaplásico de células grandes, neuroblastoma, cáncer de mama, 
cáncer colorrectal, tumores miofibroblásticos inflamatorios y cánceres de pulmón no microcítico. En aún otras 
realizaciones, la muestra se selecciona del grupo que consiste en esputo, lavado broncoalveolar, derrame pleural, 
tejido, sangre completa, suero, plasma, raspado bucal, saliva, líquido cefalorraquídeo, orina, heces, células 40 
tumorales en circulación, ácidos nucleicos en circulación y médula ósea. En otras realizaciones más, la muestra 
comprende células o tejido. En algunas realizaciones, el tejido es un tejido tumoral o canceroso. En otras 
realizaciones, la una o más moléculas de polinucleótidos o polipéptidos de ALK mutantes se seleccionan del grupo 
que consiste en las moléculas de polinucleótidos o polipéptidos de ALK mutantes enumerados en la Tabla 1. En aún 
otras realizaciones, la una o más mutaciones de ALK se evalúan mediante un ensayo de hibridación de ácidos 45 
nucleicos. En otras realizaciones más, la una o más mutaciones de ALK se evalúan mediante reacción en cadena de 
la polimerasa. En otras realizaciones, el nivel de expresión del uno o más polipéptidos ALK se detecta usando un 
reactivo que se une de forma específica a uno o más polipéptidos ALK (por ejemplo, un anticuerpo, un derivado de 
anticuerpo y un fragmento de anticuerpo). En aún otras realizaciones, la cantidad, estructura y/o actividad del uno o 
más polipéptidos ALK mutantes se compara con una muestra de control. En aún otras realizaciones, la una o más 50 
mutaciones de ALK se evalúan en un primer punto temporal y en al menos un punto temporal posterior. En otras 
realizaciones, la muestra comprende ADN de estirpe germinal o genómico somático. 
 
La presente divulgación proporciona un método para tratar a un paciente que tiene cáncer, o en riesgo de desarrollar 
cáncer, que comprende recoger una muestra del paciente, analizar la muestra para detectar la presencia de una o 55 
más moléculas de polinucleótido ALK mutante expuestas en la Tabla 1 y administrar a dicho paciente una cantidad 
terapéuticamente eficaz de un inhibidor de ALK. En algunas realizaciones, el inhibidor de ALK se selecciona del 
grupo que consiste en PF-02341066, PDD, 2-metil-11-(2-metilpropil)-4-oxo-4,5,6,11,12,13-hexahidro-2H -indazol 
[5,4-a]pirrol[3,4-c]carbazol-8-il[4-(dimetilamino)bencil]carbamato, (1S,2S,3R,4R)-3-({5-cloro-2-[(1-etil-2,3,4,5-
tetrahidro-6-metoxi-2-oxo-1H-1-benzazepin-7-il)amino]-4-pirimidinil}amino)biciclo[2.2.1]hept-5-en-2-carboxamida y 60 
NVP-TAE684. En otras realizaciones, el sujeto no se ha tratado anteriormente con un inhibidor de ALK o se ha 
tratado anteriormente con un inhibidor de ALK y ha desarrollado al menos resistencia parcial al inhibidor de ALK. 
 
La presente divulgación proporciona un kit para determinar la quimiosensibilidad al tratamiento con un inhibidor de 
ALK de un paciente con cáncer, que comprende: un reactivo que se une de forma específica a una o más moléculas 65 
de polinucleótido o polipéptidos de ALK mutante, e instrucciones para su uso. En algunas realizaciones, el kit 
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comprende adicionalmente un inhibidor de ALK. En otras realizaciones, el reactivo comprende una o más sondas de 
polinucleótido, cada una de las cuales comprende una secuencia de polinucleótido que es complementaria a una 
secuencia de nucleótidos enumerada en la Tabla 1 o complementaria a una secuencia de nucleótidos que codifica 
un polipéptido enumerado en la Tabla 1 (por ejemplo, oligonucleótidos, moléculas de ADNc, moléculas de ARN y 
sondas de genes sintéticas que comprenden nucleobases). En otras realizaciones más, las sondas comprenden 5 
polinucleótidos de aproximadamente 50 a 107 nucleótidos de longitud. En aún otras realizaciones, el reactivo 
comprende un anticuerpo y un derivado de anticuerpo, y un fragmento de anticuerpo frente a un polipéptido 
codificado por una o más secuencias de polinucleótido enumeradas en la Tabla 1. 
 
La presente divulgación proporciona un método para determinar si un compuesto de prueba modula la actividad de 10 
uno o más polipéptidos ALK mutantes, que comprende poner en contacto células de mamífero transfectadas con 
una construcción que codifica el uno o más polipéptidos ALK mutantes con el compuesto de prueba y evaluar las 
células de mamífero para la actividad del uno o más polipéptidos ALK mutantes, en el que la actividad modulada de 
forma significativa en presencia del compuesto de prueba con respecto a un experimento de control identifica al 
compuesto de prueba como un modulador del uno o más polipéptidos ALK mutantes. En algunas realizaciones, la 15 
una o más moléculas de polinucleótido o polipéptidos de ALK mutantes se seleccionan del grupo que consiste en las 
moléculas de polinucleótido o polipéptidos de ALK mutantes enumeradas en la Tabla 1. En otras realizaciones, el 
control comprende células de mamífero que expresan un polipéptido ALK de tipo silvestre seleccionado del grupo 
que consiste en los polipéptidos enumerados en la Tabla 1. En aún otras realizaciones, la actividad del uno o más 
polipéptidos ALK mutantes se selecciona del grupo que consiste en unión a ATP, actividad de tirosina quinasa, 20 
proliferación de células cancerosas, crecimiento tumoral, número de tumores, apoptosis y metástasis tumoral. En 
aún otras realizaciones, el experimento de control comprende células de mamífero que expresan el uno o más 
polipéptidos ALK mutantes en ausencia del compuesto de prueba, determinado por, por ejemplo, la actividad del uno 
o más polipéptidos ALK mutantes (por ejemplo, unión a ATP, actividad de tirosina cinasa, proliferación de células 
cancerosas, crecimiento tumoral, número de tumores, apoptosis y metástasis tumoral). 25 
 
Breve descripción de las figuras 
 

La Figura 1 representa las mutaciones de ALK nuevas de la presente invención asociadas con la resistencia a 
inhibidores de la tirosina quinasa ALK. La Figura 1A muestra una representación esquemática de la proteína 30 
EML4-ALK. Se muestran las posiciones de dos mutaciones de novo en el dominio quinasa y las de los cebadores 
de PCR para la amplificación del dominio quinasa o los ADNc de fusión se indican mediante las flechas negras y 
blancas superiores, respectivamente. La Figura 1B muestra los resultados de la secuenciación profunda de los 
ADNc del dominio quinasa de ALK. Los productos de PCR de ~1000 pb de la línea celular de CPNM H2228 o de 
las muestras de ensayo de las ID J-# 1, J-#12, J-#113, J-#127 o LK-#33 se secuenciaron con el sistema GAII. 35 
Los números para la cobertura de lectura total (Total) y las lecturas no coincidentes (no coincidente) se muestran 
en cada posición de los ADNc del dominio quinasa con rombos azules y rojos, respectivamente. Los recuadros 
muestran vistas ampliadas para la región 5' de los ADNc para J-#1 y J-#113 (representados por rectángulos 
verdes). La Figura 1C muestra electroforetogramas para los clones de ADNc de ALK que rodean las posiciones 
G4374 y C4493. La PCR se realizó con ADNc preparados a partir de esputo obtenido antes del tratamiento 40 
(Inicial) y de las células del derrame pleural obtenido después de la recaída (Recaída). Los nucleótidos A 
sustituidos se muestran en rojo. 
 
La Figura 2 representa secuencias genómicas que rodean las posiciones que corresponden a G4374 y C4493 
del ADNc de ALK. El ADN genómico aislado de células del derrame pleural del paciente se sometió a PCR 45 
durante 35 ciclos de 94 °C durante 15 s, 60 °C durante 30 s y 68 °C durante 2 min, con Taq ADN polimerasa 
Platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA) y los siguientes cebadores (5’-GGTAAGAAGTGGCTCACTCTTGAG-3’ y 
5’-CACAACAACTGCAGCAAAGACTGG-3’), y los productos se ligaron en el plásmido pT7Blue-2 (Takara Bio). 
Después, los insertos de los plásmidos se secuenciaron con el Analizador Genético 3130x1, lo que dio como 
resultado la identificación de clones de PCR que contenían los cambios G4374A (panel izquierdo) o C4493A 50 
(panel derecho). Los nucleótidos A sustituidos se muestran en rojo. 
 
La Figura 3 representa los resultados de las células BA/F3 tratadas con PF-02341066. Las células BA/F3 que 
expresan EML4-ALK (tipo silvestre), EML4-ALK(C1156Y), EML4-ALK(L1196M) o el doble mutante EML4-
ALK(C1156Y/L1196M) se incubaron en presencia de las concentraciones indicadas de FP-02341066 durante 55 
48 h, después de lo cual se examinó la morfología celular mediante microscopía de contraste de fase. Barra de 
escala, 20 μm. 
 
La Figura 4 representa propiedades de las mutaciones de ALK nuevas de la presente invención asociadas con la 
resistencia a los inhibidores de la tirosina quinasa ALK. La Figura 4A muestra el número de células BA/F3 que 60 
expresan EML4-ALK (tipo silvestre), EML4-ALK(C1156Y), EML4-ALK(L1196M) o el doble mutante EML4-
ALK(C1156Y/L1196M) contadas después de la incubación de 5 x 105 células durante 48 h con las 
concentraciones indicadas de PF-02341066. El porcentaje de células viables se muestra con respecto a las 
células BA/F3 que expresan la EML4-ALK de tipo silvestre. Los datos son medias ± d.t. de tres experimentos 
distintos. La Figura 4B muestra el efecto de PF-02341066 sobre la fosforilación de tirosina de las formas de tipo 65 
silvestre o mutantes de EML4-ALK. Las células BA/F3 que expresan la EML4-ALK de tipo silvestre etiquetada 
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con FLAG o sus mutantes se expusieron a las concentraciones indicadas de PF-02341066 durante 15 h, tras lo 
cual se inmunoprecipitó EML4-ALK a partir de lisados celulares y se sometió a análisis por inmunotransferencia 
con anticuerpos específicos para ALK fosforilada en Tyr1604 o para el epítopo FLAG (ALK). Se examinaron como 
control negativo células que expresan un mutante inactivo de EML4-ALK (KM). La Figura 4C muestra un ensayo 
de quinasa in vitro para EML4-ALK de tipo silvestre etiquetada con FLAG o sus mutantes, inmunoprecipitados a 5 
partir de células BA/F3 (no expuestas a un inhibidor de ALK). Los inmunoprecipitados se incubaron con [γ-
2P]ATP, un péptido sintético y las concentraciones indicadas de PF-02341066. La fosforilación de los 
inmunoprecipitados del sustrato peptídico se sometió por separado a análisis por inmunotransferencia con 
anticuerpos frente a FLAG (panel inferior). 
 10 
La Figura 5 representa un modelo de estructura tridimensional para el dominio quinasa de ALK. Las posiciones 
de aminoácido de ALK se superpusieron en la estructura cristalina del receptor de insulina con un análogo de 
ATP enlazado (ID "1ir3" en el Protein Data Bank of Japan, disponible en internet en dbj.org/index.html). El panel 
derecho muestra la estructura de la proteína observada desde el lado izquierdo del modelo del panel izquierdo. 
Las hélices α y las láminas β se muestran en magenta y naranja, respectivamente. También se indican las 15 
posiciones Cys1156 y Leu1196 de la hélice αC. 
 

Descripción detallada de la invención 
 
La presente invención se basa, al menos en parte, en la identificación de regiones específicas del genoma, que 20 
incluyen, por ejemplo, mutaciones de la quinasa del linfoma anaplásico (ALK), asociadas con la predicción de la 
eficacia de los inhibidores de ALK en el tratamiento del cáncer. En particular, se han identificado en el presente 
documento mutaciones nuevas del gen de ALK (por ejemplo, mutaciones que codifican el polipéptido EML4-ALK) 
que pueden conducir a polipéptidos al menos parcialmente resistentes a la terapia con inhibidores de ALK. La 
presente divulgación proporciona adicionalmente métodos para identificar tales regiones genómicas específicas 25 
usando técnicas conocidas en la técnica, que incluyen, pero sin limitación, micromatrices basadas en 
oligonucleótidos (Brennan, et al., (2004) Cancer Res. 64 (14): 4744-8; Lucito, et al., (2003) Genome Res. 13: 2291-
2305; Bignell et al. (2004) Genome Res. 14: 287 - 295; Zhao et al. (2004) Cancer Research, 64 (9): 3060-71) y otros 
métodos como se describen en el presente documento que incluyen, por ejemplo, métodos basados en la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR) y en secuenciación directa. La presente invención proporciona adicionalmente 30 
kits de diagnóstico para su uso en los métodos. 
 
Varios aspectos de la presente invención se describen con más detalle en las siguientes subsecciones. 
 
I. Definiciones 35 
 
Los artículos "un" y "una" se usan en el presente documento para referirse a uno o más de uno (es decir, a al menos 
uno) del objeto gramatical del artículo. A modo de ejemplo, "un elemento" significa un elemento o más de un 
elemento. 
 40 
La expresión "cantidad modificada" de un marcador o "nivel modificado" de un marcador se refiere a un número de 
copias aumentado o disminuido de un marcador o región cromosómica, tales como mutaciones y/o productos 
génicos del gen ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1), y/o el nivel de expresión aumentado o 
disminuido de un gen o genes marcadores particulares en una muestra de cáncer, en comparación con el nivel de 
expresión o el número de copias del marcador en una muestra de control. La expresión "cantidad modificada" de un 45 
marcador también incluye un nivel de proteína aumentado o disminuido de un marcador en una muestra, por 
ejemplo, una muestra de cáncer, en comparación con el nivel de proteína del marcador en una muestra de control 
normal. 
 
La expresión "nivel alterado de expresión" de mutaciones y/o productos génicos del gen de ALK (por ejemplo, los 50 
marcadores expuestos en la Tabla 1) se refiere a un nivel de expresión o número de copias de un marcador en una 
muestra de prueba, tal como una muestra obtenida de un paciente que padece cáncer, que es mayor o menor que el 
error típico del ensayo empleado para evaluar la expresión o el número de copias, y puede ser de al menos dos 
veces, al menos dos veces tres, al menos dos veces cuatro, al menos dos veces cinco o al menos dos veces diez, o 
más veces el nivel de expresión o el número de copias de las mutaciones y/o productos génicos del gen de ALK (por 55 
ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1) en una muestra de control (por ejemplo, una muestra de un sujeto 
sano que no tiene la enfermedad asociada), o el nivel de expresión promedio o número de copias de las mutaciones 
y/o productos génicos del gen de ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1) en varias muestras de 
control. El nivel modificado de expresión es mayor o menor que el error típico del ensayo empleado para evaluar la 
expresión o el número de copias, y es al menos dos veces, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al 60 
menos diez o más veces el nivel de expresión o número de copias de las mutaciones y/o productos génicos del gen 
de ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1) en una muestra de control (por ejemplo, una muestra 
de un sujeto sano que no tiene la enfermedad asociada), o el nivel de expresión o número de copias promedio de las 
mutaciones y/o productos génicos del gen de ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1) en varias 
muestras de control. 65 
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El término "actividad modificada" de un marcador se refiere a una actividad de un marcador que está aumentada o 
disminuida en una enfermedad, por ejemplo, en una muestra de cáncer, en comparación con la actividad del 
marcador en una muestra de control normal. La actividad modificada de un marcador puede ser el resultado de, por 
ejemplo, la expresión modificada del marcador, el nivel modificado de proteína del marcador, la estructura 
modificada del marcador o, por ejemplo, una interacción modificada con otras proteínas implicadas en la misma ruta 5 
o en otra distinta a la del marcador. 
 
El término "estructura modificada" de un marcador se refiere a la presencia de mutaciones o mutaciones dentro del 
gen marcador o proteína creadora, por ejemplo, mutaciones que afectan a la expresión o actividad del marcador, en 
comparación con el gen o proteína normal o de tipo silvestre. Por ejemplo, las mutaciones incluyen, pero sin 10 
limitación, un reordenamiento inter e intracromosómico, sustituciones, deleciones y mutaciones de inserción. Las 
mutaciones pueden estar presentes en la región codificante o no codificante del marcador. 
 
"Quinasa del linfoma anaplásico" y "ALK" se usan indistintamente en el presente documento y se refieren a la 
quinasa del linfoma anaplásico nativa y a determinadas variantes y mutaciones de la misma, obtenidas de cualquier 15 
fuente (por ejemplo, roedores, seres humanos y otros mamíferos). En algunas realizaciones, la proteína ALK está 
representada por el número de identificación Ref. Seq. del NCBI. NP_004295. A menos que se indique otra cosa, las 
expresiones se refieren a la proteína humana. El gen que codifica ALK también puede denominarse en el presente 
documente "ALK". En algunas realizaciones, las secuencias de nucleótidos de ALK están representadas por número 
de identificación Ref. Seq. del NCBI NM_004304.3 y número de referencia del GenBank 29029631, secuencias 20 
relevantes en ellas (por ejemplo, las secuencias codificantes, la 5'UTR, la 3'UTR, el inicio de la transcripción, el inicio 
de la traducción, la terminación de la transcripción, la terminación de la traducción, etc.) que puede identificar 
fácilmente un experto en la materia. 
 
Además, "quinasa del linfoma anaplásico" y "ALK" también se usan en el presente documento para incluir las 25 
quinasas ALK de fusión y variantes de las mismas, que son bien conocidas por un experto en la materia. Tales 
quinasas ALK de fusión y variantes de las mismas comprenden la actividad quinasa de la ALK y pueden albergar 
mutaciones como se describe en el presente documento, haciendo que la actividad quinasa de la ALK sea resistente 
a los inhibidores de ALK. Los ejemplos representativos incluyen EML4-ALK variante 1 (AB274722.1; BAF73611.1), 
EML4-ALK variante 2 (AB275889.1; BAF73612.1), EML4-ALK variante 3a (AB374361.1; BAG55003.1), EML4-ALK 30 
variante 3b (AB374362.1; BAG55004.1), EML4-ALK variante 4 (AB374363.1; BAG75147.1), EML4-ALK variante 5a 
(AB374364.1; BAG75148.1), EML4-ALK variante 5b (AB374365.1; BAG75149.1), EML4-ALK variante 6 
(AB462411.1; BAH57335.1), EML4-ALK variante 7 (AB462412.1; BAH57336.1), KIF5B-ALK (AB462413.1; 
BAH57337.1), NPM-ALK, TPM3-ALK, TFGXL-ALK, TFGL-ALK, TFGS-ALK, ATIC-ALK, CLTC-ALK, MSN-ALK, 
TPM4-ALK, MYH9-ALK, RANBP2-ALK, ALO17-ALK y CARS-ALK (véase, por ejemplo, Pulford et al., (2004) J. Cell. 35 
Physiol. 199: 330 - 358). Además, un experto en la materia entenderá que las variantes de ALK quinasa pueden 
surgir dependiendo del suceso de fusión particular entre una ALK quinasa y su compañero de fusión (por ejemplo, 
EML4 puede fusionarse con al menos el exón 2, 6a, 6b, 13, 14 y/o 15, como se describe, por ejemplo, en Horn y 
Pao, (2009) J. Clin. Oncol. 27: 4247-4253). Por ejemplo, las secuencias de ALK representativas se proporcionan en 
el presente documento como sigue: 40 
 

Tabla 1 
Secuencia de ADNc de ALK de tipo silvestre (NM_004304.3; GI: 29029631): 
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Mutación (o mutaciones) del codón TGC (4373 a 4375) de la secuencia de ADNc de tipo silvestre que codifica un 
aminoácido distinto de cisteína o una mutación correspondiente en una homóloga de la misma 
Mutación (o mutaciones) del codón CTG (4493 a 4495) de la secuencia de ADNc de tipo silvestre que codifica un 5 
aminoácido distinto de leucina o una mutación correspondiente en una homóloga de la misma 
Mutación G4374A de la secuencia de ADNc de tipo silvestre o una mutación correspondiente en una homóloga de la 
misma 
Mutación C4493A de la secuencia de ADNc de tipo silvestre o una mutación correspondiente en una homóloga de la 
misma 10 
Secuencia de la proteína ALK de tipo silvestre (NP_004295.2; GI: 29029632): 
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Mutación Cys1156Xaa de la secuencia de la proteína de tipo silvestre en la que Xaa es un aminoácido distinto de 
cisteína o una mutación correspondiente en una homóloga de la misma 
Mutación Leu1196Xaa de la secuencia de la proteína de tipo silvestre en la que Xaa es un aminoácido distinto de 5 
leucina o una mutación correspondiente en un homólogo de la misma 
Mutación Cys1156Tyr de la secuencia de la proteína de tipo silvestre o una mutación correspondiente en una 
homóloga de la misma 
Mutación Leu1196Met de la secuencia de la proteína de tipo silvestre o una mutación correspondiente en una 
homóloga de la misma 10 
Secuencia del ADNc de EML4-ALK variante 1 (AB274722.1; GI: 152002652) 
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Secuencia de la proteína EML4-ALK variante 1 (BAF73611.1; GI: 152002653) 
 

 

E11739469
16-02-2018ES 2 660 149 T3

 



11 

 
Secuencia del ADNc de EML4-ALK variante 2 (AB275889.1; GI: 152002654) 
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Secuencia de la proteína EML4-ALK Variante 2 (BAF73612.1; GI: 152002655) 

 
5 
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Secuencia de ácido nucleico de EML4-ALK Variante 3a (AB374361.1; GI: 194072592) 
 

 
Secuencia de la proteína EML4-ALK Variante 3a (BAG55003.1; GI: 194072593) 

 5 
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Secuencia de ácido nucleico de EML4-ALK Variante 3b (AB374362.1; GI: 194072594) 
 

 
Secuencia de la proteína EML4-ALK Variante 3b (BAG55004.1; GI: 194072595) 5 
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Secuencia de ácido nucleico de EML4-ALK Variante 4 (AB374363.1; GI: 209837703) 
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Secuencia de la proteína EML4-ALK Variante 4 (BAG75147.1; GI: 209837704) 
 

 
Secuencia de ácido nucleico de EML4-ALK Variante 5a (AB374364.1; GI: 209837705) 
 5 

 

 
 
Secuencia de la proteína EML4-ALK Variante 5a (BAG75148.1; GI: 209837706) 
 10 
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Secuencia de la proteína EML4-ALK Variante 5b (AB374365.1; GI: 209837707) 
 

 
Secuencia de la proteína EML4-ALK Variante 5b (BAG75149.1; GI: 209837708) 5 
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Secuencia de ácido nucleico de EML4-ALK Variante 6 (AB462411.1; GI: 227452648) 

E11739469
16-02-2018ES 2 660 149 T3

 



21 

 

 

E11739469
16-02-2018ES 2 660 149 T3

 



22 

Secuencia de la proteína EML4-ALK Variante 6 (BAH57335.1; GI: 227452649) 
 

 
Secuencia de ácido nucleico de EML4-ALK variante 7 (AB462412.1; GI: 227452650) 
 5 
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Secuencia de la proteína EML4-ALK Variante 7 (BAH57336.1; GI: 227452651) 
 

 
Secuencia de ácido nucleico de KIF5B-ALK (AB462413.1; GI: 227452652) 5 
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Secuencia de la proteína KIF5B-ALK (BAH57337.1; GI: 227452653) 
 

 
Secuencia NPM-ALK (t (2; 5) (translocación cromosómica p23; q35)* 5 
Secuencia TPM3-ALK (translocación cromosómica t (1; 2) (p25; p23))* 
Secuencia de ácido nucleico de TFGXL-ALK (AF390893.1; GI: 20269389) 
 

 
10 
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Secuencia de la proteína TFGXL-ALK (AAM17922.1; GI: 20269390)* 
 

 
 5 
Secuencia de ácido nucleico de TFGL-ALK (AF143407.1; GI: 6739534) 
 
 
 

10 

E11739469
16-02-2018ES 2 660 149 T3

 



27 

 

 
 
Secuencia de la proteína TFGL-ALK (AAF27292.1; GI: 6739535)* 
 5 
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Secuencia de ácido nucleico de TFGS-ALK (AF125093.1; GI: 7229260) 
 

 5 
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Secuencia de la proteína TFGS-ALK (AAF42734.1; GI: 7229261)* 
 

 5 
 
Secuencia de ATIC-ALK (translocación cromosómica inv (2) (p23; q35))* 
Secuencia de CLTC-ALK (translocación cromosómica t (2; 17) (p23; q23))* 
Secuencia de ácido nucleico de MSN-ALK (AF295356.1; GI: 14625823) 
 10 
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Secuencia de la proteína MSN-ALK (AAK71522.1; GI: 14625824)* 
 

 5 
 
Secuencia de ácido nucleico de TPM4-ALK variante menor (AF362887.1; GI: 14010353) 
 

 
 10 
Secuencia de la proteína TPM4-ALK variante menor (AAK51964.1; GI: 14010354) 
 

 
 
Secuencia de ácido nucleico de TPM4-ALK Variante principal (AF362886.1; GI: 14010351) 15 
 

 
 
Secuencia de la proteína TPM4-ALK variante principal (AAK51963.1; GI: 14010352) 
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Secuencia de MYH9-ALK (translocación cromosómica t (2; 22) (p23; q11.2))* 
 
Secuencia de RANBP2-ALK (translocaciones cromosómicas t (2; 2) (p23; q13) o inv (2) (p23; q11-13))* 5 
 
Secuencia de ALO17-ALK (translocación cromosómica t (2; 17) (p23; q25))* 
 
Secuencia de CARS-ALK (translocación cromosómica t (2; 11; 2) (p23; p15; q31))* 
 10 
* Con la excepción de MSN-ALK y MYH-9, todas las proteínas de fusión contienen los 563 aminoácidos finales de 
ALK. MSN-ALK y MYH9 contienen los 567 y 566 aminoácidos finales, respectivamente. 
 
“Mutaciones de ALK” se refiere en general a modificaciones en la secuencia del ácido nucleico y/o de aminoácidos 
con respecto a una secuencia de referencia de la quinasa del linfoma anaplásico. En algunas realizaciones, sin 15 
embargo, “mutaciones de ALK” puede referirse a mutaciones de la quinasa de linfomas anaplásicos específicas 
predictivas de la respuesta al tratamiento con agentes inhibidores de ALK (por ejemplo, PF-02341066 y/o PDD). Por 
ejemplo, se describen en el presente documento mutaciones del aminoácido cisteína en la posición 1156 (C1156) 
y/o el aminoácido de leucina en la posición 1196 (L1196) de la proteína ALK de tipo silvestre (NP_004295) a un 
aminoácido distinto que confiere resistencia a los agentes inhibidores de la ALK. En una realización, la posición 20 
C1156 comprende un aminoácido tirosina y/o la posición L1196 comprende un aminoácido metionina. Un experto en 
la materia reconocerá que las posiciones de aminoácido que corresponden con las mutaciones “C1156” y “L1196” de 
la proteína ALK de tipo silvestre tendrán distintos números con respecto a distintas secuencias de referencia (por 
ejemplo, homólogos de ALK, proteínas ALK de fusión, etc.) sin afectar el valor predictivo de la respuesta al 
tratamiento con agentes inhibidores de ALK (por ejemplo, PF-02341066 y/o PDD). La presente invención se refiere a 25 
mutaciones en la posición 1156 de la ALK humana de tipo silvestre. 
 
Un experto en la materia reconocerá además que existe una correspondencia conocida y definida entre la secuencia 
de aminoácidos de una proteína particular y la secuencia de nucleótidos que puede codificar para la proteína, como 
se define por el código genético (mostrado a continuación). Asimismo, existe una correspondencia conocida y 30 
definida entre la secuencia de nucleótidos de un ácido nucleico particular y la secuencia de aminoácidos que codifica 
ese ácido nucleico, como se define por el código genético. 
 

CÓDIGO GENÉTICO 
Alanina (Ala, A)  GCA, GCC, GCG, GCT 
Arginina (Arg, R)  AGA, ACG, CGA, CGC, CGG, CGT 
Asparragina (Asn, N)  AAC, AAT 
Ácido aspártico (Asp, D)  GAC, GAT 
Cisteína (Cys, C)  TGC, TGT 
Ácido glutámico (Glu, E)  GAA, GAG 
Glutamina (Gln, Q)  CAA, CAG 
Glicina (Gly, G)  GGA, GGC, GGG, GGT 
Histidina (His, H)  CAC, CAT 
Isoleucina (Ile, I)  ATA, ATC, ATT 
Leucina (Leu, L)  CTA, CTC, CTG, CTT, TTA, TTG 
Lisina (Lys, K)  AAA, AAG 
Metionina (Met, M)  ATG 
Fenilalanina (Phe, F)  TTC, TTT 
Prolina (Pro, P) CCA, CCC, CCG, CCT 
Serina (Ser, S)  AGC, AGT, TCA, TCC, TCG, TCT 
Treonina (Thr, T)  ACA, ACC, ACG, ACT 
Triptófano (Trp, W)  TGG 
Tirosina (Tyr, Y)  TAC, TAT 
Valina (Val, V)  GTA, GTC, GTG, GTT 
Señal de terminación (final) TAA, TAG, TGA 

 35 
Una característica importante y bien conocida del código genético es su redundancia, mediante la cual, para la 
mayoría de los aminoácidos utilizados para hacer proteínas puede emplearse más de un triplete de nucleótidos 
codificante (por ejemplo, como se ilustra anteriormente). Por lo tanto, varias secuencias de nucleótidos distintas 
pueden codificar una dada secuencia de aminoácidos. Tales secuencias de nucleótidos se consideran 
funcionalmente equivalentes dado que dan como resultado la producción de la misma secuencia de aminoácidos en 40 
todos los organismos (aunque determinados organismos pueden traducir algunas secuencias de forma más eficaz 
que otros). Además, en una dada secuencia de nucleótidos se puede encontrar, de forma ocasional, una variante 
metilada de una purina o una pirimidina. Tales metilaciones no afectan la relación codificante entre el codón de 
trinucleótidos y el correspondiente aminoácido. Además, un experto en la materia entenderá cómo mutar nucleótidos 
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de un codón específico de forma que se modifique de forma específica un aminoácido codificado a base de la tabla 
de codones relevante. Por ejemplo, el codón para la Cys-1156 es “TGC” y el de Tyr puede ser “TAT” o “TAC”. Por lo 
tanto, una única sustitución nucleotídica de G a A en la posición 2 del codón codificará una tirosina en lugar de una 
cisteína. Un experto en la materia puede realizar manipulaciones similares para diseñar otras mutaciones. 
 5 
“Compuesto de unión” se referirá a una composición de unión, tal como una molécula pequeña, un anticuerpo, un 
péptido, un ligando peptídico o no peptídico, una proteína, un oligonucleótido, un análogo de oligonucleótido, tal 
como un ácido nucleico peptídico, una lectina o cualquier otra entidad molecular que tenga la capacidad de unirse de 
forma específica a una proteína o molécula diana, o de una formación estable de un complejo con un analito de 
interés, tal como un complejo de proteínas. 10 
 
“Fracción de unión” significa cualquier molécula a la que pueden unirse de forma directa o indirecta etiquetas 
moleculares, que tenga la capacidad de unirse a un analito de forma específica. Las fracciones de unión incluyen, 
pero sin limitación, anticuerpos, composiciones de unión a anticuerpo, péptidos, proteínas, ácidos nucleicos y 
moléculas orgánicas que tengan un peso molecular de hasta aproximadamente 1000 daltons, y que contengan 15 
átomos seleccionados del grupo que consiste en hidrógeno, carbono, oxígeno, nitrógeno, azufre y fósforo. 
 
Un “biomarcador” o “marcador” es un gen, ARNm o proteína que puede modificarse, en el que dicha modificación 
está asociada con el cáncer. La modificación puede ser en cantidad, estructura y/o actividad en un tejido canceroso 
o célula cancerosa, en comparación con su cantidad, estructura y/o actividad en un tejido o célula normal o sano 20 
(por ejemplo, un control), y está asociada con una enfermedad, tal como el cáncer. Por ejemplo, un marcador de la 
presente invención que está asociado con cáncer o es predictivo de la respuesta a una terapia antineoplásica, puede 
tener una secuencia de nucleótidos, secuencia de aminoácidos, translocación cromosómica, inversión 
intracromosómica, número de copias, nivel de expresión, nivel de proteína, actividad de proteína o estado de 
metilación modificado, en un tejido canceroso o célula cancerosa, en comparación con un tejido o célula normal y 25 
sano. Adicionalmente, un “marcador” incluye una molécula cuya estructura está modificada, por ejemplo, mutada 
(contiene una mutación), por ejemplo, difiere de la secuencia de tipo silvestre a nivel de nucleótidos o aminoácidos, 
por ejemplo, por una sustitución, deleción o inserción, cuando está presente en un tejido o célula asociado con una 
enfermedad, tal como el cáncer. 
 30 
Los términos “cáncer” o “tumor” se refieren a la presencia de células que poseen características típicas de células 
que provocan cáncer, tal como proliferación incontrolada, inmortalidad, potencial metastásico, crecimiento rápido y 
velocidad de crecimiento, y determinados aspectos morfológicos característicos. Las células cancerosas a menudo 
están en forma de un tumor, pero tales células pueden existir solas, sin un animal, o puede ser una célula cancerosa 
no tumorigénica, tal como una célula de leucemia. Como se usa en el presente documento, el término “cáncer” 35 
incluye cánceres premalignos así como malignos. Los cánceres incluyen, pero sin limitación, cáncer de linfocitos B, 
por ejemplo, mieloma múltiple, macroglobulinemia de Waldenstrom, enfermedades de la cadena pesada, tales 
como, por ejemplo, enfermedad de la cadena alfa, enfermedad de la cadena gamma, enfermedad de la cadena mu, 
gamapatía monoclonal benigna, amiloidosis inmunocítica, melanomas, cáncer de mama, cáncer de pulmón (tal 
como carcinoma de pulmón no microcítico o CPNM), cáncer de bronquios, cáncer colorrectal, cáncer de próstata, 40 
cáncer pancreático, cáncer de estómago, cáncer de ovario, cáncer de vejiga urinaria, cáncer de cerebro o de 
sistema nervioso central, cáncer del sistema nervioso periférico, cáncer esofágico, cáncer de cuello uterino, cáncer 
de útero o de endometrio, cáncer de la cavidad oral o de faringe, cáncer de hígado, cáncer de riñón, cáncer 
testicular, cáncer de las vías biliares, cáncer de intestino delgado o de apéndice, cáncer de glándula salival, cáncer 
de tiroidea, cáncer de glándula suprarrenal, osteosarcoma, condrosarcoma, cáncer de tejidos hemáticos, 45 
adenocarcinomas, tumores miofibroblásticos inflamatorios, tumor de estroma gastrointestinal (TEGI), cáncer de 
colon, mieloma múltiple (MM), síndrome mielodisplásico (SMD), trastorno mieloproliferativo (TMP), leucemia 
linfocítica agua (LLA), leucemia mielocítica aguda (LMA), leucemia mielocítica crónica (LMC), leucemia linfocítica 
crónica (LLC), policitemia Vera, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin (LNH), sarcoma de tejido blanco, 
fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, 50 
linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, liomiosarcoma, 
rabdomiosarcoma, carcinoma escamoso, carcinoma basocelular, adenocarcinoma, carcinoma de glándula 
sudorípara, carcinoma de glándula sebácea, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares, estadenocarcinoma, 
carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma, carcinoma de vía biliar, 
coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilms, carcinoma de vejiga, carcinoma epitelial, 55 
glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craniofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma 
acústico, oligodendroglioma, meningioma, neuroblastoma, retinoblastoma, linfoma folicular, linfoma de linfocitos B 
grandes difuso, linfoma de células del manto, carcinoma hepatocelular, cáncer de tiroides, cáncer gástrico, cáncer 
de cabeza y cuello, cánceres microcíticos, trombocitemia esencial, metaplasia mieloide agnogénica, síndrome 
hipereosinofílico, mastocitosis sistémica, hipereosinofilia familiar, leucemia eosinofílica crónica, cánceres 60 
neuroendocrinos, tumores carcinoides y similares. 
 
“Agente quimioterapéutico” significa una sustancia química, tal como un agente citotóxico o citostático, que se utiliza 
para tratar una afección, por ejemplo, un cáncer. 
 65 

E11739469
16-02-2018ES 2 660 149 T3

 



33 

“Complementario” se refiere a un amplio concepto de complementariedad de secuencia entre regiones de dos 
cadenas de ácido nucleico o entre dos regiones de la misma cadena de ácido nucleico. Se sabe que un resto 
adenina de una primera región de ácido nucleico tiene la capacidad de formar enlaces de hidrógeno específicos 
(“emparejamiento de bases”) con un resto de una segunda región de ácido nucleico que es antiparalela con respecto 
a la primera región si el resto es timina o uracilo. De forma similar, se sabe que un resto citosina de una primera 5 
cadena de ácido nucleico tiene la capacidad de emparejamiento de bases con un resto de una segunda cadena de 
ácido nucleico que es antiparalela con respecto a la primera cadena si el resto es guanina. Una primera región de un 
ácido nucleico es complementaria a una segunda región del mismo ácido nucleico o uno distinto si, cuando las dos 
regiones están dispuestas en una forma antiparalela, al menos un resto nucleotídico de la primera región tiene la 
capacidad de emparejamiento de bases con un resto de la segunda región. En determinadas realizaciones, la 10 
primera región comprende una primera porción y la segunda región comprende una segunda porción, por lo cual, 
cuando la primera y segunda porciones se disponen en una forma antiparalela, al menos aproximadamente el 50 %, 
al menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 90 % o al menos aproximadamente el 95 % de 
los restos nucleotídicos de la primera porción tienen la capacidad de emparejamiento de bases con los restos 
nucleotídicos en la segunda porción. En otras realizaciones, todos los restos nucleotídicos de la primera porción 15 
tienen la capacidad de emparejamiento de bases con los restos nucleotídicos de la segunda porción. 
 
El “número de copias de un gen” o el “número de copias de un marcador” se refiere al número de secuencias de 
ADN en una célula que codifican un producto génico particular. En general, para un dado gen, un mamífero tiene 
dos copias de cada gen. El número de copias puede aumentarse, sin embargo, mediante amplificación o duplicación 20 
génica, o reducirse mediante deleción. 
 
Un marcador está “fijo” en un sustrato si está asociado de forma covalente o no covalente con el sustrato, de forma 
que el sustrato puede aclararse con un líquido (por ejemplo, solución salina convencional de citrato, pH 7,4) sin que 
una fracción sustancial del marcador se disocie del sustrato. 25 
 
“Razón de riesgos instantáneos”, como se usa en el presente documento, se refiere un método estadístico utilizado 
para generar una estimación del riesgo relativo. “Razón de riesgos instantáneos” es la razón entre el riesgo predicho 
de un grupo frente a otro grupo. Por ejemplo, las poblaciones de pacientes tratados con un agente inhibidor de ALK 
frente a sin un agente inhibidor de ALK pueden evaluarse para si el agente inhibidor de ALK es eficaz o no en 30 
aumentar el tiempo para una metástasis a distancia de la enfermedad, en particular con respecto al estado de 
mutación de ALK. Por ejemplo, tratar sujetos que albergan mutaciones de ALK en un tejido canceroso, como se 
describe en el presente documento, da como resultado un beneficio terapéutico aumentado de los agentes 
inhibidores de ALK con respecto a sujetos que no tienen dichas mutaciones de ALK en el tejido canceroso. 
 35 
“Agente inhibidor de ALK” o “inhibidor de ALK”, como se usa en el presente documento, se refiere a un compuesto 
que puede inhibir la actividad biológica de ALK. Las actividades biológicas también pueden incluir la respuesta del 
paciente como se expone en la presente solicitud. Los agentes inhibidores de ALK ejemplares incluyen, pero son 
limitación, PF-02341066, PDD, 2-metil-11-(2-metilpropil)-4-oxo-4,5,6,11,12,13-hexahidro-2H-indazol[5,4-a]pirrol[3,4-
c]carbazol-8-il [4-(dimetilamino)bencil]carbamato,(1S,2S,3R,4R)-3-({5-cloro-2-[(1-etil-2,3,4,5-tetrahidro-6-metoxi-2-40 
oxo-1H-1-benzazepin-7-il)amino]-4-pirimidinil}amino)biciclo[2.2.1]hept-5-en-2-carboxamida, y NVP-TAE684 (véase, 
por ejemplo, PNAS 104: 270-275, 2007; Choi, Y.L. et al. (2008) Cancer Res. 68: 4971-2976 y Biochemistry 48: 3600-
3609, 2009. 
 
Los términos “homología” o “identidad”, como se usa indistintamente en el presente documento, se refieren a una 45 
similitud de secuencia entre dos secuencias de polinucleótido o entre dos secuencias de polipéptido, siendo la 
identidad una comparación más estricta. Las frases “identidad u homología porcentual” e “identidad u homología %) 
se refiere al porcentaje de similitud de secuencia encontrado en una comparación de dos o más secuencias de 
polinucleótido o dos o más secuencias de polipéptido. “Similitud de secuencia” se refiere a la similitud porcentual en 
la secuencia de pares de bases (determinado mediante cualquier método adecuado) entre dos o más secuencias de 50 
polinucleótidos. Dos o más secuencias pueden ser cualquier valor entre 0-100 % similares o cualquier valor entero 
entre estos. La identidad o similitud puede determinarse comparando una posición en cada secuencia que pueda 
alinearse para fines de comparación. Cuando una posición en la secuencia comparada está ocupada por la misma 
base nucleotídica o aminoácido, entonces las moléculas son idénticas en esa posición. Un grado de similitud o 
identidad entre secuencias de polinucleótido es una función de la cantidad de nucleótidos idénticos o coincidentes 55 
en las posiciones compartidas por las secuencias de polinucleótidos. Un grado de identidad de secuencias de 
polipéptido es una función del número de aminoácidos idénticos en las posiciones compartidas por las secuencias 
de polipéptido. Un grado de homología o similitud de las secuencias de polipéptido es una función del número de 
aminoácidos en las posiciones compartidas por las secuencias de polipéptido. La expresión “homología sustancial”, 
como se usa en el presente documento, se refiere a una homología de al menos el 50 %, al menos el 60 %, al 60 
menos el 65 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al 
menos el 95 % o más. 
 
El cáncer se “inhibe” si al menos un síntoma del cáncer se alivia, acaba, desacelera o previene. Como se usa en el 
presente documento, el cáncer también se “inhibe” si se reduce, desacelera, retrasa o previene la recaída o 65 
metástasis del cáncer. 
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Un “ácido nucleico marcador” o “ácido nucleico biomarcador” es un ácido nucleico (por ejemplo, ADN, ARNm, ADNc) 
codificado por o que corresponde a un marcador de la presente invención. Por ejemplo, tales moléculas de ácido 
nucleico marcadoras incluyen ADN (por ejemplo, ADN genómico o ADNc) que comprenden toda la secuencia o una 
parcial de cualquiera de las secuencias de ácido nucleico expuestas en la Tabla 1, o el fragmento complementario o 
que hibrida con tal secuencia. Las moléculas de ácido nucleico marcadoras también incluyen ARN que comprende 5 
toda la secuencia o una parcial de cualquiera de las secuencias de ácido nucleico expuestas en la Tabla 1 o la 
complementaria de tal secuencia, en las que todos los restos timidina se reemplazan por restos uridina. Una 
“proteína marcadora” es una proteína codificada por, o que corresponde con, un marcador de la presente invención. 
Una proteína marcadora comprende toda la secuencia o una parcial de una proteína codificada por cualquiera de las 
secuencias expuestas en la Tabla 1 o un fragmento de las misma. Los términos “proteína” y “polipéptido” se utilizan 10 
indistintamente en el presente documento. 
 
El número de copias “normal” de un marcador o el nivel de expresión “normal” de un marcador es el nivel de 
expresión, el número de copias del marcador, en una muestra biológica, por ejemplo, una muestra que contiene 
esputo, lavado broncoalveolar, derrame pleural, tejido, sangre entera, suero, plasma, raspado bucal, saliva, líquido 15 
cefalorraquídeo, orina, heces y médula ósea, de un sujeto, por ejemplo, un ser humano, no aquejado de cáncer. 
 
Una “sobreexpresión” o “nivel significativamente mayor de expresión, número de copias y/o actividad” de mutaciones 
y/o productos génicos del gen de ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1) se refiere a un nivel de 
expresión, número de copias y/o actividad en una muestra de prueba que es mayor que el error típico del ensayo 20 
empleado para evaluar la expresión o número de copias y puede ser de al menos dos, al menos tres, al menos 
cuatro, al menos cinco o al menos diez, o más veces el nivel de expresión o número de copias de las mutaciones y/o 
productos génicos del gen de ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1), en una muestra de control 
(por ejemplo, una muestra de un sujeto sano no aquejado de cáncer) o el nivel de expresión o número de copias 
promedio de las mutaciones y/o productos génicos del gen de ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos en la 25 
tabla 1) en varias muestras de control. 
 
El término “sonda” se refiere a cualquier molécula que tiene la capacidad de unirse de forma selectiva a una 
molécula diana diseñada de forma específica, por ejemplo un marcador de la presente invención. Las sondas puede 
sintetizarlas un experto en la materia u obtenerse a partir de preparaciones biológicas apropiadas. Con fines de 30 
detección de la molécula diana, las sondas pueden diseñarse de forma específica para estar marcadas, como se 
describe en el presente documento. Los ejemplos de moléculas que pueden utilizarse como sondas incluyen, pero 
sin limitación, ARN, ADN, proteínas, anticuerpos o monómeros orgánicos. 
 
“RECIST” significa un acrónimo que significa “response evaluation criteria in solid tumours” (criterios de evaluación 35 
de respuesta en tumores sólidos) y es un conjunto de reglas publicadas que define cuándo los pacientes con cáncer 
mejoran (“responden”), permanece igual (“estables”) o empeora (“progresión”) durante los tratamientos. La 
respuesta, según se define por los criterios RECIST, se ha publicado, por ejemplo, en el Journal of the National 
Cancer Institute, Vol. 92, N.º 3, 2 de febrero de 2000, y los criterios RECIST pueden incluir otras definiciones y 
conjuntos de reglas publicados similares. Un experto en la materia entenderá las definiciones asociadas con los 40 
criterios RECIST, como se usan en el presente documento, tales como “PR”, “CR”, “SD” y “PD”. 
 
“Respuesta”, “responder” al tratamiento y otras formas de este verbo, como se usa en el presente documento, se 
refiere a la reacción de un sujeto al tratamiento con un agente inhibidor de ALK. Como ejemplo, un sujeto responde 
a un tratamiento con un agente inhibidor de ALK si el crecimiento de un tumor en el sujeto se retarda en 45 
aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 20 %, aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 40 %, 
aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 80 %, 
aproximadamente el 90 % o más. En otro ejemplo, un sujeto responde al tratamiento con un agente inhibidor de ALK 
si un tumor en el sujeto se retrae en aproximadamente el 5 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 20 %, 
aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 50 % o más, determinado por cualquier 50 
medida apropiada, por ejemplo, por la masa o el volumen. En otro ejemplo, un sujeto responde al tratamiento con un 
agente inhibidor de ALK si el sujeto experimenta una esperanza de vida extendida en aproximadamente el 5 %, 
aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 20 %, aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 40 %, 
aproximadamente el 50 % o más, más allá de la esperanza de vida predicha si no se administrara el tratamiento. En 
otro ejemplo, un sujeto responde al tratamiento con un agente inhibidor de ALK si el sujeto tiene una supervivencia 55 
sin enfermedad, supervivencia global o tiempo transcurrido hasta la progresión aumentados. Pueden utilizarse varios 
métodos para determinar si un paciente responde a un tratamiento, incluyendo los criterios RECIST, como se 
expone anteriormente. 
 
“Muestra”, “muestra de tejido”, “muestra de un paciente”, “muestra de células o tejidos de un paciente” o “muestra de 60 
ensayo” se refieren cada una recolección de células similares obtenidas a partir de un tejido de un sujeto o paciente. 
La fuente de la muestra de tejido puede ser de tejido sólido, como de un órgano, muestra de tejido, biopsia o 
aspirado congelados y/o conservados; sangre o cualquier constituyente de la sangre; fluidos corporales tales como 
líquido cefalorraquídeo, líquido amniótico, líquido peritoneal o líquido intersticial o células de cualquier momento de 
la gestación o desarrollo del sujeto. La muestra de tejido puede contener compuestos que en la naturaleza no están 65 
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entremezclados de forma natural con el tejido, tales como conservantes, anticoagulantes, tampones, fijadores, 
nutrientes, antibióticos o similares. 
 
La cantidad de un marcador, por ejemplo, la expresión o número de copias de las mutaciones y/o productos génicos 
del gen ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1), en un sujeto, es “significativamente” mayor o 5 
menor que la cantidad normal de un marcador, si la cantidad del marcador es mayor o menor, respectivamente, que 
el nivel normal, en una cantidad mayor que el error típico del ensayo empleado para evaluar la cantidad o al menos 
dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos diez o más veces esa cantidad. Como alternativa, la 
cantidad del marcador en el sujeto puede considerarse “significativamente” mayor o menor que la cantidad normal si 
la cantidad es de al menos aproximadamente dos, al menos aproximadamente tres, al menos aproximadamente 10 
cuatro o al menos aproximadamente cinco veces, mayor o menor, respectivamente, que la cantidad normal del 
marcador. 
 
Como se usa en el presente documento “suceso significativo” se referirá a un suceso en la enfermedad del paciente 
que es importante según determine un experto en la materia. Los ejemplos de sucesos significativos incluyen, por 15 
ejemplo, pero sin limitación, el diagnóstico principal, muerte, recurrencia, la determinación de que la enfermedad del 
paciente es metastásica, la recaída de la enfermedad del paciente o la progresión de la enfermedad del paciente, 
desde una cualquiera de las fases indicadas anteriormente a otra. Un suceso significativo puede ser un suceso 
importante utilizado para evaluar la SG, el TPP y/o utilizando el RECIST o cualquier otro criterio de respuesta, según 
determine un experto en la materia. 20 
 
Como se usa en el presente documento, los términos “sujeto” y “paciente” se usan indistintamente. Como se usa en 
el presente documento, los términos “sujeto” y “sujetos” se refieren a un animal, por ejemplo, un mamífero 
incluyendo uno no primate (por ejemplo, una vaca, cerdo, caballo, burro, cabra, camello, gato, perro, cobaya, rata, 
ratón, oveja) y un primate (por ejemplo, un mono, tal como un mono cinomolgo, gorila, chimpancé y un ser humano). 25 
 
Como se usa en el presente documento, “evolución temporal” se refiere a la cantidad de tiempo entre un suceso 
inicial y un suceso posterior. Por ejemplo, con respecto al cáncer de un paciente, la evolución temporal puede estar 
relacionada con la enfermedad del paciente y puede medirse calibrando sucesos significativos en el curso de la 
enfermedad, en la que el primer suceso puede ser el diagnóstico y el suceso posterior puede ser metástasis, por 30 
ejemplo. 
 
“Tiempo transcurrido hasta la progresión” o “TTP” se refiere al tiempo medido desde el inicio del tratamiento hasta la 
progresión de un cáncer o una censura. La censura puede provenir de la finalización de un estudio o de un cambio 
en el tratamiento. El tiempo hasta la progresión también puede representarse como una probabilidad como, por 35 
ejemplo, en un diagrama de Kaplein-Meier en donde el tiempo hasta la progresión puede representar la probabilidad 
de estar sin progresión a lo largo de un tiempo particular, siendo ese tiempo el tiempo entre el inicio del tratamiento 
hasta la progresión o censura. 
 
Un “polinucleótido transcrito” es un polinucleótido (por ejemplo, un ARN, un ADNc o un análogo de uno de ARN o 40 
ADNc) que es complementario a u homólogo con todo o una parte de un ARN maduro producido mediante la 
transcripción de un marcador de la presente invención y el procesamiento postranscripcional normal (por ejemplo, 
corte y empalme), si lo hay, del transcrito y la transcripción inversa del transcrito. 
 
“Tratar”, “tratamiento” y otras formas de esta palabra se refiere a la administración de un agente inhibidor de ALK 45 
para impedir el crecimiento de un cáncer, para provocar que un cáncer se retraiga en peso o volumen, para extender 
el tiempo de supervivencia esperado del sujeto y o el tiempo hasta la progresión del tumor, o similar. 
 
Una “subexpresión” o “nivel de expresión, número de copias y/o actividad significativamente menor” de las 
mutaciones y/o productos génicos del gen de ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1) se refiere 50 
a un nivel de expresión o número de copias en una muestra de prueba que es mayor que el error típico del ensayo 
empleado para evaluar la expresión o número de copias, por ejemplo, al menos dos, al menos, al menos cuatro, al 
menos cinco o al menos diez o más veces menos que el nivel de expresión, número de copias y/o la actividad de las 
mutaciones y/o productos génicos del gen ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1) en una 
muestra de control (por ejemplo, una muestra procedente de un sujeto sano no aquejado de cáncer), o el nivel de 55 
expresión, número de copias y/o actividad promedio de las mutaciones y/o productos génicos del gen de ALK (por 
ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1) en varias muestras de control. 
 
II. Métodos ejemplares de la invención 
 60 
La presente invención está basada, al menos en parte, en la identificación de regiones específicas del genoma, 
incluyendo, por ejemplo, mutaciones de ALK asociadas con la predicción de la eficacia de los inhibidores de ALK en 
el tratamiento del cáncer. El análisis de las secuencias de expresión génica de ALK ha conducido a la identificación 
de mutaciones nuevas para los polipéptidos ALK (por ejemplo, los biomarcadores enumerados en la Tabla 1, 
incluyendo los polipéptidos EML4-ALK) que pueden hacer a los polipéptidos al menos parcialmente resistentes a la 65 
terapia con los inhibidores de ALK. Por consiguiente, la presente y/o ausencia de uno o más de tales biomarcadores 
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en diversos métodos descritos en el presente documento está dentro del ámbito de la presente divulgación. Las 
realizaciones de la invención se refieren a mutaciones en la posición 1156 de la ALK humana de tipo silvestre. 
 
En algunas realizaciones, los métodos de la presente invención pueden utilizarse para controlar la progresión de un 
cáncer en un sujeto, en los que, si una muestra de un sujeto presenta una o más mutaciones de ALK (por ejemplo, 5 
mutaciones de EML4-ALK) identificadas en el presente documento durante la progresión del cáncer, por ejemplo, en 
un primer punto temporal y en un punto temporal posterior, entonces es menos probable que el cáncer responda al 
tratamiento mediado por un inhibidor de ALK y viceversa. En aún otra realización, entre el primer punto temporal y 
un punto temporal posterior el sujeto se ha sometido a un tratamiento, por ejemplo, quimioterapia, radioterapia, 
cirugía o cualquier otra estrategia terapéutica útil para inhibir el cáncer, ha completado el tratamiento o está en 10 
remisión. 
 
Como se describe adicionalmente en el presente documento, uno o más biomarcadores de la presente invención 
(por ejemplo, mutaciones de ALK, incluyendo mutaciones de EML4-ALK) pueden identificarse de forma específica 
por la presencia en la secuencia genómica (por ejemplo, de estirpe germinal y/o somática) cuando se compara con 15 
una secuencia de referencia, tal como la SEQ ID NO: 1. Por ejemplo, los métodos descritos en el presente 
documento pueden implicar la detección de biomarcadores de la presente invención llevando a cabo una reacción 
de amplificación de ácidos nucleicos diana de un tramo de ADN que comprende una o más mutaciones enumeradas 
en la Tabla 1 y analizando la presencia de una o más mutaciones en el ácido nucleico diana amplificado. 
 20 
Se conocen en la técnica diversas técnicas para amplificar ácidos nucleicos, tales como: la PCR (reacción en 
cadena de la polimerasa), descrita en la Patente de Estados Unidos N.º 4.683.195, Patente de Estados Unidos N.º 
4.683.202 y Patente de Estados Unidos N.º 4.800.159, y su alternativa RT-PCR (transcripción inversa-PCR), en 
particular en su formato de una etapa, como se divulga en la Patente EP-B-0.569.272, la LCR (reacción en cadena 
de la ligasa), como se describe por ejemplo en la solicitud de patente EP-A-0.201.184, la RCR (reacción de 25 
reparación en cadena), como se describe por ejemplo en la solicitud internacional WO-A-90/01069, 3SR (replicación 
de secuencia autosostenida), como se describe por ejemplo en la solicitud de patente WO-A-90/06995, NASBA 
(Amplificación basada en secuencia de ácidos nucleicos), como se describe por ejemplo en el documento EP-B-
0.397.269 y la Patente de Estados Unidos N.º 5.466.586, que utiliza como molde ADN bicatenario, y TMA 
(amplificación mediada por transcripción), como se describe por ejemplo en la Patente de Estados Unidos N.º 30 
5.399.491. 
 
La detección de la presencia de una o más de las mutaciones en el producto amplificado puede realizarse de 
diversas manera que son bien conocidas en la técnica, tales como las metodologías de secuenciación de ADN, 
como la secuenciación de Sanger y la secuenciación profunda, el uso de enzimas de restricción, amplificación 35 
específica de alelos, PCR mediada por ácido peptidonucleico (APN), detección de diferencias conformacionales, 
como el polimorfismo de conformación de cadena simple (SSCP) y ensayos de electroforesis en gel en gradiente 
desnaturalizante (DGGE) con etapas de detección en membranas (transferencia puntual), utilizando sondas 
oligonucleotídicas marcadas, ensayos con etapas de detección en placas de microtitulación, como hibridación 
inversa, ensayo de ligamiento de oligonucleótidos (OLA, MLPA), tecnología del cambio del primer nucleótido (FNC), 40 
tecnología de reticulación, PCR de ciclo rápido y análisis simultáneo de fluorescencia (por ejemplo, de nucleasa 
5’/Taqman) y PCR seguido de minisecuenciación utilizando espectrometría de masas o electroforesis capilar. 
 
III. Moléculas de ácido nucleico aisladas ejemplares 
 45 
Un aspecto de la presente divulgación está relacionado con moléculas de ácido nucleico aisladas que corresponden 
a un biomarcador de la presente invención, incluyendo ácidos nucleicos que codifican un polipéptido que 
corresponde a un marcador de la presente invención o una porción de tal polipéptido. Las moléculas de ácido 
nucleico de la presente divulgación incluyen las moléculas de ácido nucleico que residen en las regiones genómicas 
de ALK o relacionadas con ALK (por ejemplo, de estirpe germinal y/o somática) identificadas en el presente 50 
documento, y/o codifican polipéptidos ALK o relacionados con ALK (por ejemplo, EML4-ALK). Las moléculas de 
ácido nucleico pueden comprender, consistir esencialmente en, o consistir en las secuencias nucleicas, o 
fragmentos de las mismas, presentadas en la Tabla 1. Las moléculas de ácido nucleico aisladas también incluyen 
moléculas de ácido nucleico suficientes para su uso como sondas de hibridación para identificar moléculas de ácido 
nucleico que corresponden a un marcador de la presente invención, incluyendo moléculas de ácido nucleico que 55 
codifican un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invención y fragmentos de tales moléculas 
de ácido nucleico, por ejemplo, las adecuadas para su uso como cebadores de PCR para la amplificación o la 
mutación de moléculas de ácido nucleico. Como se usa en el presente documento, la expresión “molécula de ácido 
nucleico” se pretende que incluya moléculas de ADN (por ejemplo, ADNc o ADN genómico) y moléculas de ARN 
(por ejemplo, ARNm), y análogos de los ADN o ARN generados utilizando análogos de nucleótido. La molécula de 60 
ácido nucleico puede ser mono o bicatenaria; en determinadas realizaciones la molécula de ácido nucleico es ADN 
bicatenario. 
 
Una molécula de ácido nucleico “aislada” es una que está separada de otras moléculas de ácido nucleico que están 
presentes en la fuente natural de la molécula de ácido nucleico. En determinadas realizaciones, una molécula de 65 
ácido nucleico “aislada” está libre de las secuencias (tales como secuencias que codifican proteínas) que flanquean 
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de forma natural al ácido nucleico (es decir, secuencias emplazadas en los extremos 5’ y 3’ del ácido nucleico) en el 
ADN genómico del organismo del que procede el ácido nucleico. Por ejemplo, en diversas realizaciones, la molécula 
de ácido nucleico aislada puede contener menos de aproximadamente 5 kB, menos de aproximadamente 4 kb, 
menos de aproximadamente 3 kb, menos de aproximadamente 2 kb, menos de aproximadamente 1 kb, menos de 
aproximadamente 0,5 kb o menos de aproximadamente 0,1 kb de secuencias de nucleótidos que flanquean de 5 
forma natural a la molécula de ácido nucleico en el ADN genómico de la célula de la que procede el ácido nucleico. 
Además, una molécula de ácido nucleico “aislada”, tal como una molécula de ADNc, puede estar sustancialmente 
libre de otro material celular o medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o 
sustancialmente libre de precursores químicos u otros productos químicos cuando se sintetiza de forma química. 
 10 
La expresión “sustancialmente libre de otro material celular o medio de cultivo” incluye preparaciones de moléculas 
de ácido nucleico en las que la molécula está separada de componentes celulares de las células a partir de las que 
se aísla o se produce de forma recombinante. Por lo tanto, una molécula de ácido nucleico que está sustancialmente 
libre de material celular incluye preparaciones de la molécula de ácido nucleico que tienen menos de 
aproximadamente el 30 %, menos de aproximadamente el 20 %, menos de aproximadamente el 10 % o menos de 15 
aproximadamente el 5 % (en peso seco) de otro material celular o medio de cultivo. 
 
Una molécula de ácido nucleico de la presente divulgación (por ejemplo las mutaciones del gen de ALK expuestas 
en la Tabla 1) puede aislarse utilizando técnicas de biología molecular convencionales y la información de 
secuencias en los registros de las bases de datos descritas en el presente documento. Utilizando todas o una 20 
porción de tales secuencias de ácido nucleico, las moléculas de ácido nucleico de la presente divulgación pueden 
aislarse utilizando técnicas de hibridación y clonación convencionales (por ejemplo, como se describe en Sambrook 
et al., ed., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, NY, 1989). 
 25 
Una molécula de ácido nucleico de la presente divulgación puede amplificarse utilizando como molde ADNc, ARNm 
o ADN genómico (por ejemplo, ADN genómico de estirpe germinal y/o somático) y cebadores oligonucleotídicos 
apropiados, de acuerdo con técnicas de amplificación por PCR convencionales. Las moléculas de ácido nucleico así 
amplificadas pueden clonarse en un vector apropiado y caracterizarse mediante análisis de secuencia de ADN. 
Además, mediante técnicas de síntesis convencionales pueden prepararse oligonucleótidos que corresponden a 30 
toda o una porción de una molécula de ácido nucleico de la presente invención, por ejemplo, utilizando un 
sintetizador de ADN automatizado. 
 
En otra realización, una molécula de ácido nucleico aislada de la presente divulgación comprende una molécula de 
ácido nucleico que tiene una secuencia de nucleótidos complementaria con la secuencia de nucleótidos de un ácido 35 
nucleico que corresponde a un marcador de la presente invención o a la secuencia de nucleótidos de un ácido 
nucleico que codifica una proteína que corresponde a un marcador de la presente invención. Una molécula de ácido 
nucleico que es complementaria a una dada secuencia de nucleótidos es una que es suficientemente 
complementaria a la dada secuencia de nucleótidos como para hibridar con la secuencia de nucleótidos dada para 
formar de este modo un dúplex estable. 40 
 
Además, una molécula de ácido nucleico de la presente divulgación puede comprender solo una porción de una 
secuencia de ácido nucleico, en la que la secuencia de ácido nucleico de longitud completa comprende un marcador 
de la presente invención o que codifica un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invención. 
Tales moléculas de ácido nucleico pueden utilizarse, por ejemplo, como una sonda o cebador. La sonda/cebador 45 
normalmente se utiliza como uno o más oligonucleótidos sustancialmente purificados. El oligonucleótido 
normalmente comprende una región de secuencia de nucleótidos que hibrida en condiciones rigurosas con al menos 
aproximadamente 7, al menos aproximadamente 8, al menos aproximadamente 9, al menos aproximadamente 10, al 
menos aproximadamente 11, al menos aproximadamente 12, al menos aproximadamente 13, al menos 
aproximadamente 14, al menos aproximadamente 15, al menos aproximadamente 16, al menos aproximadamente 50 
17, al menos aproximadamente 18, al menos aproximadamente 19, al menos aproximadamente 20, al menos 
aproximadamente 21, al menos aproximadamente 22, al menos aproximadamente 23, al menos aproximadamente 
24, al menos aproximadamente 25, al menos aproximadamente 26, al menos aproximadamente 27, al menos 
aproximadamente 28, al menos aproximadamente 29, al menos aproximadamente 30, al menos aproximadamente 
31, al menos aproximadamente 32, al menos aproximadamente 33, al menos aproximadamente 34, al menos 55 
aproximadamente 35, al menos aproximadamente 36, al menos aproximadamente 37, al menos aproximadamente 
38, al menos aproximadamente 39, al menos aproximadamente 40, al menos aproximadamente 45, al menos 
aproximadamente 50, al menos aproximadamente 55, al menos aproximadamente 60, al menos aproximadamente 
65, al menos aproximadamente 70, al menos aproximadamente 75, al menos aproximadamente 80, al menos 
aproximadamente 85 kb, al menos aproximadamente 90, al menos aproximadamente 95, al menos 60 
aproximadamente 100 o más nucleótidos consecutivos de un ácido nucleico de la presente invención. 
 
Las sondas basadas en la secuencia de una molécula de ácido nucleico de la presente divulgación pueden utilizarse 
para detectar transcritos o secuencias genómicas correspondientes a uno o más marcadores de la presente 
invención. La sonda comprende un grupo marcador unido a la misma, por ejemplo, un radioisótopo, un compuesto 65 
fluorescente, una enzima o un cofactor enzimático. Tales sondas pueden utilizarse como parte de un kit de prueba 
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diagnóstica para identificar células o tejidos que expresan de forma errónea la proteína, tal como midiendo niveles 
de una molécula de ácido nucleico que codifica la proteína en una muestra de células de un sujeto, por ejemplo, 
detectando niveles de ARNm o determinando si un gen que codifica la proteína se ha mutado o delecionado. 
 
La divulgación abarca adicionalmente moléculas de ácido nucleico que son sustancialmente homólogas a las 5 
mutaciones y/o productos génicos del gen de ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1), de forma 
que lo son al menos el 60 %, al menos el 65 %, al menos el 65 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 
80 %, al menos el 85 %, al menos el 86 %, al menos el 87 %, al menos el 88 %, al menos el 89 %, al menos el 90 %, 
al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al 
menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %, al menos el 99,5 % o más. En otras realizaciones, la invención 10 
abarca adicionalmente moléculas de ácido nucleico que son sustancialmente homólogas a las mutaciones y/o 
productos génicos del gen de ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1), de forma que difieren solo 
o al menos en 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, 
al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al 
menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos 21, al menos 22, al menos 23, al menos 24, al menos 25, al menos 15 
26, al menos 27, al menos 28, al menos 29, al menos 30, al menos 31, al menos 32, al menos 33, al menos 34, al 
menos 35, al menos 36, al menos 37, al menos 38, al menos 39, al menos 40, al menos 45, al menos 50, al menos 
55, al menos 60, al menos 65, al menos 70, al menos 75, al menos 80, al menos 85, al menos 90, al menos 95, al 
menos 100 nucleótidos o cualquier intervalo entre ellos. 
 20 
La expresión “polimorfismo de nucleótido único” (SNP, forma siglada de single nucleotide polymorphism) se refiere a 
un sitio polimórfico ocupado por un único nucleótido, que es el sitio de variación entre las secuencias alélicas. El sitio 
habitualmente está precedido por y seguido de secuencias altamente conservadas del alelo (por ejemplo, 
secuencias que varían en menos de 1/100 o 1/1000 miembros de una población). Un SNP habitualmente surge 
debido a la sustitución de un nucleótido por otro en el sitio polimórfico. Los SNP también pueden surgir por una 25 
deleción de un nucleótido o una inserción de un nucleótido con respecto a un alelo de referencia. Normalmente, el 
sitio polimórfico está ocupado por una base distinta de la base de referencia. Por ejemplo, cuando el alelo de 
referencia contiene la base “T” (timidina) en el sitio polimórfico, el alelo modificado puede contener una “C” (citidina), 
“G” (guanina) o “A” (adenina) en el sitio polimórfico. Los SNP pueden aparecer en secuencias de ácido nucleico que 
codifican proteínas, en cuyo caso pueden dar lugar a una proteína defectuosa o variante de otra forma, o a una 30 
enfermedad genética. Tal SNP puede modificar la secuencia codificante del gen y, por lo tanto, especificar otro 
aminoácido (un SNP “de cambio de aminoácido”) o un SNP puede introducir un codón de terminación (un SNP 
“finalizador”). Cuando un SNP no modifica la secuencia de aminoácidos de una proteína, el SNP se denomina 
“silencioso”. Los SNP también pueden aparecer en regiones no codificantes de la secuencia de nucleótidos. Esto 
puede dar como resultado la expresión defectuosa de proteínas, por ejemplo, como resultado de un corte y empalme 35 
alternativo, o puede no tener efecto en la función de la proteína. 
 
En otra realización, una molécula de ácido nucleico aislada de la presente divulgación es de al menos 7, al menos 
15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al menos 40, al menos 45, al menos 50, al menos 55, al 
menos 60, al menos 65, al menos 70, al menos 75, al menos 80, al menos 85, al menos 90, al menos 95, al menos 40 
100, al menos 125, al menos 150, al menos 175, al menos 200, al menos 250, al menos 300, al menos 350, al 
menos 400, al menos 450, al menos 550, al menos 650, al menos 700, al menos 800, al menos 900, al menos 1000, 
al menos 1200, al menos 1400, al menos 1600, al menos 1800, al menos 2000, al menos 2200, al menos 2400, al 
menos 2600, al menos 2800, al menos 3000, al menos 3500, al menos 4000, al menos 4500 o más nucleótidos de 
longitud e hibrida en condiciones rigurosas con una molécula de ácido nucleico que corresponde a un marcador de 45 
la presente invención o con una molécula de ácido nucleico que codifica una proteína que corresponde a un 
marcador de la presente invención. Como se usa en el presente documento, la expresión “hibrida en condiciones 
rigurosas” está destinada a describir condiciones de hibridación y de lavado en las cuales las secuencias de 
nucleótidos de al menos el 60 %, al menos el 65 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 % o al 
menos el 85 % idénticas entre sí normalmente permanecen hibridadas entre sí. Tales condiciones rigurosas son 50 
conocidas para los expertos en la materia y pueden encontrarse en las secciones 6.3.1-6.3.6 de Current Protocols in 
Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989). Otro ejemplo no limitativo de condiciones de hibridación 
rigurosas son la hibridación en cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) 6X a aproximadamente 45 ºC, seguido de uno 
o más lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1 % a 50-65 ºC. 
 55 
La invención también incluye moléculas de ácido nucleico baliza molecular que tienen al menos una región que es 
complementaria con una molécula de ácido nucleico de la presente divulgación, de forma que la baliza molecular es 
útil para cuantificar en una muestra la presencia de la molécula de ácido nucleico de la presente invención. Un ácido 
nucleico “baliza molecular” es una molécula de ácido nucleico que comprende una pareja de regiones 
complementarias y que tiene un fluoróforo y un inactivador fluorescente asociados a ella. El fluoróforo y el 60 
inactivador están asociados con distintas porciones del ácido nucleico en una orientación tal que cuando las 
regiones complementarias están apareadas entre sí, el inactivador inactiva la fluorescencia del fluoróforo. Cuando 
las regiones complementarias de las moléculas de ácido nucleico no están apareadas entre sí, la fluorescencia del 
fluoróforo se inactiva en un menor grado. Las moléculas de ácido nucleico baliza molecular se describen, por 
ejemplo, en la Patente de Estados Unidos 5.876.930. 65 
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IV. Proteínas y anticuerpos aislados ejemplares 
 
Un aspecto de la presente divulgación se refiere a proteínas aisladas que corresponden a marcadores individuales 
de la presente invención y a porciones biológicamente activas de las mismas. En una realización, el polipéptido 
nativo que corresponde a un marcador puede aislarse a partir de fuentes celulares o tisulares mediante un esquema 5 
de purificación apropiado, utilizando técnicas convencionales de purificación de proteínas. En otra realización, los 
polipéptidos que corresponden a un marcador de la presente invención se producen mediante técnicas de ADN 
recombinante. De forma alternativa a la expresión recombinante, un polipéptido que corresponde a un marcador de 
la presente invención puede sintetizarse de forma química utilizando técnicas convencionales de síntesis peptídica. 
 10 
Una proteína “aislada” o “purificada”, o una porción biológicamente activa de la misma, está sustancialmente libre de 
material celular u otras proteínas contaminantes procedentes de la fuente tisular o celular de la que procede la 
proteína, o sustancialmente libre de precursores químicos u otros productos químicos, cuando se sintetiza de forma 
química. La expresión “sustancialmente libre de material celular” incluye preparaciones de proteína en que la 
proteína está separada de los componentes celulares de las células de las que se aisló o se produjo de forma 15 
recombinante. Por lo tanto, la proteína que está sustancialmente libre de material celular incluye preparaciones de 
proteína que tiene menos de aproximadamente el 30 %, menos de aproximadamente el 20 %, menos de 
aproximadamente el 10 % o menos de aproximadamente el 5 % (en peso seco) de proteína heteróloga (también 
denominada en el presente documento como una “proteína contaminante”). Cuando la proteína o porción 
biológicamente activa de la misma se produce de forma recombinante, puede estar sustancialmente libre de medio 20 
de cultivo, es decir, el medio de cultivo representa menos de aproximadamente el 20 %, menos de 
aproximadamente el 10 % o menos de aproximadamente el 5 % del volumen de la preparación de proteína. Cuando 
la proteína se produce por síntesis química, puede estar sustancialmente libre de precursores químicos u otros 
productos químicos, es decir, está separada de precursores químicos u otros productos químicos que están 
implicados en la síntesis de la proteína. Por consiguiente, tales preparaciones de la proteína tienen menos de 25 
aproximadamente el 30 %, menos de aproximadamente el 20 %, menos de aproximadamente el 10 %, menos de 
aproximadamente el 5 % (en peso seco) de precursores químicos o compuestos distintos del polipéptido de interés. 
 
Las porciones biológicamente activas de un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invención 
incluye polipéptidos que comprenden secuencias de aminoácidos suficientemente idénticas a, o que proceden de, la 30 
secuencia de aminoácidos de la proteína que correponde a las mutaciones y/o productos génicos del gen de ALK 
(por ejemplo, los marcados expuestos en la Tabla 1) de la presente invención, las cuales incluyen menos 
aminoácidos que la proteína de longitud completa y presentan al menos una actividad de la correspondiente proteína 
de longitud completa. Normalmente, las porciones biológicamente activas comprenden un domino o motivo con al 
menos una actividad de la correspondiente proteína. Una porción biológicamente activa de una proteína de la 35 
presente invención puede ser un polipéptido que sea de, por ejemplo, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 
22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o más aminoácidos de longitud. Además, 
pueden prepararse mediante técnicas recombinantes otras porciones biológicamente activas, en las cuales otras 
regiones de la proteína se delecionan, y evaluarse para una o más actividades funcionales de la forma nativa de un 
polipéptido de la presente invención. 40 
 
En determinadas realizaciones, el polipéptido tiene una secuencia de aminoácidos de una proteína codificada por 
una molécula de ácido nucleico enumerada en la Tabla 1. Otras proteínas útiles son sustancialmente idénticas (por 
ejemplo, al menos el 60, al menos el 65, al menos el 70, al menos el 75, al menos el 80, al menos el 85, al menos el 
86, al menos el 87, al menos el 88, al menos el 89, al menos el 90, al menos el 91, al menos el 92, al menos el 93, al 45 
menos el 94, al menos el 95, al menos el 96, al menos el 97, al menos el 98, al menos el 99, al menos el 99,5 % o 
más) a una de estas secuencias y conservan la actividad funcional de la proteína (por ejemplo, conferir resistencia o 
sensibilidad a un inhibidor de ALK) de la correspondiente proteína de longitud completa, aunque difieren en la 
secuencia de aminoácidos. 
 50 
Para determinar la identidad porcentual de dos secuencias de aminoácidos o de dos ácidos nucleicos, las 
secuencias se alinean con el fin de una comparación óptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en la 
secuencia de una primera secuencia de aminoácidos o de ácido nucleico para el alineamiento óptimo con una 
segunda secuencia de aminoácidos o de ácido nucleico). Después se comparan los restos de aminoácidos o 
nucleótidos en las correspondientes posiciones de aminoácidos o posiciones de nucleótidos. Cuando una posición 55 
en la primera secuencia está ocupada por el mismo resto de aminoácido o nucleótido que la posición 
correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posición. La identidad 
porcentual entre dos secuencias es una función del número de posiciones idénticas compartidas por las secuencias 
(por ejemplo, identidad % = n.º de posiciones idénticas/n.º total de posiciones (por ejemplo, posiciones solapantes) x 
100). En una realización, las dos secuencias tienen la misma longitud. 60 
 
La determinación de la identidad porcentual entre dos secuencias puede llevarse a cabo utilizando un algoritmo 
matemático. Otro ejemplo no limitativo de un algoritmo matemático utilizado para la comparación de dos secuencias 
es el algoritmo de Karlin y Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 2264-2268, modificado como en Karlin y 
Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5877. Tal algoritmo se incorpora en los programas NBLAST y 65 
XBLAST de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410. Las búsquedas de nucleótidos por BLAST pueden 
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realizarse con el programa NBLAST, puntuación = 100, longitud de palabra = 12, para obtener secuencias de 
nucleótidos homólogas a moléculas de ácido nucleico de la presente invención. Las búsquedas de proteínas por 
BLAST pueden realizarse con el programa XBLAST, puntuación = 50, longitud de palabra = 3, para obtener 
secuencias de aminoácidos homólogas a moléculas proteicas de la presente invención. Para obtener alineamientos 
con huecos con el fines de comparación, puede utilizarse Gapped BLAST como se describe en Altschul et al. (1997) 5 
Nucleic Acids Res. 25:3389-3402. Como alternativa, puede utilizarse PSI-Blast para realizar una búsqueda iterativa 
que detecta relaciones distantes entre moléculas. Cuando se utilizan los programas BLAST, Gapped BLAST y PSI-
Blast, pueden utilizarse los parámetros predeterminados de los programas respectivos (por ejemplo, XBLAST y 
NBLAST) (véase la página del NCBI en la internet en nc-bi.nlm.nih.gov). Otro ejemplo no limitativo de un algoritmo 
matemático utilizado para la comparación de secuencias es el algoritmo de Myers y Miller, (1988) Comput Appl 10 
Biosci, 4: 11-7. Tal algoritmo se incorpora en el programa ALIGN (versión 2.0) que es parte del paquete de 
programas informáticos de alineamiento de secuencias GCG. Cuando se utiliza el programa ALIGN para comparar 
secuencias de aminoácidos, puede utilizarse una tabla de restos de pesos PAM120, una penalización de longitud de 
hueco de 12 y una penalización de hueco de 4. Aún otro algoritmo útil para identificar regiones de similitud y 
alineamiento de secuencias locales es el algoritmo FASTA, como se describe en Pearson y Lipman (1988) Proc. 15 
Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444-2448. Cuando se utiliza el algoritmo FASTA para comparar secuencias de nucleótidos 
o aminoácidos, puede utilizarse una tabla de restos de peso PAM120, por ejemplo, con un valor k-tuple de 2. 
 
La identidad porcentual entre dos secuencias puede determinarse utilizando técnicas similares a las descritas 
anteriormente, permitiendo o no huecos. En el cálculo de la identidad porcentual solo se cuentan las coincidencias 20 
exactas. 
 
Un polipéptido aislado que corresponde a un marcador de la presente invención, o un fragmento del mismo, puede 
utilizarse como inmunógeno para detectar anticuerpos utilizando técnicas convencionales para la preparación de 
anticuerpos policlonales y monoclonales. Puede utilizarse el polipéptido o proteína de longitud completa o, como 25 
alternativa, la invención proporciona fragmentos peptídicos antigénicos para su uso como inmunógenos. El péptido 
antigénico de una proteína de la presente invención comprende al menos 8 (o al menos 10, al menos 15, al menos 
20 o al menos 30 o más), restos de aminoácido de la secuencia de aminoácidos de uno de los polipéptidos de la 
presente invención, y abarca un epítopo de la proteína de forma que un anticuerpo generado frente al epítopo forme 
un complejo inmunitario específico con un marcador de la presente invención al que corresponde la proteína. Los 30 
epítopos ejemplares que abarca el péptido antigénico son regiones que se emplazan en la superficie de la proteína, 
por ejemplo, regiones hidrófilas. Pueden utilizarse un análisis de hidrofobicidad de secuencias, un análisis de 
hidrofilicidad de secuencias o análisis similares para identificar regiones hidrófilas. 
 
Un inmunógeno normalmente se utiliza para preparar anticuerpos inmunizando un sujeto adecuado (es decir, 35 
inmunocompetente) tal como un conejo, cabra, ratón u otro mamífero o vertebrado. Una preparación inmunogénica 
apropiada puede contener, por ejemplo, un polipéptido expresado de forma recombinante o sintetizado de forma 
química. La preparación puede incluir adicionalmente un adyuvante, tal como adyuvante de Freund completo o 
incompleto, o un agente inmunoestimulante similar. 
 40 
Por consiguiente, otro aspecto de la presente divulgación se refiere a anticuerpos dirigidos contra a un polipéptido de 
la presente divulgación. Las expresiones “anticuerpo “y “sustancia de anticuerpo” que se usan indistintamente en el 
presente documento se refieren a moléculas de inmunoglobulina y porciones inmunológicamente activas de 
moléculas de inmunoglobulina, es decir, moléculas que contienen un sitio de unión a antígeno que se une de forma 
específica a un antígeno, tal como un polipéptido de la presente invención. Una molécula que se une de forma 45 
específica a un dado polipéptido de la presente invención es una molécula que se une al polipéptido, pero no se une 
sustancialmente a otras moléculas en una muestra, por ejemplo, una muestra biológica, que contiene de forma 
natural al polipéptido. Los ejemplos de porciones inmunológicamente activas de las moléculas de inmunoglobulina 
incluyen fragmentos F(ab) y F(ab’)2 que pueden generarse tratando el anticuerpo con una enzima tal como pepsina. 
La divulgación proporciona anticuerpos policlonales y monoclonales. La expresión “anticuerpo monoclonal” o 50 
“composición de anticuerpo monoclonal”, como se usa en el presente documento, se refiere a una población de 
moléculas de anticuerpos que contiene sola una especie de un sitio de unión a antígeno que tiene la capacidad de 
inmunorreaccionar con un epítopo particular. 
 
Los anticuerpos policlonales pueden prepararse como se describe anteriormente, inmunizando un sujeto adecuado 55 
con un polipéptido de la presente invención como inmunógeno. El título de anticuerpos en el sujeto inmunizado 
puede controlarse a lo largo del tiempo mediante técnicas convencionales que utilizan polipéptido inmovilizado, tal 
como con un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Si se desea, las moléculas de anticuerpo pueden 
recogerse o aislarse del sujeto (por ejemplo, de la sangre o suero del sujeto) y purificarse adicionalmente mediante 
técnicas bien conocidas, tal como cromatografía con proteína A para obtener la fracción IgG. En un tiempo 60 
apropiado tras la inmunización, por ejemplo, cuando los títulos de anticuerpos específicos es el más alto, pueden 
obtenerse del sujeto las células productoras de anticuerpos y utilizarse para preparar anticuerpos monoclonales 
mediante técnicas convencionales, tales como la técnica de hibridoma descrita originalmente por Kohler y Milstein 
(1975) Nature 256: 495-497, la técnica de hibridoma de linfocitos B humanos (véase Kozbor et al., 1983, Immunol. 
Today 4: 72), la técnica de hibridoma-EBV (véase Cole et al., pág. 77-96 en Monoclonal Antibodies and Cancer 65 
Therapy, Alan R. Liss, Inc., 1985) o técnicas de trioma. La tecnología para la producción de hibridomas es bien 
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conocida (véase, en general, Current Protocols in Immunology, Coligan et al. ed., John Wiley & Sons, Nueva York, 
1994). Las células de hibridoma que producen un anticuerpo monoclonal de la presente invención se detectan 
explorando sobrenadantes de cultivos de hibridomas para anticuerpos que se unan al polipéptido de interés, por 
ejemplo, utilizando un ensayo de ELISA convencional. 
 5 
De forma alternativa a la preparación de hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales, puede identificarse un 
anticuerpo monoclonal dirigido contra un polipéptido de la presente divulgación y aislarse mediante exploración de 
una biblioteca de inmunoglobulinas combinatoria recombinante (por ejemplo, una biblioteca de anticuerpos de 
presentación en fagos) con el polipéptido de interés. Los kits para la generación y exploración de bibliotecas de 
presentación en fagos están disponibles en el mercado (por ejemplo, el Recombinant Phage Antibody System de 10 
Pharmacia, N.º de Catálogo 27-9400-01 y el SurfZAP Phage Display Kit de Stratagene, N.º de Catálogo 240612). De 
forma adicional, los ejemplos de los métodos y reactivos particularmente susceptibles del uso en la generación y 
exploración de una biblioteca de presentación de anticuerpos pueden encontrar en, por ejemplo, la Patente de 
Estados Unidos N.º 5.223.409; la Publicación PCT N.º WO 92/18619; la Publicación PCT N.º WO 91/17271; la 
Publicación PCT N.º WO 92/20791; la Publicación PCT N.º WO 92/15679; la Publicación PCT N.º WO 93/01288; la 15 
Publicación PCT N.º WO 92/01047; la Publicación PCT N.º WO 92/09690; la Publicación PCT N.º WO 90/02809; 
Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9: 1370-1372; Hay et al. (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3: 81-85; Huse et al. 
(1989) Science 246: 1275- 1281; Griffiths et al. (1993) EMBO J. 12: 725-734. 
 
De forma adicional, los anticuerpos recombinantes, tales como anticuerpos monoclonales quiméricos y 20 
humanizados, que comprenden tanto porciones humanas como no humanas, que pueden fabricarse utilizando 
técnicas de ADN recombinante convencionales, están dentro del ámbito de la presente divulgación. Tales 
anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados pueden producirse mediante técnicas de ADN recombinante 
conocidas en la técnica, por ejemplo, utilizando los métodos descritos en la Publicación PCT N.º WO 87/02671; 
Solicitud de Patente Europea 184.187; Solicitud de Patente Europea 171.496; Solicitud de Patente Europea 173.494; 25 
Publicación PCT N.º WO 86/01533; Patente de Estados Unidos N.º 4.816.567; Solicitud de Patente Europea 
125.023; Better et al. (1988) Science 240: 1041-1043; Liu et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 3439-3443; Liu 
et al. (1987) J. Immunol. 139: 3521-3526; Sun et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 214-218; Nishimura et al. 
(1987) Cancer Res. 47: 999-1005; Wood et al. (1985) Nature 314: 446-449 y Shaw et al. (1988) J. Natl. Cancer Inst. 
80: 1553-1559; Morrison (1985) Science 229: 1202-1207; Oi et al. (1986) Bio/Techniques 4:214; Patente de Estados 30 
Unidos 5.225.539; Jones et al. (1986) Nature 321: 552-525; Verhoeyan et al. (1988) Science 239: 1534 y Beidler et 
al. (1988) J. Immunol. 141: 4053-4060.  
 
Los anticuerpos completamente humanos son particularmente convenientes para el tratamiento terapéutico de 
sujetos humanos. Tales anticuerpos pueden producirse utilizando ratones transgénicos que no tengan la capacidad 35 
de expresar los genes endógenos de las cadenas pesada y ligera de inmunoglobulina, pero que puedan expresar los 
genes de la cadena pesada y ligera de ser humano. Los ratones transgénicos se inmunizan del modo normal con un 
anticuerpo seleccionado, por ejemplo, todo o una porción de un polipéptido que corresponde a un marcador de la 
presente divulgación. Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antígeno pueden obtenerse utilizando la 
tecnología de hibridomas convencional. Los transgenes de inmunoglobulina de ser humano que portan los ratones 40 
transgénicos se reordenan durante la diferenciación de los linfocitos B y posteriormente experimentan el cambio de 
clase y mutación somática. Por lo tanto, utilizando tal técnica, es posible producir anticuerpos IgG, IgA e IgE 
terapéuticamente útiles. Para una visión de conjunto de esta tecnología de producción de anticuerpos humanos, 
véase Lonberg y Huszar (1995) Int. Rev. Immunol. 13:65-93). Para una discusión detallada de esta tecnología de 
producción de anticuerpos humanos y de anticuerpos monoclonales humanos, y de protocolos de producción de 45 
tales anticuerpos, véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos 5.625.126; la Patente de Estados Unidos 
5.633.425; la Patente de Estados Unidos 5.569.825; la Patente de Estados Unidos 5.661.016 y la Patente de 
Estados Unidos 5.545.806. Además, pueden contratarse compañías tales como Abgenix, Inc. (Freemont, CA) para 
proporcionar anticuerpos humanos dirigidos contra un antígeno seleccionado utilizando una tecnología similar a la 
descrita anteriormente. 50 
 
Los anticuerpos completamente humanos que reconocen un epítopo seleccionado pueden generarse utilizando una 
técnica denominada “selección guiada”. En esta estrategia se utiliza un anticuerpo monoclonal no humano 
seleccionado, por ejemplo, un anticuerpo murino, para guiar la selección de un anticuerpo completamente humano 
que reconoce el mismo epítopo (Jespers et al., 1994, Bio/technology 12: 899-903). 55 
 
Un anticuerpo dirigido contra un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invención (por ejemplo, 
un anticuerpo monoclonal) puede utilizarse para aislar el polipéptido mediante técnicas convencionales, tales como 
cromatografía de afinidad o inmunoprecipitación. Además, tal anticuerpo puede utilizarse para detectar el marcador 
(por ejemplo, en un lisado celular o sobrenadante celular) para evaluar el nivel y patrón de expresión del marcador. 60 
Los anticuerpos pueden utilizarse también para controlar de forma diagnóstica los niveles de proteínas en tejidos y 
fluidos corporales (por ejemplo, en un fluído corporal que contiene células tumorales) como parte de un 
procedimiento de análisis clínico, por ejemplo, para, por ejemplo, determinar la eficacia de un dado régimen de 
tratamiento. La detección puede facilitarse acoplando el anticuerpo a una sustancia detectable. Los ejemplos de 
sustancias detectables incluyen, pero sin limitación, diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, 65 
materiales luminiscentes, materiales bioluminiscentes y materiales radioactivos. Los ejemplos de enzimas 
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adecuadas incluyen, pero sin limitación, peroxidasa de rábano picante, fosfatasa alcalina, β-galactosidasa o 
acetilcolinesterasa; los ejemplos de complejos de grupos prostéticos adecuados incluyen, pero sin limitación, 
estreptavidina/biotina y avidina/biotina; los ejemplos de materiales fluorescentes adecuados incluyen, pero sin 
limitación, umbeliferona, fluoresceína, isotiocianato de fluoresceína, rodamina, diclorotriazinilamina fluoresceína, 
cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente incluye, pero sin limitación, luminol; los 5 
ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen, pero sin limitación, luciferasa, luciferina y aequorina, y los 
ejemplos de materiales radioactivos adecuados incluyen, pero sin limitación 125, 131, 35, 3 limitado a, I, I, S o H. 
 
V. Vectores de expresión recombinantes y células hospedadoras ejemplares 
 10 
Otro aspecto de la presente divulgación se refiere a vectores, tales como vectores de expresión, que contienen un 
ácido nucleico que codifica un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente divulgación (o una porción 
de tal polipéptido). Como se usa en el presente documento, el término “vector” se refiere a una molécula de ácido 
nucleico que tiene la capacidad de transportar otro ácido nucleico al que se la ha ligado. Un tipo de vector es un 
“plásmido”, que se refiere a un bucle de ADN bicatenario circular en el que se han ligado segmentos de ADN 15 
adicionales. Otro tipo de vector es un vector vírico, en el que pueden ligarse en el genoma vírico segmentos de ADN 
adicionales. Determinados vectores tienen capacidad de replicación autónoma en una célula hospedadora en la que 
se han introducido (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen bacteriano de replicación y vectores 
episómicos de mamífero). Otros vectores (por ejemplo, vectores no episómicos de mamífero) se integran en el 
genoma de una célula hospedadora después de la introducción en la célula hospedadora y, de este modo, se 20 
replican junto con el genoma del hospedador. Además, determinados vectores, en concreto los vectores de 
expresión, tienen la capacidad de dirigir la expresión de genes a los que están unidos operativamente. En general, 
los vectores de expresión de utilidad en las técnicas de ADN recombinante a menudo están en forma de plásmidos 
(vectores). Sin embargo, se pretende que la divulgación incluya tales otras formas de vectores de expresión, tales 
como los vectores víricos (por ejemplo, retrovirus, adenovirus y virus adenoasociados con replicación defectuosa), 25 
que desempeñan funciones equivalentes. 
 
Los vectores de expresión recombinante de la presente divulgación comprenden un ácido nucleico de la presente 
invención en una forma adecuada para la expresión del ácido nucleico en una célula hospedadora. Esto significa 
que los vectores de expresión recombinante incluyen una o más secuencias reguladoras, seleccionadas sobre la 30 
base de las células hospedadoras a utilizar para la expresión, que están unidas operativamente a la secuencia de 
ácido nucleico a expresar. Dentro de un vector de expresión recombinante, “unido operativamente” pretende 
significar que la secuencia de nucleótidos de interés está ligada a la secuencia (o secuencias) reguladora de una 
manera que permite la expresión de la secuencia de nucleótidos (por ejemplo, en un sistema de 
transcripción/traducción in vitro o en una célula hospedadora cuando el vector se introduce en la célula 35 
hospedadora). La expresión “secuencia reguladora” pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de 
control de la expresión (por ejemplo, señales de poliadenilación). Tales secuencias reguladoras se describen, por 
ejemplo, en Goeddel, Methods in Enzymology: Gene Expression Technology vol. 185, Academic Press, San Diego, 
CA (1991). Las secuencias reguladoras incluyen las que dirigen la expresión constitutiva de una secuencia de 
nucleótidos en muchos tipos de células hospedadoras y las que dirigen la expresión de la secuencia de nucleótidos 40 
solo en determinadas células hospedadoras (por ejemplo, secuencias reguladoras específicas de tejido). Los 
expertos en la materia apreciarán que el diseño del vector de expresión puede depender de factores tales como la 
elección de la célula hospedadora a transformar, el nivel de expresión de proteína deseado y similares. Los vectores 
de expresión de la presente divulgación pueden introducirse en las células hospedadoras para, de este modo, 
producir proteínas o péptidos, incluyendo proteínas o péptidos de fusión, codificados por los ácidos nucleicos como 45 
se describe en el presente documento. 
 
Los vectores de expresión recombinante de la presente divulgación pueden diseñarse para la expresión de un 
polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invención en células procariotas (por ejemplo, E. coli) o 
eucariotas (por ejemplo, células de insecto {utilizando vectores de expresión de baculovirus}, células de levadura o 50 
células de mamífero). Las células hospedadoras adecuadas se discuten adicionalmente en Goeddel, citado 
anteriormente. Como alternativa, el vector de expresión recombinante puede transcribirse y traducirse in vitro, por 
ejemplo utilizando secuencias reguladoras del promotor T7 y la polimerasa T7. 
 
La expresión de proteínas en los procariotas se lleva a cabo con mayor frecuencia en E. coli con vectores que 55 
contienen promotores constitutivos o inducibles, que dirigen la expresión de proteínas de fusión o que no son de 
fusión. Los vectores de fusión añaden una cantidad de aminoácidos a una proteína codificada en ellos, 
habitualmente al extremo amino de la proteína recombinante. Tales vectores de fusión normalmente sirven para tres 
propósitos: 1) aumentar la expresión de la proteína recombinante; 2) aumentar la solubilidad de la proteína 
recombinante y 3) ayudar en la purificación de la proteína recombinante actuando como un ligando en la purificación 60 
por afinidad. A menudo, en los vectores de expresión de fusión se introduce un sitio de escisión proteolítica en la 
unión de la fracción de fusión y la proteína recombinante para permitir la separación de la proteína recombinante de 
la fracción de fusión posterior a la purificación de la proteína de fusión. Tales enzimas y sus secuencias de 
reconocimiento afines incluyen el Factor Xa, la trombina y la enteroquinasa. Los vectores de expresión de fusión 
típicos incluyen pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith y Johnson, 1988, Gene 67: 31-40), pMAL (New England 65 
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Biolabs, Beverly, MA) y pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ), los cuales fusionan la glutatión S-transferasa (GST), la 
proteína de unión a maltosa E o la proteína A, respectivamente, a la proteína recombinante diana. 
 
Los ejemplos de vectores de expresión en E. coli no de fusión inducibles adecuados incluyen pTrc (Amann et al., 
1988, Gene 69: 301-315) y pET 11d (Studier et al., pág. 60-89, en Gene Expression Technology: Methods in 5 
Enzymology vol.185, Academic Press, San Diego, CA, 1991). La expresión del gen diana a partir del vector pTrc se 
basa en la transcripción con la ARN polimerasa del hospedador a partir de un promotor de fusión híbrido trp-lac. La 
expresión del gen diana a partir del vector pET 11d se basa en la transcripción a partir de un promotor de fusión T7 
gn10-lac mediada por una ARN polimerasa vírica coexpresada (T7 gn1). Esta polimerasa vírica es suministrada por 
las cepas hospedadoras BL21 (DE3) o HMS174(DE3) a partir de un profago residente que hospeda un gen T7 gn1 10 
bajo el control transcripcional del promotor lacUV 5. 
 
Una estrategia para maximizar la expresión de una proteína recombinante en E. coli es expresar la proteína en una 
bacteria hospedadora con una capacidad deteriorada para escindir de forma proteolítica la proteína recombinante 
(Gottesman, pág. 119-128, En Gene Expression Technology: Methods in Enzymology vol. 185, Academic Press, San 15 
Diego, CA, 1990). Otra estrategia es modificar la secuencia de ácido nucleico del ácido nucleico a insertar en un 
vector de expresión de forma que los codones individuales para cada aminoácido puedan estar entre los más 
utilizados en E. coli (Wada et al., 1992, Nucleic Acids Res. 20: 2111-2118). Tal modificación de las secuencias de 
ácido nucleico de la presente invención puede llevarse a cabo mediante técnicas de síntesis de ADN 
convencionales. 20 
 
En otra realización, el vector de expresión es un vector de expresión en levaduras. Los ejemplos de vectores para la 
expresión en la levadura S. cerevisiae incluyen pYepSec1 (Baldari et al., 1987, EMBO J. 6: 229-234), pMFa (Kurjan 
y Herskowitz, 1982, Cell 30: 933-943), pJRY88 (Schultz et al., 1987, Gene 54: 113-123), pYES2 (Invitrogen 
Corporation, San Diego, CA) y pPicZ (Invitrogen Corp, San Diego, CA). 25 
 
Como alternativa, el vector de expresión es un vector de expresión de baculovirus. Los vectores de baculovirus 
disponibles para la expresión de proteínas en células de insecto cultivadas (por ejemplo, células Sf9) incluyen la 
serie pAc (Smith et al., 1983, Mol. Cell Biol. 3: 2156-2165) y la serie pVL (Lucklow y Summers, 1989, Virology 170: 
31-39). 30 
 
En aún otra realización, un ácido nucleico de la presente divulgación se expresa en células de mamífero utilizando 
un vector de expresión en mamífero. Los ejemplos de vectores de expresión en mamíferos incluyen pCDM8 (Seed, 
1987, Nature 329: 840) y pMT2PC (Kaufman et al., 1987, EMBO J. 6: 187-195). Cuando se utiliza en células de 
mamífero, las funciones de control del vector de expresión a menudo están proporcionadas por elementos 35 
reguladores víricos. Por ejemplo, los promotores habitualmente utilizados se obtienen de polioma, adenovirus 2, 
citomegalovirus y virus de simio 40. Para otros sistemas de expresión adecuados tanto para células procariotas 
como eucariotas, véanse los capítulos 16 y 17 de Sambrook et al., citado anteriormente. 
 
En otra realización, el vector de expresión en mamífero recombinante tiene la capacidad de dirigir la expresión del 40 
ácido nucleico en un tipo celular particular (por ejemplo, se utilizan elementos reguladores específicos de tejidos 
para expresar el ácido nucleico). Los elementos reguladores específicos de tejidos son conocidos en la técnica. Los 
ejemplos no limitativos de promotores específicos de tejido adecuados incluyen el promotor de la albúmina 
(específico de hígado; Pinkert et al., 1987, Genes Dev. 1: 268-277), promotores específico linfoides (Calame e 
Eaton, 1988, Adv. Immunol. 43: 235-275), tales como promotores de receptores de linfocitos T (Winoto y Baltimore, 45 
1989, EMBO J. 8: 729-733) e inmunoglobulinas (Banerji et al., 1983, Cell 33: 729-740; Queen y Baltimore, 1983, Cell 
33: 741-748), promotores específicos de neurona (por ejemplo, el promotor del neurofilamento; Byrne y Ruddle, 
1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 5473-5477), promotores específicos de páncreas (Edlund et al., 1985, Science 
230: 912-916) y promotores específicos de glándula mamaria (por ejemplo, promotor del suero de la leche; Patente 
de Estados Unidos N.º 4.873.316 y Solicitud Europea N.º de Publicación 264.166). También están abarcados 50 
promotores regulados durante desarrollo, por ejemplo los promotores murinos hox (Kessel y Gruss, 1990, Science 
249: 374-379) y el promotor de la α-fetoproteína (Camper y Tilghman, 1989, Genes Dev. 3: 537-546). 
 
La divulgación proporciona adicionalmente un vector de expresión recombinante que comprende una molécula de 
ADN de la presente divulgación clonada en el vector de expresión en una orientación antisentido. Es decir, la 55 
molécula de ADN está unida operativamente a una secuencia reguladora de una manera que permite la expresión 
(mediante la transcripción de la molécula de ADN) de una molécula de ARN que es antisentido para el ARNm que 
codifica una polipéptido de la presente divulgación. Pueden escogerse secuencias reguladoras unidas 
operativamente a un ácido nucleico clonado en orientación antisentido, que dirijan la expresión continua de la 
molécula de ARN antisentido en una diversidad de tipos celulares, por ejemplo promotores y/o potenciadores víricos, 60 
o pueden escogerse secuencias reguladoras que dirigen la expresión constitutiva, específica de tejido o específica 
de tipo celular de un ARN antisentido. El vector de expresión antisentido puede estar en forma de un plásmido 
recombinante, fagémido o virus atenuado, en el cual se producen ácidos nucleicos antisentido bajo el control de una 
región reguladora de alta eficacia, cuya actividad puede estar determinada por el tipo celular en que el vector se 
introduce. Para una discusión de la regulación de la expresión génica utilizando genes antisentido véase Weintraub 65 
et al., 1986, Trends in Genetics, Vol. 1(1). 
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Otro aspecto de la presente divulgación se refiere a células hospedadoras en las que se ha introducido un vector de 
expresión recombinante de la presente invención. Las expresiones “célula hospedadora” y “célula hospedadora 
recombinante” se usan indistintamente en el presente documento. Se entiende que tales expresiones se refieren no 
solo a la célula sujeto particular sino también la progenie o posible progenie de tal célula. Debido a que pueden 
aparecer determinadas modificaciones en las sucesivas generaciones debido a una mutación o a la influencia del 5 
entorno, tal progenie puede, de hecho, no ser idéntica a la célula parental, pero estar aún incluida dentro del ámbito 
de la expresión como se utiliza en el presente documento. 
 
Una célula hospedadora puede ser cualquier célula procariota (por ejemplo, E. coli) o eucariota (por ejemplo, células 
de insecto, levaduras o células de mamífero). 10 
 
El ADN de vector puede introducirse en las células procariotas o eucariotas a través de técnicas de transformación o 
transfección convencionales. Como se usa en el presente documento, los términos “transformación” y “transfección” 
están destinados a referirse a una diversidad de técnicas reconocidas en la materia para la introducción de un ácido 
nucleico extraño en una célula hospedadora, incluyendo la coprecipitación con fosfato de calcio o cloruro de calcio, 15 
la transfección mediada por DEAE-dextrano, la lipofección o la electroporación. Los métodos adecuados de 
transformación o transfección de células hospedadoras pueden encontrarse en Sambrook, et al. (citado 
anteriormente) u otros manuales de laboratorio. 
 
Para la transfección estable de células de mamífero se sabe que, dependiendo del vector de expresión y de la 20 
técnica de transfección utilizada, solo una pequeña fracción de células puede integrar el ADN ajeno en su genoma. 
Para identificar y seleccionar estos integrantes, generalmente se introduce en las células hospedadoras un gen que 
codifica un marcador de selección (por ejemplo, para la resistencia a antibióticos) junto con el gen de interés. Los 
marcadores de selección ejemplares incluyen los que confieren resistencia a fármacos, tales como G418, 
higromicina y metotrexato. Las células transfectadas de forma estable con el ácido nucleico introducido pueden 25 
identificarse mediante selección con fármacos (por ejemplo, las células que han incorporado el gen marcador de 
selección sobrevivirán, mientras que las otras células mueren). 
 
Una célula hospedadora de la presente divulgación, tal como una célula hospedadora procariota o eucariota en 
cultivo, puede utilizarse para producir un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invención. Por 30 
consiguiente, la divulgación proporciona adicionalmente métodos de producción de un polipéptido que corresponde 
a un marcador de la presente invención que utilizan las células hospedadoras de la presente invención. En una 
realización, el método comprende cultivar la célula hospedadora de la invención (en la cual se ha introducido un 
vector de expresión recombinante que codifica un polipéptido de la presente invención) en un medio adecuado, de 
forma que se produzca el marcador. En otra realización, el método comprende adicionalmente aislar el polipéptido 35 
marcador del medio o de la célula hospedadora. 
 
Las células hospedadoras de la presente divulgación también pueden utilizarse para producir animales transgénicos 
no humanos. Por ejemplo, en una realización, una célula hospedadora de la presente divulgación es un ovocito 
fertilizado o una célula madre embrionaria en la que se han introducido secuencias que codifican un polipéptido que 40 
corresponde a un marcador de la presente invención. Tales células hospedadoras pueden utilizarse después para 
crear animales transgénicos no humanos en los que se han introducido secuencias exógenas que codifican una 
proteína marcadora de la presente invención en su genoma o animales recombinantes homólogos en los que se ha 
modificado un gen (o genes) endógeno que codifica un polipéptido que corresponde a un marcador de las 
secuencias de la presente invención. Tales animales son útiles para estudiar la función y/o actividad del polipéptido 45 
que corresponde al marcador, para identificar y/o evaluar moduladores de actividad de polipéptidos, así como en un 
análisis preclínico de las moléculas terapéuticas o diagnósticas, para el descubrimiento o evaluación de marcadores, 
por ejemplo, el descubrimiento o evaluación de marcadores terapéuticos y diagnósticos o de criterio indirecto de 
valoración de la eficacia y especificidad de fármacos. 
 50 
Como se usa en el presente documento, un “animal transgénico” es un animal no humano, por ejemplo, un 
mamífero, tal como un roedor, por ejemplo, una rata o ratón, en el que una o más de las células del animal incluyen 
un transgén. Otros ejemplos de animales transgénicos incluyen primates no humanos, ovejas, perros, vacas, cabras, 
pollos, anfibios, etc. Un transgén es ADN exógeno que está integrado en el genoma de una célula a partir de la cual 
se desarrolla el animal transgénico y que permanece en el genoma del animal maduro, dirigiendo de este modo la 55 
expresión de un producto génico codificado en uno o más tipos celulares o tejidos del animal transgénico. Como se 
usa en el presente documento, un “animal recombinante homólogo” es un animal no humano, tal como un mamífero, 
por ejemplo, un ratón, en el cual se ha modificado un gen endógeno por recombinación homóloga entre el gen 
endógeno y una molécula de ADN exógena introducida en una célula del animal, por ejemplo, una célula 
embrionaria del animal, antes del desarrollo del animal. Los animales transgénicos también incluyen animales 60 
transgénicos inducibles, tales como los descritos en, por ejemplo, Chan I. T., et al. (2004) J Clin Invest. 113(4): 528 - 
38 y Chin L. et al. (1999) Nature 400(6743): 468-72. 
 
El animal transgénico de la presente divulgación puede crearse introduciendo un ácido nucleico que codifica un 
polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invención en los pronúcleos masculinos de un ovocito 65 
fertilizado, por ejemplo, por microinyección o infección retrovírica y permitiendo que el ovocito se desarrolle en un 
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animal de acogida hembra seudopreñada. También pueden estar incluidas en el transgén secuencias intrónicas y 
señales de poliadenilación para aumentar la eficacia de la expresión del transgén. Una secuencia (o secuencias) 
reguladora específica de tejido puede estar unida operativamente al transgén para dirigir la expresión del polipéptido 
de la presente invención a células particulares. Los métodos para la generación de animales transgénicos a través 
de la manipulación de embriones y de microinyección, en particular animales tales como ratones, se han vuelto una 5 
técnica convencional en la materia y se describen, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos n.º 4.736.866 y 
4.870.009, la Patente de Estados Unidos n.º 4.873.191 y en Hogan, Manipulating the Mouse Embryo, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1986. Se utilizan métodos similares para la producción de otros 
animales transgénicos. Un animal fundador transgénico puede identificarse a base de la presencia del transgén en 
su genoma y/o la expresión de ARNm que codifica el transgén en los tejidos o células de los animales. Después, un 10 
animal fundador transgénico puede utilizarse para criar animales adicionales que porten el transgén. Además, los 
animales transgénicos que portan el transgén pueden adicionalmente criarse para obtener otros animales 
transgénicos que portan otros transgenes. 
 
Para crear un animal recombinante homólogo, se prepara un vector que contiene al menos una porción de un gen 15 
que codifica un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invención en el cual se ha introducido una 
deleción, adición o sustitución para, de este modo, modificar, por ejemplo, alterar de forma funcional el gen. En otra 
realización, el vector se diseña de forma que, tras la recombinación homóloga, el gen endógeno está funcionalmente 
alterado (por ejemplo, ya no codifica una proteína funcional; también denominado como vector “genosuprimido”). 
Como alternativa, el vector puede diseñarse de forma que, tras la recombinación homóloga, el gen endógeno está 20 
mutado o modificado de otra forma pero aún codifica la proteína funcional (por ejemplo, la región reguladora cadena 
arriba puede modificarse para, de este modo, alterar la expresión de la proteína endógena). En el vector de 
recombinación homóloga, la porción modificada del gen está flanqueada en sus extremos 5’ y 3’ por un ácido 
nucleico adicional del gen para permitir que se produzca la recombinación homóloga entre el gen exógeno que porta 
el vector y un gen endógeno en una célula madre embrionaria. Las secuencias de ácido nucleico flanqueantes 25 
adicionales son de suficiente longitud para una recombinación homóloga satisfactoria con el gen endógeno.  
 
Normalmente, están incluidas en el vector varias kilobases de ADN flanqueante (tanto en el extremo 5’ como en el 
3’) (véase, por ejemplo, Thomas y Capecchi, 1987, Cell 51: 503 para una descripción de vectores de recombinación 
homóloga). El vector se introduce en una línea de células madre embrionarias (por ejemplo, mediante 30 
electroporación) y se seleccionan las células en las cuales el gen introducido ha recombinado de forma homóloga 
con el gen endógeno (véase, por ejemplo, Li et al., 1992, Cell 69: 915). Las células seleccionadas se inyectan 
después en un blastocito de un animal (por ejemplo, un ratón) para formar quimeras de agregación (véase, por 
ejemplo, Bradley, Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, Robertson, Ed., IRL, Oxford, 
1987, pág. 113-152). Después, puede implantarse un embrión quimérico en un animal de acogida hembra 35 
seudopreñada y llevar el embrión a término. La progenie que alberga el ADN recombinado de forma homóloga en 
sus células germinales puede utilizarse para criar animales en los que todas las células del animal contienen el ADN 
recombinado de forma homóloga por transmisión del transgén en la estirpe germinal. Los métodos para construir 
vectores de recombinación homóloga y animales recombinantes homólogos se describen adicionalmente en Bradley 
(1991) Current Opinion in Bio/Technology 2: 823-829 y en las Publicaciones PCT n.º WO 90/11354, WO 91/01140, 40 
WO 92/0968 y WO 93/04169. 
 
En otra realización, pueden producirse animales no humanos transgénicos que contengan sistemas seleccionados 
que permitan la expresión regulada del transgén. Un ejemplo de tal sistema es el sistema de recombinasa cre/loxP 
del bacteriófago P1. Para una descripción del sistema de recombinasa cre/loxP, véase, por ejemplo, Lakso et al. 45 
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 6232-6236. Otro ejemplo de un sistema de recombinasa es el sistema de 
recombinasa FLP de Saccharomyces cerevisiae (O'Gorman et al., 1991, Science 251: 1351-1355). Si se utiliza un 
sistema de recombinasa cre/loxP para regular la expresión del transgén, se requieren animales que contengan 
transgenes que codifican la recombinasa Cre y una proteína seleccionada. Tales animales pueden proporcionarse a 
través de la construcción de animales “doble” transgénicos, por ejemplo, apareando dos animales transgénicos, uno 50 
conteniendo un transgén que codifica una proteína seleccionada y el otro conteniendo un transgén que codifica una 
recombinasa. 
 
Los clones de los animales transgénicos no humanos descritos en el presente documento también pueden 
producirse de acuerdo con los métodos descritos en Wilmut et al. (1997) Nature 385: 810-813 y las Publicaciones 55 
PCT n.º WO 97/07668 y WO 97/07669. 
 
V. Kits ejemplares 
 
Un kit es cualquier manufactura (por ejemplo, un envase o recipiente) que comprende al menos un reactivo, por 60 
ejemplo, una sonda, para detectar de forma específica un marcador de la presente invención, promocionando, 
distribuyendo o vendiendo la manufactura como una unidad para realizar los métodos de la presente invención. 
Cuando las composiciones, kits y métodos de la presente invención se utilizan para llevar a cabo los métodos de la 
presente invención, las mutaciones y/o productos génicos del gen ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos de la 
Tabla 1) de la presente invención pueden seleccionarse de forma que se obtiene un resultado positivo en al menos 65 
aproximadamente el 20 %, al menos aproximadamente el 40 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos 
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aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al menos 
aproximadamente el 99 % o en el 100 % de los sujetos aquejados de cáncer de la correspondiente fase, grado, tipo 
histológico o naturaleza benigna/premaligna/maligna. En determinadas realizaciones, el marcador o panel de 
marcadores de la presente invención puede seleccionarse de forma que se obtiene un VPP (valor predictivo positivo) 
mayor de aproximadamente el 10 % para la población general (por ejemplo, acoplado con una especificidad de 5 
ensayo mayor del 99,5 %). 
 
Cuando en las composiciones, kits y métodos de la presente invención se utiliza una pluralidad de mutaciones y/o 
productos génicos del gen de ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1) de la presente invención, 
la cantidad, estructura y/o actividad de cada marcador o nivel de expresión, o número de copias puede compararse 10 
con la cantidad, estructura y/o actividad normal de cada uno de la pluralidad de marcadores o nivel de expresión, o 
número de copias, en muestras no cancerosas del mismo tipo, ya sea en una única mezcla de reacción (es decir, 
utilizando reactivos, tales como distintas sondas fluorescentes, para cada marcador) o en mezclas de reacción 
individuales que corresponden a una o más de las mutaciones y/o productos genéticos del gen de ALK (por ejemplo, 
los marcadores expuesto en la Tabla 1). Si se utiliza una pluralidad de mutaciones y/o productos génicos del gen de 15 
ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1), entonces pueden utilizarse o identificarse 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
8, 9, 10 o más marcadores individuales.  
 
La invención incluye métodos para ensayar las células cancerosas en una muestra (por ejemplo, una muestra de 
tejido archivada o una muestra obtenida del sujeto). Estos métodos son sustancialmente los mismos que los 20 
descritos anteriormente, excepto en que, cuando es necesario, los métodos se adaptan para su uso con 
determinados tipos de muestras. 
 
La divulgación incluye un kit para evaluar la presencia de células cancerosas que tienen o es probable que tengan 
una respuesta reducida a los inhibidores de ALK (por ejemplo, en una muestra tal como una muestra de un sujeto). 25 
El kit puede comprender uno o más reactivos que tengan la capacidad de identificar mutaciones y/o productos 
génicos del gen de ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1) de la presente invención, por 
ejemplo, uniéndose de forma específica a un ácido nucleico o polipéptido que corresponde a las mutaciones y/o 
producto génico del gen de ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1) de la presente invención. 
Los reactivos adecuados para la unión con un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invención 30 
incluyen anticuerpos, derivados de anticuerpos, fragmentos de anticuerpos y similares. Los reactivos adecuados 
para la unión con un ácido nucleico (por ejemplo, un ADN genómico, un ARNm, un ARNm cortado y empalmado, un 
ADNc o similar) incluyen ácidos nucleicos complementarios. Por ejemplo, los reactivos de ácido nucleico pueden 
incluir oligonucleótidos (marcados o no marcados) fijados a un sustrato, oligonucleótidos marcados no unidos a un 
sustrato, parejas de cebadores de PCR, sondas de baliza molecular y similares. En algunas realizaciones, los kits 35 
pueden comprender reactivos útiles para realizar los métodos descritos en el presente documento, tales como los 
que comprenden al menos una pareja de cebadores que reconocen y e hibridan con tramos de ácido nucleico que 
rodea al menos un tramo de ácido nucleico que comprende al menos una mutación enumerada en la Tabla 1 y 
medios para detectar la presencia de dicha mutación en el ácido nucleico diana amplificado. 
 40 
El kit de la presente divulgación puede opcionalmente comprender componentes adicionales útiles para realizar los 
métodos de la presente invención. A modo de ejemplo, el kit puede comprender líquidos (por ejemplo, tampón SSC) 
adecuados para el apareamiento de ácidos nucleicos complementarios o para la unión de un anticuerpo con una 
proteína con la que se unen de forma específica uno o más compartimentos de muestra, un material instructivo que 
describe la ejecución de un método de la presente invención, una muestra de células normales, una muestra de 45 
células cancerosas y similares. 
 
Un kit de la presente divulgación puede comprender un reactivo útil para determinar el nivel de proteína o la 
actividad de proteína de un marcador. En otra realización, un kit de la presente divulgación puede comprender un 
reactivo para determinar el estado de metilación de un marcador o puede comprender un reactivo para determinar la 50 
modificación de la estructura de un marcador, por ejemplo, la presencia de una mutación. 
 
VI. Medicina predictiva 
 
La presente invención también se refiere al campo de la medicina predictiva, en la cual se utilizan pruebas de 55 
diagnóstico, farmacogenómica y ensayos clínicos de control para fines predictivos para, de este modo, tratar un 
individuo de forma profiláctica. Por consiguiente, un aspecto de la presente invención se refiere a ensayos para 
determinar la cantidad, estructura y/o actividad de polipéptidos o ácidos nucleicos que corresponden a uno o más 
marcadores de la presente invención, para determinar si un individuo con cáncer o en riesgo de desarrollar cáncer 
tendrá más probabilidades de responder a la terapia mediada por inhibidores de ALK. 60 
 
Por consiguiente, en un aspecto, la invención se dirige a un método para determinar si un sujeto con cáncer es 
probable que responda a un tratamiento con un agente inhibidor de la ALK. En otro aspecto, la invención se dirige a 
un método para predecir un suceso significativo en la evolución temporal de la enfermedad. En aún otro aspecto, el 
método se dirige a un método para predecir la probabilidad de un suceso significativo en la evolución de la 65 
enfermedad. En determinadas realizaciones, el método comprende detectar un biomarcador o combinación de 
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biomarcadores asociados con la respuesta al tratamiento con un agente inhibidor de ALK (por ejemplo, mutaciones 
de ALK), como se describe en el presente documento y determinar si es probable que el sujeto responda al 
tratamiento con el agente inhibidor de ALK. 
 
En algunas realizaciones, los métodos implican la exploración citogenética de una muestra de tejido biológico de un 5 
paciente que se ha diagnosticado con o se sospecha que tiene cáncer (por ejemplo, presenta síntomas de cáncer) 
para detectar mutaciones de ALK (por ejemplo, las enumeradas en la Tabla 1). 
 
Los resultados del método de exploración y la interpretación de los mismos son predictivos de la respuesta del 
paciente al tratamiento con los agentes inhibidores de ALK (por ejemplo, PF-02341066 y/o PDD). De acuerdo con la 10 
presente invención, la presencia de una mutación de ALK es indicativa de que el tratamiento con los agentes 
inhibidores de ALK (por ejemplo, PF-02341066 y/o PDD) proporcionará un beneficio terapéutico potenciado frente a 
las células cancerosas con respecto a los pacientes que no tienen una mutación de ALK. 
 
En una realización, los métodos de la presente invención comprenden poner en contacto una muestra de ADN, por 15 
ejemplo, una muestra que contiene ADN de estirpe germinal y/o somático, tal como una muestra cromosómica, 
obtenida de células aisladas del paciente con sondas de polinucleótido que son específicas para e hibridan en 
condiciones rigurosas con el ADN genómico de regiones cromosómicas asociadas con anomalías citogenéticas (por 
ejemplo, mutaciones de ALK descritas en el presente documento), para determinar la presencia o ausencia de una o 
más anomalías (por ejemplo, mutaciones) en las células del paciente. Los resultados del análisis son predictivos de 20 
la respuesta probable del paciente al tratamiento con agentes terapéuticos, en particular agentes que inhiben la ALK 
(por ejemplo, PF-02341066 y/o PDD). 
 
En otra realización, se mide una evolución temporal determinando el tiempo entre sucesos significativos en el curso 
de la enfermedad de un paciente, en el que la medición es predictiva de si un paciente tiene un evolución temporal 25 
extensa. En otra realización, el suceso significativo es la progresión desde el diagnóstico primario hasta el 
fallecimiento. En otra realización, el suceso significativo es la progresión desde el diagnóstico primario hasta la 
enfermedad metastásica. En otra realización, el suceso significativo es la progresión desde el pronóstico primario 
hasta la recaída. En otra realización, el suceso significativo es la progresión desde la enfermedad metastásica hasta 
el fallecimiento. En otra realización, el suceso significativo es la progresión desde la enfermedad metastásica hasta 30 
la recaída. En otra realización, el suceso significativo es la progresión desde la recaída hasta el fallecimiento. En 
determinadas realizaciones, la evolución temporal se mide con respecto a la tasa de supervivencia global, tiempo 
transcurrido hasta la progresión y/o utilizando el RECIST u otros criterios de respuesta. 
 
En determinadas realizaciones, se crea una medida predeterminada dividiendo las muestras de pacientes en al 35 
menos dos subgrupos de pacientes. En determinadas realizaciones, la cantidad de subgrupos es de dos, de forma 
que la muestra del paciente se divide en un subgrupo de pacientes que tienen una mutación (o mutaciones) de ALK 
y un subgrupo que no tiene una mutación (o mutaciones) de ALK. En determinadas realizaciones, el estado de 
mutación de ALK en el sujeto se compara con el subgrupo que tiene o el que no tiene una mutación (o mutaciones) 
de ALK; si el paciente tiene una mutación (o mutaciones) de ALK, entonces es improbable que el paciente responda 40 
a un inhibidor de ALK (por ejemplo, PF-02341066 y/o PDD) y/o es probable que el paciente tenga una evolución 
temporal larga. En determinadas realizaciones, el número de subgrupos es mayor de dos, incluyendo, pero sin 
limitación, tres subgrupos, cuatro subgrupos, cinco subgrupos y seis subgrupos, dependiendo de la estratificación de 
la eficacia inhibidora de ALK predicha correlacionada con mutaciones de ALK particulares. En determinadas 
realizaciones, la probabilidad de responder se mide con respecto a la tasa de supervivencia global, el tiempo 45 
transcurrido hasta la progresión y/o utilizando los criterios RECIST. En determinadas realizaciones, el inhibidor de 
ALK es PF-02341066 y/o PDD. 
 
En otro aspecto, la invención se dirige a un método para determinar si un sujeto con un cáncer positivo para una 
mutación de ALK es probable que responda al tratamiento con un agente inhibidor de ALK (por ejemplo, PF-50 
02341066 y/o PDD) y/o si la evolución temporal de la enfermedad es extensa. En otro aspecto, la invención se dirige 
a un método para predecir la evolución temporal de la enfermedad en un sujeto con un cáncer positivo para una 
mutación de ALK. En otro aspecto, la invención se dirige a un método para predecir la probabilidad de un suceso 
significativo en un sujeto con un cáncer positivo para una mutación de ALK. 
 55 
1. Métodos para la detección de mutaciones de ALK 
 
Los métodos para evaluar las mutaciones y/o productos génicos del gen de ALK (por ejemplo, los marcadores 
expuestos en la Tabla 1) son bien conocidos por los expertos en la materia, incluyendo los ensayos basados en 
hibridación. Por ejemplo, un método de evaluación del número de copias de un ácido nucleico codificante en una 60 
muestra implica una transferencia de Southern. En una transferencia de Southern, el ADN genómico (normalmente 
fragmentado y separado en un gel electroforético) se hibrida con una sonda específica para la región diana. La 
comparación de la intensidad de la señal de hibridación de la sonda para la región diana con la señal de la sonda de 
control a partir del análisis del ADN genómico normal (por ejemplo, una porción no amplificada de la misma célula, 
tejido, órgano o uno relacionado, etc.) proporciona una estimación de la presencia/ausencia y el número de copias 65 
relativo del ácido nucleico diana. Como alternativa, puede utilizarse una transferencia Northern para evaluar el 
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número de copias de un ácido nucleico codificante en una muestra. En una transferencia de Northern, se hibrida 
ARNm con una sonda específica para la región diana. La comparación de la intensidad de la señal de hibridación 
procedente de la sonda para la región diana con la señal de la sonda de control del análisis del ARNm normal (por 
ejemplo, una porción no amplificada de la misma célula, tejido, órgano o uno relacionado, etc.) proporciona una 
estimación de la presencia/ausencia y el número de copias relativo del ácido nucleico diana. 5 
 
Un medio alternativo para determinar el número de copias es la hibridación in situ (por ejemplo, Angerer (1987) 
Meth. Enzymol 152: 649). En general, la hibridación in situ comprende las siguientes etapas: (1) la fijación del tejido 
o estructura biológica a analizar; (2) un tratamiento de prehibridación de la estructura biológica para aumentar la 
accesibilidad del ADN diana y para reducir la unión no específica; (3) la hibridación de la mezcla de ácidos nucleicos 10 
con el ácido nucleico en la estructura biológica o tejido; (4) lavados poshibridación para eliminar los fragmentos de 
ácido nucleico no unidos en la hibridación y (5) la detección de los fragmentos de ácido nucleico hibridados. El 
reactivo utilizado en cada una de las etapas y las condiciones de uso varían dependiendo de la aplicación particular. 
 
Los ensayos basados en hibridación ejemplares incluyen, pero sin limitación, métodos de “sonda directa” 15 
tradicionales tales como transferencias de Southern o hibridación in situ (por ejemplo, FISH y FISH más SKY) y 
métodos de “sonda comparativa” tales como hibridación genómica comparativa (CGH), por ejemplo, CGH basada en 
ADNc o basada en oligonucleótidos. Los métodos pueden utilizarse en una amplia diversidad de formatos 
incluyendo, pero sin limitación, métodos de unión a un sustrato (por ejemplo, membrana o vidrio) o estrategias 
basadas en matrices. 20 
 
En un aspecto, se utiliza análisis de FISH. Las muestras de células se obtienen de pacientes de acuerdo con 
métodos bien conocidos en la técnica para analizarlas mediante un método de análisis citogenético apropiado 
conocido en la técnica, por ejemplo, el método FISH. En una realización, puede realizarse FISH de acuerdo con el 
sistema Vysis™ (Abbott Molecular). 25 
 
Se utilizan sondas que contienen segmentos de ADN que son esencialmente complementarios a secuencias de 
bases de ADN que existen en distintas porciones de los cromosomas. Los ejemplos de sondas útiles de acuerdo con 
la invención, y el marcaje y la hibridación de sondas con las muestras se describe en dos patentes de Estados 
unidos para Vysis, Inc. las Patentes de Estados Unidos n.º 5.491.224 y 6.277.569 para Bittner, et al. 30 
 
Las sondas cromosómicas son normalmente de aproximadamente 50 a aproximadamente 105 nucleótidos de 
longitud. Las sondas más largas normalmente comprenden fragmentos más pequeños de aproximadamente 100 a 
aproximadamente 500 nucleótidos de longitud. Las sondas que hibridan con ADN centrométrico y ADN específico de 
locus están disponibles en el mercado, por ejemplo, de Vysis, Inc. (Downers Grove, Ill.), Molecular Probes, Inc. 35 
(Eugene, Oreg.) o de Cytocell (Oxfordshire, RU). Como alternativa, las sondas pueden fabricarse de forma no 
comercial a partir de ADN cromosómico o genómico mediante técnicas convencionales. Por ejemplo, las fuentes de 
ADN que pueden utilizarse incluyen ADN genómico, secuencias de ADN clonadas, híbridos de células somáticas 
que contienen un, o una parte de un cromosoma (por ejemplo, un cromosoma humano) junto con el complemento 
cromosómico normal del huésped, y cromosomas purificados por citometría de flujo o microdisección. La región de 40 
interés puede aislarse a través de clonación o por amplificación específica de sitio a través de reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR). Véase, por ejemplo, Nath y Johnson, Biotechnic Histochem., 1998, 73(1): 6-22, Wheeless et 
al., Cytometry 1994, 17: 319-326 y la Patente de Estados Unidos N.º 5.491.224. 
 
Las sondas a utilizar hibridan con una región específica de un cromosoma para determinar si está presente en esta 45 
región una anomalía citogenética. Un tipo de anomalía citogenética es una deleción. Aunque las deleciones pueden 
ser de uno o más cromosomas completos, las deleciones normalmente implican la pérdida de parte de uno o más 
cromosomas. Si toda la región de un cromosoma que está contenida en una sonda está delecionada de una célula, 
normalmente no se producirá la hibridación de esa sonda con el ADN de la célula y no estará presente una señal en 
ese cromosoma. Si la región de un cromosoma que está contenido parcialmente dentro de una sonda está 50 
delecionado de una célula, la hibridación de esa sonda con el ADN de la célula aún podría producirse, pero estará 
presente menos de una señal. Por ejemplo, la pérdida de una señal se compara con la hibridación de la sonda a 
ADN de las células de control que no contienen las anomalías genéticas que las sondas pretenden detectar. En 
algunas realizaciones, se cuentan al menos 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 
160, 170, 180, 190, 200 o más células para la presencia de la anomalía citogenética. 55 
 
Las anomalías citogenéticas a detectar pueden incluir, pero sin limitación, translocaciones no recíprocas, inversiones 
intracromosómicas, mutaciones puntuales, deleciones, cambios en el número de copias de genes, cambios del nivel 
de expresión génica y mutaciones en la estirpe germinal. En particular, un tipo de anomalía citogenética es una 
duplicación. Las duplicaciones pueden ser de cromosomas completos o de regiones más pequeñas que un 60 
cromosoma completo. Si la región de un cromosoma que está contenida en una sonda está duplicada en una célula, 
la hibridación de la sonda con el ADN de la célula normalmente producirá al menos una señal adicional en 
comparación con el número de señales presentes en las células de control sin anomalía en la región cromosómica 
contenida en la sonda. No obstante, puede utilizarse cualquiera de las sondas que detectan el cromosoma humano 
2p23 o un ortólogo del mismo, o cualquier región cromosómica que comprende una translocación con el gen de ALK 65 
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de 2p23 o un ortólogo del mismo. Las sondas adecuadas son bien conocidas en la técnica (por ejemplo, las 
disponibles de Vysis, Inc. (Downers Grove, IL). 
 
Las sondas cromosómicas están marcadas de forma que puede detectarse la región cromosómica con la que 
hibridan. Normalmente, las sondas están marcadas directamente con un fluoróforo, una molécula orgánica que 5 
fluoresce tras la absorción de luz de una longitud de onda más baja/energía más alta. El fluoróforo permite visualizar 
la sonda sin una molécula de detección secundaria. Después de unir de forma covalente un fluoróforo a un 
nucleótido, el nucleótido puede incorporarse directamente en la sonda con técnicas convencionales tales como 
marcaje por relleno, unión aleatoria y marcaje por PCR. Como alternativa, pueden transaminarse nucleótidos de 
desoxicitidina con un enlazador dentro de la sonda. Después, el fluoróforo se une de forma covalente a los 10 
nucleótidos de desoxicitidina transaminados. Véase la Patente de Estados Unidos N.º 5.491.224 (incorporada como 
referencia). 
 
La Patente de Estados Unidos N.º 5.491.224 describe el marcaje de sondas como una serie de restos citosina que 
tienen un marcador fluorescente unido de forma covalente a los mismos. La cantidad de bases citosina marcadas de 15 
forma fluorescente es suficiente para generar una señal fluorescente detectable aunque los segmentos de ADN 
individuales así marcados conservan esencialmente sus propiedades de unión complementaria (hibridación) 
específicas con respecto al cromosoma o región de cromosoma a detectar. Tales sondas se fabrican tomando el 
segmento de sonda de ADN no marcado, transaminando con un grupo enlazador una serie de nucleótidos 
desoxicitidina en el segmento, enlazando de forma covalente un marcador fluorescente a al menos una porción de 20 
las bases de desoxicitidina transaminadas. 
 
Las sondas también pueden marcarse mediante mercado por relleno, marcaje con unión aleatorio o marcaje por 
PCR. El marcaje se realiza utilizando ya sea nucleótidos fluorescentes (directo) o marcados con hapteno (indirecto). 
Los ejemplos representativos no limitativos de marcadores incluyen: AMCA-6-dUTP, CascadeBlue-4-dUTP, 25 
fluoresceína-12-dUTP, rodamina-6-dUTP, rojo texas-6-dUTP, Cy3-6-dUTP, Cy5-dUTP, biotina(BIO)-11-dUTP, 
digoxigenina(DIG)-11-dUTP o dinitrofenil (DNP)-11-dUTP. 
 
Las sondas también pueden marcarse de forma indirecta con biotina o digoxigenina, o marcarse con isótopos 
radioactivos tales como 32P y 3H, aunque después son necesarias moléculas de detección secundarias o un 30 
procesamiento adicional para visualizar las sondas. Por ejemplo, una sonda marcada con biotina puede detectarse 
con avidina conjugada a un marcador detectable. Por ejemplo, la avidina puede conjugarse a un marcador 
enzimático tal como fosfatasa alcalina o peroxidasa de rábano picante. Los marcadores enzimáticos pueden 
detectarse en reacciones colorimétricas convencionales utilizando un sustrato y/o un catalizador para la enzima. El 
catalizador para la fosfatasa alcalina incluye 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato y nitroazul de tetrazolio. Puede 35 
utilizarse diaminobenzoato como un catalizador de la peroxidasa de rábano picante. 
 
Las sondas también pueden prepararse de forma que un marcador fluorescente u otro, no sea parte del ADN antes 
o durante la hibridación, y se añade tras la hibridación para detectar el cebador hibridado a un cromosoma. Por 
ejemplo, pueden utilizarse sondas que tengan moléculas antigénicas incorporadas en el ADN. Tras la hibridación, 40 
estas moléculas antigénicas se detectan utilizan anticuerpos específicos reactivos con las moléculas antigénicas. 
Tales anticuerpos pueden ellos mismos incorporar un fluorocromo o pueden detectarse utilizando un segundo 
anticuerpo con un fluorocromo unido. 
 
Sin embargo, tratado o modificado, el ADN de sonda normalmente se purifica para eliminar los productos que no han 45 
reaccionado, residuales (por ejemplo, moléculas de fluorocromo incorporadas en el ADN) antes del uso en 
hibridación. 
 
Antes de la hibridación, las sondas cromosómicas se desnaturalizan de acuerdo con métodos bien conocidos en la 
técnica. En general, las etapas de hibridación comprenden añadir un exceso de ADN bloqueante a la composición 50 
de sonda marcada, poner en contacto la composición de sonda bloqueada en condiciones de hibridación con la 
región cromosómica a detectar, por ejemplo, en un portaobjetos en donde el ADN se ha desnaturalizado, lavar la 
sonda no hibridada y detectar la unión de la composición de la sonda al cromosoma o región cromosómica. 
 
Las sondas se hibridan o aparean al ADN cromosómico en condiciones de hibridación. “Condiciones de hibridación” 55 
son las condiciones que facilitan el apareamiento entre una sonda y el ADN cromosómico diana. Dado que el 
apareamiento de distintas sondas variará dependiendo de la longitud de la sonda, de la concentración de bases y 
similares, el apareamiento se facilita variando la concentración de la sonda, la temperatura de hibridación, la 
concentración de sales y otros factores bien conocidos en la técnica. 
 60 
Las condiciones de hibridación se facilitan variando las concentraciones, las composiciones de las bases, la 
complejidad y la longitud de las sondas, así como las concentraciones de sales, las temperaturas y la duración de la 
incubación. Por ejemplo, las hibridaciones in situ normalmente se realizan en un tampón de hibridación que contiene 
SSC 1-2x, formamida al 50-65 % y ADN bloqueante para suprimir la hibridación no específica. En general, las 
condiciones de hibridación, como se describe anteriormente, incluye temperaturas de aproximadamente 25 ºC a 65 
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aproximadamente 55 ºC, y duraciones de incubación de aproximadamente de 0,5 horas a aproximadamente 96 
horas. 
 
La unión no específica de las sondas cromosómicas al ADN fuera de la región diana puede eliminarse mediante una 
serie de lavados. La temperatura y la concentración de sales en cada lavado se varían para controlar la rigurosidad 5 
de los lavados. Por ejemplo, para condiciones de alta rigurosidad, los lavados pueden llevarse a cabo de 
aproximadamente 65 ºC a aproximadamente 80 ºC, utilizando SSC de 0,2x a aproximadamente 2x y 
aproximadamente el 0,1 % a aproximadamente el 1 % de un detergente no iónico, tal como Nonidet P-40 (NP40). La 
rigurosidad puede reducirse disminuyendo la temperatura de los lavados o aumentando las concentraciones de 
sales en los lavados. En tales aplicaciones es necesario bloquear la capacidad de hibridación de las secuencias 10 
repetitivas. Por lo tanto, en algunas realizaciones, se utiliza ARNt, ADN genómico humano o ADN Cot-I para 
bloquear la hibridación no específica. 
 
Tras el lavado, se permite que el portaobjetos escurra y se seque al aire, después se aplican al portaobjetos un 
medio de montaje, una contratinción tal como DAPI y un cubreobjetos. Los portaobjetos pueden visualizarse 15 
inmediatamente o almacenarse a -20 ºC antes del examen. 
 
Para las sondas fluorescentes utilizadas en las técnicas de hibridación de fluorescencia in situ (FISH), la 
fluorescencia puede visualizarse con un microscopio de fluorescencia equipado con un filtro apropiado para cada 
fluoróforo, o utilizando conjuntos de filtro de paso de banda doble o triple para observar múltiples fluoróforos. Véase, 20 
por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N.º 5.776.688. Como alternativa, pueden utilizarse técnicas tales como la 
citometría de flujo para examinar el patrón de hibridación de las sondas cromosómicas. Puede utilizarse FISH para 
detectar el número de copias de cromosomas o el reordenamiento de regiones de cromosomas. Estas sondas 
hibridan o se unen al ADN complementario y, debido a que están marcadas con etiquetas fluorescentes, permiten a 
los investigadores observar el emplazamiento de las secuencias de ADN utilizando un microscopio de fluorescencia. 25 
A diferencia de la mayoría de las otras técnicas utilizadas para estudiar cromosomas, que requieren que las células 
estén dividiéndose de forma activa, la FISH también puede realizarse en células que no están en división, 
haciéndola un procedimiento altamente versátil. Por lo tanto, la FISH puede realizarse utilizando células en interfase 
o células en metafase del ciclo de división celular. Muchas de las técnicas implicadas en el análisis por FISH se 
describen en la Patente de Estados Unidos N.º 5.447.841 por Gray y Pinkel. 30 
 
Los resultados de FISH pueden interpretarse con referencia a células de control que se sabe que no contienen la 
anomalía citogenética específica para la que la sonda está diseñada para detectar. El patrón de hibridación por FISH 
de la sonda con el ADN de las células de control se compara con la hibridación de la misma sonda con el ADN de 
las células que se están analizando o ensayando para la anomalía citogenética específica. Cuando se diseña una 35 
sonda para detectar una deleción de un cromosoma o región cromosómica, normalmente hay menos hibridación de 
la sonda con el ADN de las células que se están analizando que con el de las células de control. Normalmente, en 
las células analizadas hay una ausencia de una señal de sonda, lo que es indicativo de una pérdida de la región de 
un cromosoma con la que normalmente hibrida la sonda. Cuando se diseña una sonda para detectar una duplicación 
o adición cromosómica, normalmente hay más hibridación de la sonda con el ADN de las células que se están 40 
analizando que con el de las células de control. Normalmente, hay una adición de la señal de sonda en las células 
analizadas, lo que es indicativo de la presencia de una región cromosómica con la que la sonda normalmente hibrida 
adicional. 
 
En los métodos de CGH, se marca una primera colección de ácidos nucleicos (por ejemplo, de una muestra, por 45 
ejemplo, de un posible tumor) con un primer marcador, mientras se marca una segunda colección de ácidos 
nucleicos (por ejemplo, un control, por ejemplo, de una célula/tejido sano) con un segundo marcador. La proporción 
de hibridación de los ácidos nucleicos se determina por la proporción de los dos marcadores (el primero y el 
segundo) que se unen a cada fibra en la matriz. Cuando hay deleciones o multiplicaciones cromosómicas, se 
detectará las diferentes en la proporción de las señales de los dos marcadores y la proporción proporcionará una 50 
medida del número de copias. El CGH basado en matrices puede realizarse también con marcaje de un único color 
(en lugar de marcar el control y la posible muestra tumoral con dos tintes distintos y mezclarlos antes de la 
hibridación, lo que producirá una proporción debido a la hibridación competitiva de las sondas en las matrices). En el 
CGH de color único, los controles se marcan e hibridan a una matriz y se leen las señales absolutas, y la posible 
muestra tumoral se marca e hibrida a una segunda matriz (con un contenido idéntico) y se leen las señales 55 
absolutas. Se calcula la diferencia en el número de copias a base de las señales absolutas de las dos matrices. Los 
protocolos de hibridación adecuados para su uso con los métodos de la presente invención se describen, por 
ejemplo, en Albertson (1984) EMBO J. 3: 1227-1234; Pinkel (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 9138-9142; EPO 
N.º Pub. 430.402; Methods in Molecular Biology, Vol. 33: In situ Hybridization Protocols, Choo, ed., Humana Press, 
Totowa, N.J. (1994), etc. En una realización, se utiliza el protocolo de hibridación de Pinkel, et al. (1998) Nature 60 
Genetics 20: 207-211 o de Kallioniemi (1992) Proc. Natl Acad Sci USA 89: 5321-5325 (1992). El CGH basado en 
matrices se describe en la Patente de Estados Unidos N.º 6.455.258.  
 
En aún otra realización, pueden utilizarse ensayos basados en amplificación para medir la presencia/ausencia y el 
número de copias. En tales ensayos basados en amplificación, las secuencias de ácido nucleico actúan como un 65 
molde en una reacción de amplificación (por ejemplo, reacción en cadena de la polimerasa (PCR)). En una 
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amplificación cuantitativa, la cantidad de producto de amplificación será proporcional a la cantidad de molde en la 
muestra original. La comparación con controles apropiados, por ejemplo, tejido sano, proporciona una medida del 
número de copias. 
 
Los métodos de amplificación “cuantitativa” son bien conocidos para los expertos en la materia. Por ejemplo, la PCR 5 
cuantitativa implica la coamplificación simultánea de una cantidad conocida de una secuencia de control utilizando 
los mismos cebadores. Esto proporciona un patrón interno que puede utilizarse para calibrar la reacción de PCR. 
Los protocolos detallados para la PCR cuantitativa se proporciona en Innis, et al. (1990) PCR Protocols, A Guide to 
Methods and Applications, Academic Press, Inc. N.Y.). La medición del número de copias de ADN en locus de 
microsatélites utilizando el análisis por PCR cuantitativa se describe en Ginzonger, et al. (2000) Cancer Research 10 
60: 5405-5409. La secuencia de ácido nucleico conocida de los genes es suficiente para permitir que un experto en 
la técnica seleccione de forma rutinaria cebadores para amplificar cualquier porción del gen. En los métodos de la 
presente invención también puede utilizarse PCR cuantitativa fluorogénica. En la PCR cuantitativa fluorogénica, la 
cuantificación es a base de la cantidad de señales de fluorescencia, por ejemplo, TaqMan y verde sybr. 
 15 
Otros métodos de amplificación adecuados incluyen, pero sin limitación, reacción en cadena de la ligasa (LCR) 
(véase Wu y Wallace (1989) Genomics 4: 560, Landegren, et al. (1988) Science 241: 1077 y Barringer et al. (1990) 
Gene 89: 117), amplificación por transcripción (Kwoh, et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173), replicación 
de secuencia autosostenida (Guatelli, et al. (1990) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 87: 1874), PCR puntual y PCR de 
adaptador enlazador, etc. 20 
 
También puede utilizarse para identificar regiones de amplificación o deleción el mapeo por pérdida de 
heterocigosidad (LOH) Wang, Z.C., et al. (2004) Cancer Res 64(1): 64-71; Seymour, A. B., et al. (1994) Cancer Res 
54, 2761-4; Hahn, S. A., et al. (1995) Cancer Res 55, 4670-5; Kimura, M., et al. (1996) Genes Chromosomes Cancer 
17, 88-93). 25 
 
2. Métodos para evaluar la expresión génica 
 
También puede ensayarse el nivel de expresión de marcadores. La expresión de un marcador de la presente 
invención puede evaluarse mediante cualquiera de una amplia diversidad de métodos bien conocidos para detectar 30 
la expresión de una molécula transcrita o una proteína. Los ejemplos no limitativos de tales métodos incluyen 
métodos inmunológicos para la detección de proteínas secretadas, de superficie celular, citoplasmáticas o 
nucleares, métodos de purificación de proteínas, ensayos de función o actividad de proteínas, métodos de 
hibridación de ácidos nucleicos, métodos de transcripción inversa de ácidos nucleicos y métodos de amplificación de 
ácidos nucleicos. 35 
 
En determinadas realizaciones, la actividad de un gen particular está caracterizada por una medida de un transcripto 
génico (por ejemplo, ARNm), mediante la medida de la cantidad de proteína traducida o mediante una medida de la 
actividad de un producto génico. La expresión de marcadores puede controlarse en una diversidad de formas, 
incluyendo la detección de los niveles de ARNm, los niveles de proteína o la actividad de proteína, cualquiera de los 40 
cuales puede medirse utilizando técnicas convencionales. La detección puede implicar la cuantificación del nivel de 
expresión génica (por ejemplo, ADN genómico, ADNc, ARNm, proteína o actividad enzimática) o, como alternativa, 
puede ser una evaluación cualitativa del nivel de expresión génica, en particular en comparación con un nivel de 
control. El tipo de nivel que se está detectando estará claro a partir del contexto. 
 45 
Los métodos de detección y/o cuantificación del transcrito génico (ARNm o el ADNc hecho a partir de él) utilizando 
técnicas de hibridación de ácidos nucleicos son conocidos para los expertos en la materia (véase Sambrook et al., 
citado anteriormente). Por ejemplo, un método para evaluar la presencia, ausencia o cantidad del ADNc implica una 
transferencia de Southern como se describe anteriormente. Brevemente, el ARNm se aísla (por ejemplo, utilizando 
un método de extracción por guanidinio-fenol-cloroformo, Sambrook et al. citado anteriormente) y transcribiendo de 50 
forma inversa para producir ADNc. Después, el ADNc se dirige de forma opcional y se procesa en un gel en un 
tampón y se transfiere a membranas. Después, se lleva a cabo la hibridación utilizando sondas de ácido nucleico 
específicas para el ADNc diana. 
 
Un principio general de tales ensayos de diagnóstico y pronóstico implica la preparación de una muestra o mezcla 55 
de reacción que puede contener un marcador y una sonda, en condiciones apropiadas y durante un tiempo 
suficiente para permitir interactuar y unirse al marcador y la sonda, formando así un complejo que puede retirarse y/o 
detectarse en la mezcla de reacción. Estos ensayos pueden realizarse en una diversidad de modos. 
 
Por ejemplo, un método para realizar tan ensayo implicaría anclar el marcador o sonda en un soporte en fase sólida, 60 
también denominado sustrato, y detectar los complejos de marcador/sonda anclados en la fase sólida al final de la 
reacción. En una realización de tal método, puede anclarse sobre un transportador o soporte en fase sólida una 
muestra de un sujeto, la cual se va a ensayar para la presencia y/o concentración del marcador. En otra realización 
es posible la situación inversa, en que la sonda puede anclarse a una fase sólida y puede permitirse reaccionar una 
muestra de un sujeto como un componente no anclado del ensayo. 65 
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Existen muchos métodos establecidos de anclaje de componentes de ensayo a una fase sólida. Estos incluyen, pero 
sin limitación, moléculas de marcador o sonda que se inmovilizan a través de la conjugación de biotina y 
estreptavidina. Tales componentes de ensayo biotinilados pueden prepararse a partir de biotina-NHS (N-hidroxi-
succinimida) utilizando técnicas conocidas en la materia (por ejemplo, kit de biotinilación, Pierce Chemicals, 
Rockford, IL) e inmovilizarse en pocillos de placas de 96 pocillos recubiertos de estreptavidina (Pierce Chemical). En 5 
determinadas realizaciones, las superficies con componentes de ensayo inmovilizados pueden prepararse con 
antelación y almacenarse. 
 
Otros transportadores o soportes en fase sólida adecuados para tales ensayos incluyen cualquier material que tenga 
la capacidad de unir la clase de molécula a la cual el marcador o sonda pertenece. Los soportes o transportadores 10 
muy conocidos incluyen, pero sin limitación, vidrio, poliestireno, nylon, polipropileno, polietileno, dextrano, amilasas, 
celulosas naturales o modificadas, poliacrilamidas, gabros y magnetita. 
 
Para realizar los ensayos con las estrategias mencionadas anteriormente, se añade el componente no inmovilizado 
a la fase sólida, tras lo cual se ancla el segundo componente. Después de acabar la reacción, los componentes que 15 
no han formado complejo pueden retirarse (por ejemplo, mediante lavado) en condiciones de forma que cualquiera 
de los complejos formados permanezca inmovilizado sobre la fase sólida. La detección de los complejos 
marcador/sonda anclados a la fase sólida puede realizarse en una serie de métodos descritos en el presente 
documento. 
 20 
En otra realización, cuando la sonda es el componente no anclado del ensayo puede marcarse con el fin de 
detección y lectura del ensayo, ya sea de forma directa o indirecta, con marcadores detectables discutidos en el 
presente documento y que son bien conocidos para un experto en la materia. 
 
También es posible detectar directamente la formación del complejo de marcador/sonda sin manipulación adicional o 25 
marcaje de cualquiera de los componentes (marcador o sonda), por ejemplo utilizando la técnica de transferencia de 
energía de fluorescencia (véase, por ejemplo, Lakowicz et al., Patente de Estados Unidos N.º 5.631.169; 
Stavrianopoulos, et al., Patente de Estados Unidos N.º 4.868.103). Se selecciona un marcador fluoróforo en la 
primera molécula “donante” de forma que, tras la excitación con una luz incidente de la longitud de onda apropiada, 
su energía fluorescente emitida será absorbida por un marcador fluorescente en una segunda molécula “aceptora”, 30 
que a su vez es capaz de fluorescer debido a la energía absorbida. Como alternativa, la molécula de proteína 
“donante” puede simplemente utilizar la energía fluorescente natural de los restos triptófano. Se escogen 
marcadores que emiten distintas longitudes de onda de luz, de forma que el marcador de molécula “aceptora” puede 
diferenciarse del “donante”. Pueden evaluarse las relaciones espaciales entre las moléculas dado que la eficacia de 
la transferencia de energía entre los marcadores está relacionada con la distancia que separa las moléculas. En una 35 
situación en que se produce la unión entre las moléculas, en el ensayo la emisión fluorescente del marcador de 
molécula “aceptora” debería ser máxima. Un suceso de unión de FET puede medirse de forma conveniente a través 
de medios convencionales de detección fluorométricos bien conocidos en la técnica (por ejemplo, utilizando un 
fluorímetro). 
 40 
En otra realización, la determinación de la capacidad de una sonda para reconocer un marcador puede llevarse a 
cabo sin marcaje de cualquier componente (sonda o marcador) utilizando una tecnología tal como el análisis de 
interacción biomolecular (AIB) en tiempo real (véase, por ejemplo, Sjolander, S. y Urbaniczky, C., 1991, Anal. Chem. 
63: 2338-2345 y Szabo et al., 1995, Curr. Opin. Struct. Biol. 5: 699-705). Como se usa en el presente documento, 
“AIB” o “resonancia de plasmón superficial” es una tecnología para estudiar las interacciones biespecíficas en tiempo 45 
real, sin marcar ninguno de los elementos que interactúan (por ejemplo, BIAcore). Los cambios en la masa en la 
superficie de unión (indicativo de un suceso de unión) da como resultado modificaciones en el índice de refracción 
de la luz cerca de la superficie (el fenómeno óptico de resonancia de plasmón superficial (RPS)), dando como 
resultado una señal detectable que puede utilizarse como una indicación de reacciones en tiempo real entre 
moléculas biológicas. 50 
 
Como alternativa, en otra realización pueden realizarse ensayos de diagnóstico y pronóstico análogos con un 
marcador y una sonda como solutos en una fase líquida. En tal ensayo, el marcador y la sonda que están formando 
un complejo se separan de los componentes que no han formado complejo mediante cualquiera de varias técnicas 
convencionales incluyendo, pero sin limitación: centrifugación diferencial, cromatografía, electroforesis e 55 
inmunoprecipitación. En la centrifugación diferencial, los complejos de marcador/sonda pueden separarse de los 
componentes de ensayo que no forman complejo a través de una serie de etapas de centrifugación, debido al 
equilibrio de diferenciación distinto de los complejos a base de sus distintos tamaños y densidades (véase, por 
ejemplo, Rivas, G. y Minton, A.P., 1993, Trends Biochem Sci. 18(8): 284-7). También pueden utilizarse técnicas 
cromatográficas convencionales para separar las moléculas que forman complejo de las que no forman complejo.  60 
 
Por ejemplo, la cromatografía de filtración en gel separa moléculas a base de su tamaño y a través de la utilización 
de una resina de filtración en gel apropiada en un formato de columna, por ejemplo, puede separarse un complejo 
relativamente más grande de los componentes que no forman complejo relativamente más pequeños. De forma 
similar, las propiedades de carga relativamente distintas del complejo de marcador/sonda, en comparación con los 65 
componentes que no forman complejo, pueden explotarse para diferenciar el complejo de los componentes que no 
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forman complejo, por ejemplo, a través de la utilización de resinas de cromatografía de intercambio iónico. Tales 
resinas y técnicas cromatográficas son bien conocidas para un experto en la materia (véase, por ejemplo, Heegaard, 
N.H., 1998, J. Mol. Recognit. Winter 11(1-6): 141-8; Hage, D.S. y Tweed, S.A. J Chromatogr B Biomed Sci Appl 10 
de octubre de 1997; 699(1-2): 499-525). También puede emplearse electroforesis en gel para separar componentes 
de ensayo que están formando complejo de los componentes no unidos (véase, por ejemplo, Ausubel et al., ed., 5 
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, 1987-1999). En esta técnica, los complejos 
de proteína o ácido nucleico se separan a base de su tamaño o carga, por ejemplo. Para mantener la interacción de 
unión durante el procedimiento electroforético son típicos los materiales de matriz de gel no desnaturalizante y 
condiciones en ausencia de un agente reductor. Las condiciones apropiadas para el ensayo particular y los 
componentes del mismo serán conocidos por un experto en la materia. 10 
 
En una realización particular, puede determinarse en una muestra biológica el nivel de ARNm correspondiente al 
marcador mediante formatos in situ e in vitro, utilizando métodos conocidos en la técnica. Se pretende que la 
expresión “muestra biológica” incluya tejidos, células, líquidos corporales y aislados del mismo, aislados de un 
sujeto, así como tejidos, células y líquidos presentes en un sujeto. Muchos métodos para la detección de la 15 
expresión utilizan ARN aislado. Para los métodos in vitro, para la purificación de ARN a partir de células puede 
utilizarse cualquier técnica de aislamiento de ARN que no seleccione por aislamiento de ARNm (véase, por ejemplo, 
Ausubel et al., ed., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York 1987-1999). De forma 
adicional, pueden procesarse fácilmente gran cantidad de muestras de tejido utilizando técnicas muy conocidas para 
los expertos en la materia, tales como, por ejemplo, el procedimiento de aislamiento de ARN de única etapa de 20 
Chomczynski (1989, Patente de Estados Unidos N.º 4.843.155). 
 
El ácido nucleico aislado puede utilizarse en ensayos de hibridación o amplificación que incluyen, pero sin limitación, 
análisis de Southern o Northern, análisis por reacción en cadena de la polimerasa y matrices de sondas. Un método 
de diagnóstico para la detección de los niveles de ARNm implica poner en contacto el ARNm aislado con una 25 
molécula de ácido nucleico (sonda) que puede hibridar con el ARNm que codifica el gen que se está detectando. La 
sonda de ácido nucleico puede, por ejemplo, ser un ADNc de longitud completa o una porción del mismo, tal como 
un oligonucleótido de al menos 7, 15, 30, 50, 100, 250 o 500 nucleótidos de longitud y que es suficiente para hibridar 
de forma específica en condiciones rigurosas con un ARNm o ADN genómico que codifica un marcador de la 
presente invención. En el presente documento se describen otras sondas adecuadas para su uso en los ensayos 30 
diagnósticos de la presente invención. La hibridación de un ARNm con la sonda indica que el marcador en cuestión 
se está expresando. 
 
En un formato, el ARNm se inmoviliza en una superficie sólida y se pone en contacto con una sonda, por ejemplo 
corriendo el ARNm aislado en un gel de agarosa y transfiriendo el ARNm del gel a una membrana, tal como 35 
nitrocelulosa. En un formato alternativo, la sonda (o sondas) se inmovilizan en una superficie sólida y el ARNm se 
pone en contacto con la sonda (o sondas), por ejemplo, en una matriz en chip génica de Affymetrix. Un experto en la 
materia puede adaptar fácilmente los métodos de detección de ARNm conocidos para su uso en la detección del 
nivel del ARNm codificado por los marcadores de la presente invención. 
 40 
Las sondas pueden ser de longitud completa o de menos de la longitud completa de la secuencia de ácido nucleico 
que codifica la proteína. La especificidad de las sondas más cortas se analiza de forma empírica. Las sondas de 
ácido nucleico ejemplares son de una longitud de 20 bases o más largas (véase, por ejemplo, Sambrook et al. para 
los métodos de selección de secuencias de sondas de ácido nucleico para su uso en hibridación de ácidos 
nucleicos). La visualización de las porciones hibridadas permite la determinación cualitativa de la presencia o 45 
ausencia de ADNc. 
 
Un método alternativo para determinar el nivel de un transcrito correspondiente a un marcador de la presente 
invención implica el procedimiento de amplificación de ácidos nucleicos, por ejemplo, mediante rtPCR (la realización 
experimental expuesta en Mullis, 1987, Patente de Estados Unidos N.º 4.683.202), la reacción en cadena de la 50 
ligasa (Barany, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 189-193), la replicación de secuencia autosostenida (Guatelli et 
al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1874-1878), el sistema de amplificación transcripcional (Kwoh et al., 1989, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173-1177), replicasa Q-beta (Lizardi et al., 1988, Bio/Technology 6: 1197), 
replicación en círculo rodante (Lizardi et al., Patente de Estados Unidos N.º 5.854.033) o cualquier otro método de 
amplificación de ácidos nucleicos, seguido de la detección de las moléculas amplificadas utilizando técnicas muy 55 
conocidas para los expertos en la materia. En los métodos de la presente invención también puede utilizarse rtPCR 
fluorogénica. En la rtPCR fluorogénica la cuantificación está basada en la cantidad de señales fluorescentes, por 
ejemplo, de TaqMan o verde sybr. Estos esquemas de detección son especialmente útiles para la detección de 
moléculas de ácido nucleico si tales moléculas están presentes en cantidades muy bajas. Como se usa en el 
presente documento, los cebadores de amplificación se definen como siendo una pareja de moléculas de ácido 60 
nucleico que pueden aparearse en regiones 5’ o 3’ de un gen (cadenas positiva y negativa, respectivamente, o 
viceversa) y que contienen una región corta en el medio. En general, los cebadores de amplificación son de 
aproximadamente 10 a 30 nucleótidos y flanquean una región de aproximadamente 50 a 200 nucleótidos de 
longitud. En condiciones apropiadas y con los reactivos apropiados, tales cebadores permiten la amplificación de 
una molécula de ácido nucleico que comprende la secuencia de nucleótidos flanqueada por los cebadores. 65 
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Para los métodos in situ no se necesita aislar el ARNm de las células antes de la detección. En tales métodos, se 
prepara o procesa una muestra de células o tejido utilizando métodos histológicos conocidos. Después, se inmoviliza 
la muestra sobre un soporte, normalmente un portaobjetos de vidrio, y entonces se pone en contacto con una sonda 
que pueda hibridar con el ARNm que codifica el marcador.  
 5 
Como una alternativa para hacer determinaciones basadas en el nivel de expresión absoluto del marcador, las 
determinaciones pueden basarse en el nivel de expresión normalizado del marcador. Los niveles de expresión se 
normalizan corrigiendo el nivel de expresión absoluto de un marcador comparando su expresión con la expresión de 
un gen que no es un marcador, por ejemplo, un gen constitutivo que se expresa de forma constitutiva. Los genes 
adecuados para la normalización incluyen genes constitutivos tales como el gen de la actina o genes específicos de 10 
células epiteliales. Esta normalización permite la comparación del nivel de expresión en una muestra, por ejemplo, 
en una muestra del sujeto, con respecto a otra muestra, por ejemplo una muestra no cancerosa, o entre muestras de 
distintas fuentes. 
 
Como alternativa, el nivel de expresión puede proporcionarse como un nivel de expresión relativa. Para determinar 15 
un nivel de expresión relativa de un marcador, el nivel de expresión del marcador se determina para 10 o más 
muestras de aislados de células cancerosas frente a células normales, o incluso 50 o más muestras, antes de la 
determinación del nivel de expresión para la muestra en cuestión. Se determina el nivel de expresión medio de cada 
uno de los genes ensayados en el número de muestras más grande y esto se utiliza como un nivel de expresión de 
referencia para el marcador. El nivel de expresión del marcador determinado para la muestra de prueba (nivel de 20 
expresión absoluta) se divide después por el valor medio de expresión obtenido para ese marcador. Esto 
proporciona un nivel de expresión relativa. 
 
En determinadas realizaciones, las muestras utilizadas en la determinación de la medida de referencia serán de 
células cancerosas o células normales del mismo tipo de tejido. La elección de la fuente de células depende del uso 25 
del nivel de expresión relativa. El uso de la expresión hallada en tejidos normales como una puntuación de la 
expresión media ayuda validar si el marcador ensayado es específico para el tejido del que procede la célula (frente 
a células normales). Además, a medida que se acumulan más datos, el valor de expresión medio puede revisarse, 
proporcionando valores de expresión relativa mejorados basados en los datos acumulados. Los datos de expresión 
de las células normales proporcionan un medio para clasificar la gravedad del estado del cáncer. 30 
 
En otra realización, la expresión de un marcador se evalúa preparando ADN genómico o ARNm/ADNc (es decir, un 
polinucleótido transcrito) de células en una muestra de un sujeto e hibridando el ADN genómico o el ARNm/ADNc 
con un polinucleótido de referencia que sea uno complementario de un polinucleótido que comprende el marcador, y 
fragmentos del mismo. El ADNc puede, de forma opcional, amplificarse utilizando cualquiera de una diversidad de 35 
métodos de reacción en cadena de la polimerasa antes de la hibridación con el polinucleótido de referencia. La 
expresión de uno o más marcadores puede, asimismo, detectarse utilizando PCR cuantitativa (PCRQ) para evaluar 
el nivel de expresión del marcador (o marcadores). Como alternativa, puede utilizarse cualquiera de los muchos 
métodos conocidos de detección de mutaciones o variantes (por ejemplo, polimorfismos de nucleótido único, 
deleciones) de un marcador de la presente invención para detectar la aparición de un marcador mutado en un 40 
sujeto. 
 
En una realización relacionada, se pone en contacto una mezcla de polinucleótidos transcritos obtenidos de la 
muestra con un sustrato que tiene fijado a él un polinucleótido complementario u homólogo a al menos una porción 
(por ejemplo, al menos 7, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 40, al menos 45 
50, al menos 100, al menos 500 o más restos de nucleótido) de un marcador de la presente invención. Si los 
polinucleótidos complementarios u homólogos a un marcador de la presente invención son detectables de forma 
diferencial sobre el sustrato (por ejemplo, detectables utilizando distintos cromóforos o fluoróforos, o fijados a 
distintas posiciones seleccionadas), entonces los niveles de expresión de una pluralidad de marcadores puede 
evaluarse de forma simultánea utilizando un único sustrato (por ejemplo, una micromatriz en “chip génico” de 50 
polinucleótidos fijados en posiciones seleccionadas). Cuando se utiliza un método de evaluación de la expresión de 
marcadores que implica la hibridación de un ácido nucleico con otro, la hibridación puede realizarse en condiciones 
de hibridación rigurosas. 
 
En otra realización, se utiliza una combinación de métodos para evaluar la expresión de un marcador. 55 
 
Dado que las composiciones, kit y métodos de la presente invención se basan en la detección de una diferencia en 
el nivel de expresión o número de copias de uno o más marcadores de la presente invención, en determinadas 
realizaciones el nivel de expresión o número de copias del marcador es significativamente mayor que el límite de 
detección mínimo del método utilizado para evaluar la expresión o número de copias en al menos uno de células 60 
normales y células cancerosas. 
 
3. Métodos para evaluar la proteína expresada 

 
La actividad o el nivel de una proteína marcadora también pueden detectarse y/o cuantificarse detectando o 65 
cuantificando el polipéptido expresado. El polipéptido puede detectarse y cuantificarse mediante cualquiera de una 
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serie de medios bien conocidos para los expertos en la materia. Estos pueden incluir métodos bioquímicos analíticos 
tales como electroforesis, electroforesis capilar, cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC), cromatografía en 
capa fina (CCF), cromatografía de hiperdifusión y similares, o diversos métodos inmunológicos tales como 
reacciones de precipitina en gel o fluida, inmunodifusión (única o doble), inmunoelectroforesis, radioinmunoensayo 
(RIA), ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), ensayos inmunofluorescentes, transferencia de 5 
Western, inmunohistoquímica y similares. Un experto en la materia puede adaptar fácilmente métodos de detección 
de proteínas/anticuerpos conocidos para su uso en la determinación de si las células expresan un marcador de la 
presente invención. 
 
Otro agente para detectar un polipéptido de la presente invención es un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse 10 
a un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invención, por ejemplo, un anticuerpo con un 
marcador detectable. Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales. Se puede utilizar un anticuerpo 
intacto o un fragmento del mismo (por ejemplo, Fab o F(ab')2). El término "marcado", con respecto a la sonda o 
anticuerpo, pretende abarcar el marcaje directo de la sonda o anticuerpo mediante acoplamiento (es decir, 
conectando físicamente) una sustancia detectable a la sonda o anticuerpo, así como el marcaje indirecto de la sonda 15 
o anticuerpo por reactividad con otro reactivo que está marcado directamente. Los ejemplos de marcaje indirecto 
incluyen la detección de un anticuerpo primario utilizando un anticuerpo secundario marcado de forma fluorescente y 
el marcado del extremo de una sonda de ADN con biotina, de forma que se pueda detectar con estreptavidina 
marcada de forma fluorescente. 
 20 
En otra realización, el anticuerpo está marcado, por ejemplo, un anticuerpo radiomarcado, marcado con cromóforo, 
marcado con fluoróforo o marcado con enzima. En otra realización, se utiliza un derivado de anticuerpo (por ejemplo, 
un anticuerpo conjugado con un sustrato, o con la proteína o ligando de una pareja de proteína-ligando {por ejemplo, 
biotina-estreptavidina}) o un fragmento de anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo monocatenario), un dominio 
hipervariable de anticuerpo aislado, etc.) que se une de forma específica a una proteína que corresponde al 25 
marcador, tal como la proteína codificada por la fase de lectura abierta que correponde al marcador o la proteína que 
ha experimentado toda o una parte de su modificación postraduccional normal. 
 
La inmunohistoquímica o IHQ se refiere al procedimiento de localización de antígenos (por ejemplo, proteínas) en 
células de un corte de tejido que aprovecha el principio de que los anticuerpos se unen de forma específica a los 30 
antígenos en tejidos biológicos. La tinción inmunohistoquímica se utiliza ampliamente en el diagnóstico de células 
anómalas, como las que se encuentran en tumores cancerosos. Marcadores moleculares específicos son 
característicos de sucesos celulares particulares tales como la proliferación o muerte celular (apoptosis). La IHQ 
también se utiliza ampliamente en investigación para comprender la distribución y emplazamiento de biomarcadores 
y proteínas expresadas de forma diferencial en distintas partes de un tejido biológico. La visualización de una 35 
interacción anticuerpo-antígeno se puede llevar a cabo de varias maneras. En el caso más común, se conjuga un 
anticuerpo con a una enzima, tal como la peroxidasa, que puede catalizar una reacción de producción de color. 
Como alternativa, el anticuerpo también se puede etiquetar con un fluoróforo, tal como fluoresceína, rodamina, 
DyLight Fluor o Alexa Fluor. 
 40 
Las proteínas de las células se pueden aislar usando técnicas que son bien conocidas por los expertos en la 
materia. Los métodos de aislamiento de proteínas empleados pueden ser, por ejemplo, tales como los descritos en 
Harlow y Lane (Harlow y Lane, 1988, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, Nueva York). 
 45 
En un formato, se pueden utilizar anticuerpos o fragmentos de anticuerpos en métodos tales como transferencias 
Western o técnicas de inmunofluorescencia para detectar las proteínas expresadas. En tales usos, se puede 
inmovilizar el anticuerpo o las proteínas en un soporte sólido. Los soportes o transportadores en fase sólida 
adecuados incluyen cualquier soporte capaz de unirse a un antígeno o a un anticuerpo. Los soportes o 
transportadores bien conocidos incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano, nylon, amilasas, 50 
celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, gabros y magnetita. 
 
Un experto en la materia conocerá muchos otros vehículos adecuados para unir un anticuerpo o antígeno, y podrá 
adaptar tal soporte para su uso con la presente invención. Por ejemplo, la proteína aislada de las células puede 
correrse en una electroforesis en gel de poliacrilamida e inmovilizarse en un soporte de fase sólida, tal como 55 
nitrocelulosa. Después, el soporte puede lavarse con tampones adecuados seguido de tratamiento con el anticuerpo 
marcado de forma detectable. Después, el soporte de fase sólida se puede lavar con el tampón una segunda vez 
para eliminar el anticuerpo no unido. La cantidad de marcador unido sobre el soporte sólido puede detectarse 
entonces por medios convencionales. Los medios para detectar proteínas usando técnicas electroforéticas son bien 
conocidos para los expertos en la materia (véase en general, R. Scopes (1982) Protein Purification, Springer-Verlag, 60 
NY.; Deutscher, (1990) Methods in Enzymology vol. 182: Guide to Protein Purification, Academic Press, Inc., NY). 
 
En otra realización, se utiliza análisis de transferencia Western (inmunotransferencia) para detectar y cuantificar la 
presencia de un polipéptido en la muestra. En general, esta técnica comprende separar las proteínas de la muestra 
por electroforesis en gel a base del peso molecular, transferir las proteínas separadas a un soporte sólido adecuado 65 
(tal como un filtro de nitrocelulosa, un filtro de nylon o filtro de nylon derivatizado) e incubar la muestra con los 
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anticuerpos que se unen de forma específica a un polipéptido. Los anticuerpos anti polipéptido se unen de forma 
específica al polipéptido en el soporte sólido. Estos anticuerpos pueden marcarse directamente o, como alternativa, 
pueden detectarse posteriormente utilizando anticuerpos marcados (por ejemplo, anticuerpos anti humano de oveja 
marcados) que se unen de forma específica al anti polipéptido. 
 5 
En otra realización, el polipéptido se detecta utilizando un inmunoensayo. Como se usa en el presente documento, 
un inmunoensayo es un ensayo que utiliza un anticuerpo que se une de forma específica al analito. El 
inmunoensayo se caracteriza así por la detección de la unión específica de un polipéptido a un anti anticuerpo en 
oposición al uso de otras propiedades físicas o químicas para aislar, dirigirse a y cuantificar el analito. 
 10 
El polipéptido se detecta y/o cuantifica utilizando cualquiera de una serie de ensayos de unión inmunológica bien 
reconocidos (véase, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N.º 4.366.241 ; 4.376.110 ; 4.517.288 y 
4.837.168). Para una revisión de los inmunoensayos generales, véase también Asai (1993) Methods in Cell Biology 
Volume 37: Antibodies in Cell Biology, Academic Press, Inc. Nueva York; Stites & Terr (1991) Basic and Clinical 
Immunology 7ª Edición. 15 
 
Los ensayos de unión inmunológica (o inmunoensayos) normalmente utilizan un "agente de captura" para unirse de 
forma específica y a menudo para inmovilizar el analito (polipéptido o subsecuencia). El agente de captura es una 
fracción que se une de forma específica al analito. En otra realización, el agente de captura es un anticuerpo que se 
une de forma específica a un polipéptido. El anticuerpo (antipéptido) puede producirse mediante cualquiera de una 20 
serie de medios bien conocidos por los expertos en la materia. 
 
Los inmunoensayos también utilizan a menudo un agente de marcaje para unirse de forma específica y marcar el 
complejo de unión formado por el agente de captura y el analito. El propio agente de marcaje puede ser una de las 
fracciones que comprenden el complejo de anticuerpo/analito. Por lo tanto, el agente de marcaje puede ser un 25 
polipéptido marcado o un anti anticuerpo marcado. Como alternativa, el agente de marcaje puede ser una tercera 
fracción, tal como otro anticuerpo, que se une de forma específica al complejo de anticuerpo/polipéptido. 
 
En una realización, el agente de marcaje es un segundo anticuerpo humano que porta un marcador. Como 
alternativa, el segundo anticuerpo puede carecer de un marcador, pero a su vez puede estar unido a un tercer 30 
anticuerpo marcado específico para anticuerpos de la especie de la procede el segundo anticuerpo. El segundo 
puede modificarse con una fracción detectable, por ejemplo, tal como biotina, a la que se puede unir de forma 
específica una tercera molécula marcada, tal como estreptavidina marcada con una enzima. 
 
También se pueden utilizar como agente marcador otras proteínas que tengan la capacidad de unirse de forma 35 
específica a las regiones constantes de las inmunoglobulinas, tales como la proteína A o la proteína G. Estas 
proteínas son constituyentes normales de las paredes celulares de las bacterias estreptocócicas. Presentan una 
fuerte reactividad no inmunogénica con las regiones constantes de inmunoglobulinas de una diversidad de especies 
(véase, en general, Kronval, et al., (1973) J. Immunol., 111: 1401-1406 y Akerstrom (1985) J. Immunol., 135: 2589 - 
2542). 40 
 
Como se indica anteriormente, los inmunoensayos para la detección y/o cuantificación de un polipéptido pueden 
tomar una amplia diversidad de formatos bien conocidos por los expertos en la materia. 
 
Los inmunoensayos ejemplares para detectar un polipéptido pueden ser competitivos o no competitivos. Los 45 
inmunoensayos no competitivos son ensayos en los cuales se mide de forma directa la cantidad de analito 
capturado. En un ensayo de tipo "sándwich", por ejemplo, el agente de captura (anticuerpos anti péptido) se puede 
unir directamente a un sustrato sólido donde están inmovilizados. Después, estos anticuerpos inmovilizados 
capturan el polipéptido presente en la muestra de prueba. El polipéptido así inmovilizado se une entonces por un 
agente de marcaje, tal como un segundo anticuerpo humano que porta un marcador. 50 
 
En ensayos competitivos, la cantidad de analito (polipéptido) presente en la muestra se mide de forma indirecta 
midiendo la cantidad de un analito (polipéptido) añadido (exógeno) desplazado (o competido) de un agente de 
captura (anticuerpo anti péptido) por el analito presente en la muestra. En un ensayo competitivo, se añade a la 
muestra una cantidad conocida de, en este caso, un polipéptido y después se pone en contacto la muestra con un 55 
agente de captura. La cantidad de polipéptido unido al anticuerpo es inversamente proporcional a la concentración 
de polipéptido presente en la muestra. 
 
En otra realización, el anticuerpo se inmoviliza en un sustrato sólido. La cantidad de polipéptido unido al anticuerpo 
puede determinarse midiendo la cantidad de polipéptido presente en un de complejo polipéptido/anticuerpo o, como 60 
alternativa, midiendo la cantidad de polipéptido que no forma complejo restante. La cantidad de polipéptido puede 
detectarse proporcionando un polipéptido marcado. 
 
Los ensayos descritos en el presente documento se puntúan (como positivos o negativos o como cantidad de 
polipéptido) de acuerdo con métodos convencionales bien conocidos para los expertos en la técnica. El método 65 
particular de puntuación dependerá del formato del ensayo y la elección del marcador. Por ejemplo, un ensayo de 
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transferencia de Western puede puntuarse visualizando el producto coloreado producido por el marcador enzimático. 
Una banda o mancha de color claramente visible con el peso molecular correcto se puntúa como un resultado 
positivo, mientras que la ausencia de una mancha o banda claramente visible se puntúa como negativo. La 
intensidad de la banda o mancha puede proporcionar una medida cuantitativa del polipéptido. 
 5 
Los anticuerpos para su uso en los diversos inmunoensayos descritos en el presente documento pueden producirse 
como se describe en el presente documento. 
 
En otra realización, el nivel (actividad) se ensaya midiendo la actividad enzimática del producto génico. Los métodos 
para ensayar la actividad de una enzima son bien conocidos para los expertos en la materia. 10 
 
Las técnicas in vivo para la detección de una proteína marcadora incluyen la introducción en un sujeto de un 
anticuerpo marcado dirigido frente a la proteína. Por ejemplo, el anticuerpo puede marcarse con un marcador 
radioactivo cuya presencia y emplazamiento en un sujeto pueden detectarse mediante técnicas de formación de 
imágenes convencionales. 15 
 
Determinados marcadores identificados por los métodos de la presente invención pueden ser proteínas secretadas. 
Es una cuestión simple para el experto en la materia determinar si cualquier proteína marcadora particular es una 
proteína secretada. Para realizar esta determinación, la proteína marcadora se expresa en, por ejemplo, una célula 
de mamífero, por ejemplo, una línea celular humana, se recoge líquido extracelular y se evalúa la presencia o 20 
ausencia de la proteína en el líquido extracelular (por ejemplo, utilizando un anticuerpo marcado que se una de 
forma específica a la proteína). 
 
El siguiente es un ejemplo de un método que puede usarse para detectar la secreción de una proteína. Se incuban 
aproximadamente 8 x 105 células 293T a 37 °C en pocillos que contienen medio de cultivo (medio de Eagle 25 
modificado por Dulbecco {DMEM} complementado con el 10 % de suero fetal bovino) en CO2 al 5 % (v/v), el 95 % de 
atmósfera de aire a aproximadamente el 60-70 % de confluencia. después, las células se transfectan utilizando una 
mezcla de transfección convencional que comprende 2 microgramos de ADN que comprende un vector de expresión 
que codifica la proteína y 10 microlitros de LipofectAMINE™ (GIBCO/BRL n.° de catálogo 18342-012) por pocillo. La 
mezcla de transfección se mantiene durante aproximadamente 5 horas y después se reemplaza con medio de 30 
cultivo recién preparado y se mantiene en una atmósfera de aire. Cada pocillo se enjuaga suavemente dos veces 
con DMEM que no contiene metionina o cisteína (DMEM-MC; ICN n.º de catálogo 16-424-54). Se añade 
aproximadamente 1 mililitro de DMEM-MC y aproximadamente 50 microcurios del reactivo Trans-35S™ (ICN n.º de 
catálogo 51006) a cada pocillo. Los pocillo se mantienen en la atmósfera de CO2 al 5 % descrita anteriormente y se 
incuba a 37 °C durante un período seleccionado. Después de la incubación, se retiran 150 microlitros de medio 35 
acondicionado y se centrifuga para retirar las células flotantes y los residuos. La presencia de la proteína en el 
sobrenadante es una indicación de que la proteína se secreta. 
 
Se apreciará que las muestras objeto, por ejemplo, una muestra que contiene esputo, lavado broncoalveolar, 
derrame pleural, tejido, sangre entera, suero, plasma, raspado bucal, saliva, líquido cefalorraquídeo, orina, heces y 40 
médula ósea, pueden contener células en ellas, en particular cuando las células son cancerosas y más en particular 
cuando el cáncer es metastatizante y, por lo tanto, pueden usarse en los métodos de la presente invención. La 
muestra de células puede, por supuesto, someterse a una diversidad de técnicas conocidas de almacenamiento y 
preparativas posrecolección (por ejemplo, extracción de ácidos nucleicos y/o proteínas, fijación, almacenamiento, 
congelación, ultrafiltración, concentración, evaporación, centrifugación, etc.) antes de evaluar el nivel de expresión 45 
del marcador en la muestra. Por lo tanto, las composiciones, kits y métodos de la presente invención se pueden usar 
para detectar la expresión de marcadores correspondientes a proteínas que tengan al menos una porción que está 
presentada en la superficie de las células que las expresan. Es una cuestión simple para el experto en la materia 
determinar si la proteína que corresponde a cualquier marcador particular comprende una proteína de superficie 
celular. Por ejemplo, pueden usarse métodos inmunológicos para detectar tales proteínas en células enteras o 50 
pueden usarse métodos bien conocidos de análisis de secuencias basados en ordenadores (por ejemplo, el 
programa SIGNALP, Nielsen et al., 1997, Protein Engineering 10: 1-6) para predecir la presencia de al menos un 
dominio extracelular (es decir, que incluya tanto proteínas secretadas como proteínas que tienen al menos un 
dominio de superficie celular). La expresión de un marcador que corresponde a una proteína que tiene al menos una 
porción que se presenta en la superficie de una célula que la expresa puede detectarse sin necesariamente lisar la 55 
célula (por ejemplo, utilizando un anticuerpo marcado que se une de forma específica a un dominio de superficie 
celular de la proteína). 
 
La descripción también abarca kits para la detección de la presencia de un polipéptido o ácido nucleico que 
corresponde a un marcador de la presente invención en una muestra biológica, por ejemplo, una muestra que 60 
contiene esputo, lavado broncoalveolar, derrame pleural, tejido, sangre entera, suero, plasma, raspado bucal, saliva, 
líquido cefalorraquídeo, orina, heces y médula ósea. Dichos kits pueden utilizarse para determinar si un sujeto 
padece o tiene un riesgo aumentado de desarrollar cáncer. Por ejemplo, el kit puede comprender un compuesto o 
agente marcado que tenga la capacidad de detectar un polipéptido o un ARNm que codifica un polipéptido que 
corresponde a un marcador de la presente invención en una muestra biológica y medios para determinar la cantidad 65 
del polipéptido o ARNm en la muestra (por ejemplo, un anticuerpo que se une al polipéptido o una sonda de 
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oligonucleótido que se une al ADN o ARNm que codifica el polipéptido). Los kits también pueden incluir instrucciones 
para interpretar los resultados obtenidos utilizando el kit. 
 
Para kits basados en anticuerpos, el kit puede comprender, por ejemplo: (1) un primer anticuerpo (por ejemplo, unido 
a un soporte sólido) que se une a un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invención y, de 5 
forma opcional, (2) un segundo anticuerpo distinto que se une al polipéptido o al primer anticuerpo, y está conjugado 
con un marcador detectable. 
 
Para kits basados en oligonucleótidos, el kit puede comprender, por ejemplo: (1) un oligonucleótido, por ejemplo, un 
oligonucleótido marcado de forma detectable, que hibrida con una secuencia de ácido nucleico que codifica un 10 
polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invención o (2) una pareja de cebadores útiles para 
amplificar una molécula de ácido nucleico que corresponde a un marcador de la presente invención. El kit también 
puede comprender, por ejemplo, un agente tamponante, un conservante o un agente estabilizante de proteínas. El 
kit también puede comprender los componentes necesarios para detectar el marcador detectable (por ejemplo, una 
enzima o un sustrato). El kit también puede contener una muestra de control o una serie de muestras de control que 15 
se pueden ensayar y comparar con la muestra de prueba. Cada componente del kit se puede incluir en un recipiente 
individual y todos los diversos contenedores pueden estar dentro de un único envase, junto con instrucciones para 
interpretar los resultados de los ensayos realizados utilizando el kit. 
 
4. Método para evaluar modificaciones estructurales 20 
 
La invención también proporciona un método para evaluar la presencia de una modificación estructural, por ejemplo, 
una mutación. 
 
Otro método de detección es la hibridación específica de alelos que utiliza sondas que solapan con el sitio 25 
polimórfico y que tienen aproximadamente 5, aproximadamente 10, aproximadamente 20, aproximadamente 25 o 
aproximadamente 30 nucleótidos alrededor de la región polimórfica. En otra realización de la presente invención, 
varias sondas que tienen la capacidad de hibridar de forma específica con las mutaciones están unidas a un soporte 
en fase sólida, por ejemplo, un “chip”. Los oligonucleótidos pueden unirse a un soporte sólido mediante una 
diversidad de procedimientos, incluyendo la litografía. Por ejemplo, un chip puede contener hasta 250.000 30 
oligonucleótidos (GeneChip, Affymetrix™). El análisis de detección de mutaciones utilizando estos chips que 
comprenden oligonucleótidos, también denominados “matrices de sondas de ADN” se describe, por ejemplo, en 
Cronin et al. (1996) Human Mutation 7: 244. En una realización, un chip comprende todas las mutaciones de al 
menos una región polimórfica de un gen. El soporte en fase sólida se pone en contacto después con un ácido 
nucleico de prueba y se detecta la hibridación con las sondas específicas. Por consiguiente, la identidad de 35 
numerosas mutaciones de uno o más genes puede identificarse en un experimento de hibridación simple. Por 
ejemplo, la identidad de la mutación del polimorfismo de nucleótido en elemento regulador 5’ cadena arriba puede 
determinarse en un experimento de hibridación único. 
 
En otros métodos de detección, es necesario amplificar en primer lugar al menos una porción de un marcador antes 40 
de identificar la mutación. La amplificación puede realizarse, por ejemplo, mediante PCR y/o LCR (véase Wu y 
Wallace (1989) Genomics 4: 560), de acuerdo con métodos conocidos en la técnica. En una realización, el ADN 
genómico de una célula se expone a dos cebadores de PCR y la amplificación durante un número de ciclos 
suficiente para producir la cantidad necesaria de ADN amplificado. En determinadas realizaciones, los cebadores se 
emplazan a entre 150 y 350 pares de bases de distancia. 45 
 
Los métodos de amplificación alternativos incluyen: replicación de secuencia autosostenida (Guatelli, J.C. et al., 
(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1874-1878), sistema de amplificación transcripcional (Kwoh, D.Y. et al., (1989) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173-1177), replicasa Q-beta (Lizardi, P.M. et al., (1988) Bio/Technology 6: 1197) y 
replicación de secuencia autosostenida (Guatelli et al., (1989) Proc. Nat. Acad. Sci. 87: 1874), y amplificación de 50 
secuencia basada en ácidos nucleicos (NABSA) o cualquier otro método de amplificación de ácidos nucleicos, 
seguido de la detección de las moléculas amplificadas utilizando técnicas bien conocidas para los expertos en la 
materia. Estos esquemas de detección son especialmente útiles para la detección de moléculas de ácido nucleico si 
tales moléculas están presentes en cantidades muy bajas. 
 55 
En una realización, puede utilizarse cualquiera de una diversidad de reacciones de secuenciación conocidas en la 
técnica para secuenciar de forma directa al menos una porción de un marcador y detectar mutaciones comparando 
la secuencia de la secuencia de la muestra con la correspondiente secuencia de referencia (control). Las reacciones 
de secuenciación ejemplares incluyen las basadas en técnicas desarrolladas por Maxam y Gilbert (Proc. Natl Acad 
Sci USA (1977) 74: 560) o Sanger (Sanger et al. (1977) Proc. Nat. Acad. Sci 74: 5463). También se contempla que, 60 
cuando se realizan los ensayos objeto, pueda utilizarse cualquiera de una diversidad de procedimientos de 
secuenciación automatizados (Biotechniques (1995) 19: 448), incluyendo secuenciación por espectrometría de 
masas (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos Número 5.547.835 y la solicitud de Patente Internacional 
Número de Publicación WO 94/16101, titulada "Secuenciación de ADN por espectrometría de masas" por H. Koster; 
la Patente de Estados Unidos Número 5.547.835 y la solicitud de Patente Internacional Número de Publicación WO 65 
94/21822 titulada "Secuenciación de ADN por espectrometría de masas a través de degradación con exonucleasa" 

E11739469
16-02-2018ES 2 660 149 T3

 



59 

por H. Koster) y la Patente de Estados Unidos Número 5.605.798, y la solicitud de Patente Internacional Número 
PCT/US96/03651 titulada "Diagnóstico de ADN basado en espectrometría de masas" por H. Koster; Cohen et al. 
(1996) Adv Chromatogr 36: 127-162 y Griffin et al. (1993) Appl Biochem Biotechnol 38: 147-159). Será evidente para 
un experto en la materia que, para determinadas realizaciones, necesita determinarse en la reacción de 
secuenciación la aparición de solo una, dos o tres bases de ácido nucleico. Por ejemplo, puede llevarse a cabo un 5 
tramo de A o similar, por ejemplo, en donde solo se detecta un nucleótido. 
 
Aún otros métodos de secuenciación se divulgan en, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos Número 5.580.732 
titulada “Método de secuenciación de ADN empleando una sonda mixta de ADN-cadena polimérica” y la Patente de 
Estados Unidos Número 5.571.676 titulada “Método para la secuenciación de ADN in vitro dirigida por 10 
desapareamiento”. 
En algunos casos, la presencia de un alelo específico de un marcador en el ADN de un sujeto puede demostrarse 
por un análisis de enzima de restricción. Por ejemplo, un polimorfismo de nucleótido específico puede dar como 
resultado una secuencia de nucleótidos que comprende un sitio de restricción que está ausente en la secuencia de 
nucleótidos de otra mutación. 15 
 
En una realización adicional, la protección frente a agentes de escisión (tales como una nucleasa, hidroxilamina o 
tetróxido de osmio y con piperidina) puede utilizarse para detectar las bases desapareadas en heterodúplex de 
ARN/ARN ADN/ADN o ARN/ADN (Myers, et al. (1985) Science 230: 1242). En general, la técnica de “escisión por 
desapareamiento” se inicia proporcionando heterodúplex formados hibridando un ácido nucleico de control, que 20 
opcionalmente está marcado, por ejemplo ARN o ADN, que comprende una secuencia de nucleótidos de una 
mutación marcadora con un ácido nucleico de muestra, por ejemplo ARN o ADN, obtenido de una muestra de tejido. 
Los dúplex bicatenarios se tratan con un agente que escinde regiones monocatenarias del dúplex, tal como dúplex 
formados a base de desapareamientos de pares de bases entre las cadenas de control y de muestra. Por ejemplo, 
los dúplex de ARN/ADN pueden tratarse con ARNasa y los híbridos de ADN/ADN tratarse con nucleasa S1 para 25 
digerir de forma enzimática las regiones desapareadas. En otras realizaciones, los dúplex de ADN/ADN o ARN/ADN 
pueden tratarse con hidroxialmina o tetróxido de osmio y con piperidina para digerir las regiones desapareadas. Tras 
la digestión de las regiones desapareadas, el material resultante se separa entonces por tamaño en geles de 
poliacrilamida desnaturalizantes para determinar si los ácidos nucleicos de control y de muestra tienen una 
secuencia de nucleótidos idéntica o en qué nucleótidos son diferentes. Véase, por ejemplo, Cotton et al (1988) Proc. 30 
Natl Acad Sci USA 85: 4397; Saleeba et al (1992) Methods Enzymol. 217: 286-295. En otra realización, el ácido 
nucleico de control o de muestra está marcado para la detección. 
 
En otra realización, puede identificarse una mutación por cromatografía líquida de alto rendimiento desnaturalizante 
(DHPLC) (Oefner y Underhill, (1995) Am. J. Human Gen. 57: Supl. A266). La DHPLC utiliza cromatografía de par 35 
iónico de fase inversa para detectar los heterodúplex que se generan durante la amplificación de fragmentos de PCR 
a partir de individuos que son heterocigotas en un locus de nucleótidos particular dentro de ese fragmento (Oefner y 
Underhill (1995) Am. J. Human Gen. 57: Supl. A266). En general, los productos de PCR se producen utilizando 
cebadores de PCR que flanquean el ADN de interés. Se lleva a cabo el análisis por DHPLC y los cromatogramas 
resultantes se analizan para identificar modificaciones o deleciones de pares de bases a base de perfiles 40 
cromatográficos específicos (véase O’Donovan et al. (1998) Genomics 52: 44-49). 
 
En otras realizaciones, se utilizan las modificaciones en la movilidad electroforética para identificar el tipo de 
mutación marcadora. Por ejemplo, puede utilizarse polimorfismo de conformación de cadena simple (SSCP) para 
detectar diferencias en la movilidad electroforética entre los ácidos nucleicos mutante y de tipo silvestre (Orita et al. 45 
(1989) Proc Natl. Acad. Sci USA 86: 2766, véase también Cotton (1993) Mutat Res 285: 125-144 y Hayashi (1992) 
Genet Anal Tech Appl 9: 73-79). Los fragmentos de ADN monocatenario de los ácidos nucleicos de muestra y de 
control se desnaturalizan y se permite que renaturalicen. La estructura secundaria de los ácidos nucleicos 
monocatenarios varía según la secuencia y la modificación resultante de la movilidad electroforética permite la 
detección incluso de un único cambio base. Los fragmentos de ADN pueden marcarse o detectarse con sondas 50 
marcadas. La sensibilidad del ensayo puede potenciarse utilizando ARN (en lugar de ADN), en el que la estructura 
secundaria es más sensible a un cambio de secuencia. En otra realización, el método objeto utiliza un análisis de 
heterodúplex para separar moléculas de heterodúplex bicatenarias sobre la base de cambios en la movilidad 
electroforética (Keen et al. (1991) Trends Genet 7: 5). 
 55 
En aún otra realización, la identidad de una mutación de una región polimórfica se obtiene analizando el movimiento 
de un ácido nucleico que comprende la región polimórfica en geles de poliacrilamida que contienen un gradiente 
desnaturalizante, se ensaya utilizando electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) (Myers et al. 
(1985) Nature 313: 495). Cuando se utiliza DGGE como el método de análisis, el ADN se modificará para asegurar 
que no se desnaturaliza de forma completa, por ejemplo, añadiendo un anclaje de GC de aproximadamente 40 pb 60 
de un ADN rico en GC de alta fusión por PCR. En una realización adicional, se utiliza un gradiente de temperatura 
en lugar de un gradiente de agente desnaturalizante para identificar diferencias en la movilidad del ADN de control y 
de muestra (Rosenbaum y Reissner (1987) Biophys Chem 265: 1275). 
 
Los ejemplos de técnicas para detectar diferencias de al menos un nucleótido entre dos ácidos nucleicos incluyen, 65 
pero sin limitación, la hibridación selectiva de oligonucleótidos, la amplificación selectiva o la extensión de cebador 

E11739469
16-02-2018ES 2 660 149 T3

 



60 

selectiva. Por ejemplo, pueden prepararse sondas de oligonucleótido en las cuales el nucleótido polimórfico 
conocido se coloca de forma central (sondas específicas de alelo) y después se hibridan con el ADN diana en 
condiciones que permiten la hibridación solo si se encuentra una coincidencia perfecta (Saiki et al. (1986) Nature 
324: 163); Saiki et al (1989) Proc. Natl Acad. Sci USA 86: 6230 y Wallace et al. (1979) Nucl. Acids Res. 6: 3543). 
Tales técnicas de hibridación de oligonucleótidos específicos de alelo pueden utilizarse para la detección simultánea 5 
de varios cambios de nucleótidos en distintas regiones polimórficas del marcador. Por ejemplo, los oligonucleótidos 
que tienen secuencias de nucleótidos de mutaciones específicas se unen a una membrana de hibridación y esta 
membrana se hibrida después con un ácido nucleico marcado de muestra. El análisis de la señal de hibridación 
revelará después la identidad de los nucleótidos del ácido nucleico de muestra. 
 10 
Como alternativa, puede utilizarse junto con la presente invención la tecnología de amplificación específica de alelos, 
que depende de una amplificación por PCR selectiva. Los oligonucleótidos utilizados como cebadores para la 
amplificación específica pueden portar la mutación de interés en el centro de la molécula (de forma que la 
amplificación depende de una hibridación diferencial) (Gibbs et al. (1989) Nucleic Acids Res. 17: 2437-2448) o en el 
extremo 3’ extremo de un cebador en donde, en condiciones apropiadas, puede impedirse el desapareamiento o 15 
reducirse la extensión de la polimerasa (Prossner (1993) Tibtech 11: 238; Newton et al. (1989) Nucl. Acids Res. 17: 
2503). Esta técnica, también denominada “PROBE” por probe oligo base extension (extensión de bases de 
oligonucleótido de sonda). Además, puede ser conveniente introducir un sitio de restricción nuevo en la región de la 
mutación para crear una detección basada en escisión (Gasparini et al (1992) Mol. Cell Probes 6: 1). 
 20 
En otra realización, la identificación de la mutación se lleva a cabo utilizando un ensayo de ligamiento de 
oligonucleótido (OLA), como se describe, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos Número 4.998.617 y en 
Landegren, U. et al., (1988) Science 241: 1077-1080. El protocolo del OLA usa dos oligonucleótidos que se diseñan 
para que tengan la capacidad de hibridar con secuencias colindantes de una única cadena de una diana. Uno de los 
oligonucleótidos está unido a un marcador de separación, por ejemplo, biotinilado, y el otro está marcado de forma 25 
detectable. Si en una molécula diana se encuentra la secuencia complementaria precisa, los oligonucleótidos 
hibridarán de forma que sus extremos colindan y crean un sustrato de ligamiento. Después, el ligamiento permite 
recuperar los oligonucleótidos marcados utilizando avidina u otro ligando de la biotina. Nickerson, D. A. et al. han 
descrito un ensayo de detección de ácidos nucleicos que combina atributos de la PCR y el OLA (Nickerson, D. A. et 
al., (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 87: 8923-8927. En este método, se utiliza PCR para conseguir la 30 
amplificación exponencial del ADN diana, el cual se detecta después utilizando OLA. 
 
La invención proporciona adicionalmente métodos para detectar polimorfismos de nucleótido único en un marcador. 
Dado que los polimorfismos de nucleótido único constituyen sitios de variación flanqueados por regiones de 
secuencia invariable, su análisis requiere no más que la determinación de la identidad del nucleótido único presente 35 
en el sitio de variación y no es necesario determinar una secuencia génica completa para cada sujeto. Se han 
desarrollado varios métodos para facilitar el análisis de tales polimorfismos de nucleótido único. 
 
En una realización, el polimorfismo de nucleótido único puede detectarse utilizando un nucleótido resistente a 
exonucleasa especializado, como se divulga, por ejemplo, en Mundy, C. R. (Patente de Estados Unidos Número 40 
4.656.127). De acuerdo con el método, se permite que un cebador complementario a la secuencia alélica 
inmediatamente 3’ con respecto al sitio polimórfico hibride con una molécula diana obtenida de un animal o ser 
humano particular. Si el sitio polimórfico en la molécula diana contiene un nucleótido que es complementario al 
derivado del nucleótido resistente a exonucleasa particular presente, entonces el derivado se incorporará en el 
extremo del cebador hibridado. Tal incorporación hace resistente al cebador a una exonucleasa y permite de este 45 
modo su detección. Dado que la identidad del derivado resistente a exonucleasa de la muestra es conocida, un 
hallazgo de que el cebador se ha hecho resistente a exonucleasas revela que el nucleótido presente en el sitio 
polimórfico de la molécula diana era complementario del derivado de nucleótido utilizado en la reacción. Este 
método tiene la ventaja de que no requiere la determinación de grandes cantidades de datos de secuencia ajenos. 
 50 
En otra realización de la presente invención, se utiliza un método basado en solución para determinar la identidad 
del nucleótido de un sitio polimórfico (Cohen, D. et al. Patente Francesa 2.650.840; Sol. PCT N.º WO91/02087). 
Como en el método de Mundy de la Patente de Estados Unidos Número 4.656.127, se emplea un cebador que es 
complementario con las secuencias alélicas inmediatamente 3’ de un sitio polimórfico. El método determina la 
identidad del nucleótido de ese sitio utilizando derivados de didesoxinucleótido marcados, el cual, si es 55 
complementario con el nucleótido del sitio polimórfico se incorporará en el extremo del cebador. 
 
Un método alternativo, conocido como análisis de trozo genético o GBA (forma siglada de genetic bit analysis se 
describe en Goelet, P. et al. (Sol. PCT N.º 92/15712). El método de Goelet, P. et al. utiliza mezclas de terminadores 
marcados y un cebador que es complementario a la secuencia 3’ con respecto a un sitio polimórfico. El terminador 60 
marcado que se incorpora se determina así por el nucleótido presente en el sitio polimórfico, y es complementario a 
este, de la molécula diana que se esté evaluando. En contraste al método de Cohen et al. (Patente Francesa 
2.650.840; Sol. PCT N.º WO91/02087) el método de Goelet, P. et al. es un ensayo de fase heterogénea, en el cual 
se inmoviliza en una fase sólida el cebador o la molécula diana. 
 65 
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Se han descrito varios procedimientos de incorporación de nucleótidos guiada por cebador para ensayar sitios 
polimórficos en el ADN (Komher, J. S. et al., (1989) Nucl. Acids. Res. 17: 7779-7784; Sokolov, B. P., (1990) Nucl. 
Acids Res. 18: 3671; Syvanen, A. -C., et al., (1990) Genomics 8: 684-692; Kuppuswamy, M. N. et al., (1991) Proc. 
Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 88: 1143-1147; Prezant, T. R. et al., (1992) Hum. Mutat. 1: 159-164; Ugozzoli, L. et al., 
(1992) GATA 9: 107-112; Nyren, P. (1993) et al., Anal. Biochem. 208: 171-175). Estos métodos difieren del GBA en 5 
que todos se basan en la incorporación de desoxinucleótidos marcados para discriminar entre bases en un sitio 
polimórfico. En tal formato, dado que la señal es proporcional a la cantidad de desoxinucleótidos incorporados, los 
polimorfismos que aparecen en los recorridos del mismo nucleótido pueden dar como resultado señales que son 
proporcionales a la longitud del recorrido (Syvanen, A.C., et al., (1993) Amer. J. Hum. Genet. 52: 46-59). 
 10 
Para determinar la identidad de la mutación de una región polimórfica emplazada en la región codificante de un 
marcador, pueden utilizarse no obstante otros métodos además de los descritos anteriormente. Por ejemplo, puede 
realizarse la identificación de una mutación que codifica un marcador mutado utilizando un anticuerpo que reconoce 
de forma específica la proteína mutante en, por ejemplo, una inmunohistoquímica o inmunoprecipitación. Los 
anticuerpos frente a marcadores de tipo silvestre o formas mutadas de los marcadores pueden prepararse de 15 
acuerdo con los métodos conocidos en la técnica. 
 
Como alternativa, también se puede medir la actividad de un marcador, tal como la unión a un ligando del marcador. 
Los ensayos de unión son conocidos en la técnica e implican, por ejemplo, la obtención de células del sujeto y la 
realización de experimentos de unión con un ligando marcado para determinar si la unión a la forma mutada de la 20 
proteína difiere de la unión al tipo silvestre de la proteína. 
 
VI. Métodos de exploración ejemplares basados en la inhibición de ALK 
 
La presente invención proporciona adicionalmente métodos para identificar sustancias que inhiben los polipéptidos 25 
ALK (por ejemplo, polipéptidos EML4-ALK), para inhibir de este modo la proliferación, crecimiento, diferenciación, 
apoptosis y/o metástasis de células cancerosas. Los métodos incluyen poner en contacto un compuesto de prueba 
con un polipéptido ALK (por ejemplo, los polipéptidos enumerados en la Tabla 1). En algunas realizaciones, el 
polipéptido ALK comprende una variante (por ejemplo, los polipéptidos enumerados en la Tabla 1) que aumenta el 
riesgo de una respuesta parcial o de falta de respuesta a la inhibición por uno o más inhibidores de ALK. Un 30 
compuesto que es un inhibidor de metástasis tumoral puede identificarse determinando el efecto de un compuesto 
de prueba sobre la actividad de la variante de polipéptido ALK (incluyendo, por ejemplo, la unión a ligando tal como 
la unión a ATP y/o la actividad tirosina quinasa). En un ejemplo particular, un compuesto de prueba que inhibe la 
actividad tirosina quinasa en comparación con la actividad en ausencia del compuesto de prueba identifica el 
compuesto de prueba como un inhibidor de la metástasis tumoral. Si el compuesto inhibe la actividad de una ALK 35 
variante, puede evaluarse adicionalmente su capacidad de inhibir el crecimiento o metástasis tumoral. 
 
En particular, los mutantes activadores de tirosina quinasa, incluyendo los nuevos biomarcadores de la presente 
invención enumerados en la Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK), son útiles para identificar compuestos que 
pueden utilizarse para tratar, mejorar o prevenir neoplasias, por ejemplo, inhibiendo o previniendo la proliferación, 40 
crecimiento, diferenciación, apoptosis y/o metástasis de células cancerosas. La exploración de bibliotecas químicas 
para moléculas que modulen, por ejemplo, inhiban, antagonicen o agonicen, o imiten, son conocidas en la técnica. 
Por ejemplo, las bibliotecas químicas pueden ser bibliotecas de péptidos, bibliotecas de peptidomiméticos, 
bibliotecas sintetizadas de forma química, recombinantes, por ejemplo, bibliotecas de presentación en fagos, y 
bibliotecas basadas en traducción in vitro, otras bibliotecas orgánicas sintéticas no peptídicas. 45 
 
La exploración o creación, identificación y selección de inhibidores de alta afinidad apropiados de un nuevo 
biomarcador de la presente invención enumerado en la Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK) puede realizarse 
mediante una diversidad de métodos. Hablando de forma general, estos puede incluir, pero sin limitación, dos 
estrategias generales. Una estrategia es utilizar el conocimiento estructural sobre la proteína diana para diseñar una 50 
molécula candidata con la que interactuará de forma precisa. Un ejemplo sería el diseño molecular asistido por 
ordenador, en particular basado en la información de estructura-función nueva divulgada en el presente documento 
como la Figura 6. Una segunda estrategia es utilizar bibliotecas de moléculas combinatorias u otras, mediante lo 
cual se explora una gran biblioteca de moléculas por afinidad con respecto a la enzima diana, o la capacidad de 
inhibir la actividad de la enzima diana. En un ejemplo adicional, puede explorarse la capacidad de un panel de 55 
anticuerpos de inhibir la enzima diana. 
 
Algunas realizaciones proporcionadas en el presente documento implican determinar la capacidad de un dado 
compuesto para inhibir un biomarcador nuevo de la presente invención enumerado en la Tabla 1 (por ejemplo, 
mutantes de ALK). Los compuestos de prueba pueden evaluarse para su probable capacidad de tratar lesiones 60 
neoplásicas de forma directa, o de forma indirecta comparando sus actividades frente a compuestos conocidos 
como útiles para tratar una neoplasia. Por ejemplo, la capacidad de los compuestos de prueba para inhibir la unión a 
ligando tal como la unión a ATP y/o la actividad tirosina quinasa frente a los nuevos biomarcadores de la presente 
invención enumerados en la Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK) puede compararse con la de los inhibidores de 
ALK conocidos, tales como PF-02341066 y/o PDD. En un realización, tales compuestos de prueba tendrían al 65 
menos el 100 %, al menos el 99,9 %, al menos el 99,8 %, al menos el 99,7 %, al menos el 99,6 %, al menos el 
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99,5 %, al menos el 99,4 %, al menos el 99,3 %, al menos el 99,2 %, al menos el 99,1 %, al menos el 99 %, al 
menos el 98,5 %, al menos el 98 %, al menos el 97,5 %, al menos el 97 %, al menos el 96,5 %, al menos el 96 %, al 
menos el 95,5 %, al menos el 94 %, al menos el 93,5 %, al menos el 93 %, al menos el 92,5 %, al menos el 92 %, al 
menos el 91,5 %, al menos el 91 %, al menos el 90,5 %, al menos el 90 %, al menos el 89,5 %, al menos el 89 %, al 
menos el 88,5 %, al menos el 88 %, al menos el 87,5 %, al menos el 87 %, al menos el 86,5 %, al menos el 86 %, al 5 
menos el 85,5 %, al menos el 85 %, al menos el 84,5 %, al menos el 84 %, al menos el 83,5 %, al menos el 83 %, al 
menos el 82,5 %, al menos el 82 %, al menos el 81,5 %, al menos el 81 %, al menos el 80,5 %, al menos el 80 %, al 
menos el 79 %, al menos el 78 %, al menos el 77 %, al menos el 76 %, al menos el 75 %, al menos el 74 %, al 
menos el 73 %, al menos el 72 %, al menos el 71 %, al menos el 70 %, al menos el 69 %, al menos el 68 %, al 
menos el 67 %, al menos el 66 %, al menos el 65 %, al menos el 64 %, al menos el 63 %, al menos el 62 %, al 10 
menos el 61 %, al menos el 60 %, al menos el 59 %, al menos el 58 %, al menos el 57 %, al menos el 56 %, al 
menos el 55 %, al menos el 54 %, al menos el 53 %, al menos el 52 %, al menos el 51 %, al menos el 50 % o 
cualquier intervalo intermedio, de inhibición de un biomarcador nuevo de la presente invención enumerado en la 
Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK) con respecto a la de un inhibidor de ALK conocido en las mismas 
condiciones de ensayo. En determinadas realizaciones, las células pueden transfectarse con una construcción que 15 
codifica un biomarcador nuevo de la presente invención enumerado en la Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK), 
ponerse en contacto con un compuesto de prueba que está etiquetado o marcado con un marcador detectable, y 
analizarse la presencia del compuesto de prueba enlazado. En determinadas realizaciones, se observa que las 
células transfectadas se unen al compuesto de prueba en comparación con células que no se han transfectado con 
un biomarcador nuevo de la presente invención enumerado en la Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK), lo que es 20 
una indicación de que el compuesto de prueba se está uniendo a un biomarcador nuevo de la presente invención 
enumerado en la Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK) expresado por esas células. La unión del compuesto se 
determina normalmente mediante uno cualquiera de una amplia diversidad de ensayos conocidos en la técnica, tal 
como ELISA, RIA, y/o ensayos de BIAcore. 
 25 
Los compuestos pueden explorarse para los efectos inhibidores, u otros, sobre la actividad de un biomarcador nuevo 
de la presente invención enumerado en la Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK) utilizando una versión 
recombinante de la enzima expresada o un homólogo u ortólogo aislado de otra especie. Como alternativa, las 
células que expresan uno de estos polipéptidos biomarcadores nuevos pueden tratarse con un compuesto de 
prueba y puede determinarse el efecto del compuesto de prueba sobre la fosforilación de una diana específica, por 30 
ejemplo, utilizando una de las técnicas descritas en el presente documento. En otro ejemplo, se determina la 
actividad tirosina quinasa. Los métodos para determinar la actividad que afecta la fosforilación de la tirosina quinasa 
(por ejemplo, inhibición) son bien conocidos para los expertos en la materia. En algunos ejemplos, la actividad 
tirosina quinasa puede determinarse evaluando la incorporación de un fosfato marcado (tal como un fosfato marcado 
con 32P) en un sustrato que tiene la capacidad de ser fosforilado por un biomarcador nuevo de la presente invención 35 
enumerado en la Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK) (por ejemplo, una proteína o un fragmento peptídico, en 
especial los de los componentes de señalización aguas abajo). En otras realizaciones, puede medirse la actividad 
tirosina quinasa utilizando un kit universal de actividad tirosina quinasa (por ejemplo, Kit Universal Tyrosine Kinase 
Assay (Takara Bio, Inc., Madison, Wis.); Kit Tyrosine Kinase Assay (Millipore, Billerica, Mass.)). 
 40 
En otra realización, se proporcionan métodos de exploración que implican determinar adicionalmente si el 
compuesto reduce el crecimiento de célula tumorales, por ejemplo, células tumorales que se sabe que expresan una 
mutación de tirosina quinasa activada, tal como un biomarcador nuevo de la presente invención enumerado en la 
Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK). Pueden utilizarse diversas líneas celulares, que pueden seleccionarse a 
base del tejido a analizar, que son conocidas para los expertos en la materia (por ejemplo, células BA/F3). Por 45 
ejemplo, muchas líneas celulares están bien caracterizadas y por ejemplo, el United States National Cancer Institute 
(NCI) las utiliza en su programa de exploración de nuevos fármacos antineoplásicos. 
 
Una inhibición significativa y estadísticamente significativa del crecimiento de células tumorales, tal como se produce 
para más de aproximadamente el 50 % a una dosis de 100 μM, 90 μM, 80 μM, 70 μM, 60 μM, 50 μM, 40 μM, 30 μM, 50 
20 μM, 10 μM, 9 μM, 8 μM, 7 μM, 6 μM, 5 μM, 4.5 μM, 4 μM, 3,5 μM, 3 μM, 2,5 μM, 2 μM, 1,5 μM, 1 μM, 900 nM, 
850 nM, 800 nM, 750 nM, 700 nM, 650 nM, 600 nM, 550 nM, 500 nM, 450 nM, 400 nM, 350 nM, 300 nM, 250 nM, 
200 nM, 150 nM, 100 nM, 95 nM, 90 nM, 85 nM, 80 nM, 75 nM, 70 nM, 65 nM, 60 nM, 55 nM, 50 nM, 45 nM, 40 nM, 
35 nM, 30 nM, 25 nM, 20 nM, 15 nM, 10 nM, 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM, 1 nM o por debajo, es adicionalmente 
indicativa de que el compuesto es útil para tratar lesiones neoplásicas. Puede determinarse un valor de CI50 y 55 
utilizarse para fines comparativos. Este valor es la concentración de fármaco necesaria para inhibir el crecimiento de 
células tumorales en un 50 % con respecto al control. 
 
Estos valores pueden adicionalmente aplicarse a otros criterios. Por ejemplo, en otras realizaciones, los métodos de 
exploración proporcionados en el presente documento implican adicionalmente determinar si el compuesto de 60 
prueba induce apoptosis en cultivos de células tumorales. Pueden describirse por criterios morfológicos y 
bioquímicos dos formas distintas de muerte celular: necrosis y apoptosis. La necrosis está acompañada de una 
permeabilidad aumentada de la membrana plasmática, mediante lo cual las células se hinchan y la membrana 
plasmática se rompe al cabo de minutos. La apoptosis está caracterizada por la formación de protuberancias en la 
membrana, la condensación de citoplasma y la activación de endonucleasas endógenas. 65 
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La apoptosis se produce de forma natural durante la renovación normal de los tejidos y durante el desarrollo 
embrionario de los órganos y las extremidades. La apoptosis también puede estar inducida por diversos estímulos, 
incluyendo los linfocitos T citotóxicos y los linfocitos citolíticos naturales, por radiación ionizante y por determinados 
fármacos quimioterapéuticos. Se cree que la regulación inapropiada de la apoptosis desempeña un papel importante 
en muchas afecciones patológicas incluyendo el cáncer, el SIDA o la enfermedad de Alzheimer, etc. 5 
 
Los compuestos de prueba pueden explorarse para la inducción de la apoptosis utilizando cultivos de células 
tumorales mantenidas en las condiciones descritas anteriormente. En algunas ejemplos de tales métodos de 
exploración, el tratamiento de las células con compuestos de prueba implica cultivos pre o posconfluentes y el 
tratamiento durante uno a siete días a diversas concentraciones de los compuestos de prueba. Las células 10 
apoptóticas pueden medirse tanto en las porciones adheridas como en las “flotantes” de los cultivos. Ambas se 
recogen retirando el sobrenadante, tratando con tripsina las células adheridas y combinando ambas preparaciones 
después de una etapa de lavado por centrifugación (10 minutos, 200 rpm). Después del tratamiento con un 
compuesto de prueba, los cultivos pueden evaluarse para apoptosis y necrosis, por ejemplo mediante microscopía 
de fluorescencia seguido de marcaje con naranja de acridina y bromuro de etidio. Los expertos en la materia 15 
conocen muchos métodos para medir células apoptóticas, por ejemplo, se ha descrito un método para medir la 
cantidad de células apoptóticas en Duke y Cohen (Curr. Prot. Immuno., Coligan et al., eds., 3.17.1-3.17.1, 1992). Por 
ejemplo, las células flotantes y adheridas se recogen mediante tratamiento con tripsina y se lavan tres veces en 
PBS. Después se centrifugan alícuotas de las células. Los sedimentos se resuspenden en medio y en una mezcla 
de colorantes que contiene naranja de acridinina y bromuro de etidio preparada en PBS, y se mezcla suavemente. 20 
Después, la mezcla puede colocarse en la platina de un microscopio y examinarse las características morfológicas 
de apoptosis. Además, la apoptosis puede cuantificarse midiendo un aumento de la fragmentación del ADN en las 
células que se han tratado con los compuestos de prueba. Están disponibles inmunoensayos enzimáticos (EIA) 
fotométricos comerciales para la determinación cuantitativa in vitro de fragmentos citoplásmáticos de ADN asociados 
con histonas (mono- y oligonucleosomas) (por ejemplo, ELISA de Detección de Muerte Celular, Boehringer 25 
Mannheim). 
 
En realizaciones adicionales, los métodos de exploración proporcionados en el presente documento incluyen 
adicionalmente determinar si el compuesto de prueba disminuye la metástasis tumoral, por ejemplo, en un modelo 
animal de metástasis. Los métodos de evaluación de metástasis tumoral son bien conocidos en la técnica (véase, 30 
por ejemplo, Khanna y Hunter, Carcinogenesis 26: 513-523, 2005). Un modelo de metástasis implica xenoinjertos de 
humano-ratón, en los cuales se trasplantan líneas celulares o tejidos de cáncer humanos en ratones 
inmunodeficientes (tales como ratones SCID o ratones desnudos). En métodos similares, puede trasplantarse una 
línea celular que se ha diseñado técnicamente para expresar un biomarcador nuevo de la presente invención 
enumerado en la Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK) en un ratón inmunodeficiente. En un ejemplo, se inyectan 35 
células o líneas celulares tumorales de forma directa en la circulación general. El sitio de inyección define en gran 
medida el sitio en el que se desarrolla la metástasis en estos sistemas experimentales. El sitio más común de 
inyección de células tumorales empleado para los modelos de metástasis experimental es la vena lateral de la cola 
de ratones, lo que principalmente da como resultado metástasis pulmonares. Por el contrario, la inyección de células 
tumorales intraesplénica o en la vena porta es el sitio más comúnmente empleado para desarrollar metástasis en el 40 
hígado y la inyección intracardiaca de células puede dar como resultado metástasis en varios sitios, incluyendo el 
hueso. Después de la inyección de células tumorales u otras líneas celulares en la circulación, se controla el 
desarrollo de metástasis en el sitio de interés (tal como pulmón) a lo largo de un periodo de días o semanas. 
 
Otro modelo para evaluar la metástasis tumoral utiliza el trasplante ortotópico, en el que las células cancerosas se 45 
trasplantan en el emplazamiento anatómico o tejido del que se obtuvo el tumor (por ejemplo, por inyección directa o 
implante quirúrgico de fragmentos tumorales). Las metástasis espontáneas que surgen del tumor ortotópico pueden 
evaluarse a lo largo de un periodo de días o semanas. La capacidad de un compuesto de prueba para disminuir o 
prevenir la metástasis tumoral puede evaluarse administrando un compuesto de prueba a un animal después de la 
inyección de células tumorales por vía subcutánea, vía intramuscular o en la circulación, o por trasplante ortotópico. 50 
Puede evaluarse el número, tamaño o tiempo de desarrollo de la metástasis. Un compuesto que inhibe la metástasis 
tumoral puede disminuir el número de metástasis, por ejemplo, en al menos el 10 %, al menos el 20 %, al menos el 
30 %, al menos el 40 %, al menos el 50 %, al menos el 55 %, al menos el 60 %, al menos el 65 %, al menos el 70 %, 
al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 % o incluso el 100 %, en 
comparación con una muestra de control. Un compuesto que inhibe la metástasis tumoral también puede disminuir 55 
el tamaño de la metástasis en comparación con una muestra de control. De forma similar, un compuesto que inhibe 
la metástasis tumoral puede retrasar el inicio de desarrollo de la metástasis, por ejemplo en al menos una semana, 
dos semanas, un mes, seis meses, un año o incluso de forma indefinida. 
 
VII. Inhibidores de ALK ejemplares 60 
 
Los métodos divulgados en el presente documento incluyen la identificación de un sujeto como un candidato para el 
tratamiento con un inhibidor de un biomarcador nuevo de la presente invención enumerado en la Tabla 1 (por 
ejemplo, mutantes de ALK) para inducir la muerte de las células tumorales, reducir el crecimiento tumoral o disminuir 
el riesgo de metástasis tumoral. Los inhibidores de los polipéptidos ALK son conocidos para un experto en la 65 
materia. Por ejemplo, PF-02341066, PDD, 2-metil-11-(2-metilpropil)-4-oxo-4,5,6,11,12,13-hexahidro-2H-indazol[5,4-
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a]pirrol[3,4-c]carbazol-8-il [4-(dimetilamino)benzil]carbamato,(1S,2S,3R,4R)-3-({5-cloro-2-[(1-etil-2,3,4,5-tetrahidro-6-
metoxi-2-oxo-1H-1-benzazepin-7-il)amino]-4-pirimidinil}amino)biciclo[2.2.1]hept-5-en-2-carboxamida y NVP-TAE684 
9, véase, por ejemplo, PNAS 104:270-275, 2007; Choi, Y.L. et al. (2008) Cancer Res. 68: 4971-2976 y Biochemistry 
48: 3600-3609, 2009. 
 5 
EJEMPLIFICACIÓN 
 
La invención se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no deben considerarse como 
limitativos. 
 10 
Ejemplo 1 - Materiales y métodos para los ejemplos 2-4 
 
a. Secuenciación de ADN 
 
Se generaron los ADNc cebados con oligo(dT) a partir de los ARN de muestras de ensayo extraídos con el uso del 15 
sistema EZ1 (Qiagen, Valencia, CA) y se sometieron a una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de 30 ciclos 
(que consistían en 90 ºC durante 10 s y 68 ºC durante 1 min) con ADN polimerasa PrimeSTAR HS (Takara Bio Inc., 
Shiga, Japón) y los cebadores ALK-TK-F (5’-TACAACCCCAACTACTGCTTTGCT-3’) y ALK-TK-R1 (5’-
AGGCACTTTCTCTTCCTCTTCCAC-3’). Los productos de PCR correspondientes al dominio quinasa de la ALK se 
fragmentaron después y se secuenciaron con el Genome Analyzer II (GAII) de Illumina para 76 bases desde ambos 20 
extremos mediante el sistema de secuenciación de extremos emparejados (Illumina, San Diego, CA). Se filtró la 
calidad de los datos de lectura sin procesar a base de la presencia de las secuencias de los cebadores de PCR y un 
valor Q de ≥20 para todas las bases. Las lecturas pasadas por filtro se alinearon después con la secuencia del 
ADNc de ALK con el uso del algoritmo Bowtie (disponible en internet en bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml). 
Para la secuenciación capilar con 3130x1 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA), se prepararon 25 
productos PCR a partir de los ADNc con el mismo conjunto de cebadores o con la combinación de los cebadores 
EA-F-g-S (5’-CCACACCTGGGAAAGGACCTAAAG-3’) y ALK-TK-R2 (5’-CCTCCAAATACTGACAGCCACAGG-3’). 
 
b. EML4-ALK mutante 
 30 
Se insertó un ADNc que codificaba EML4-ALK variante 1 etiquetado con el epítopo FLAG (Soda, M. et al. (2007) 
Nature 448: 561-566) en el vector retrovírico pMX-iresCD8 (Yamashita Y. et al. (2001) J. Biol. Chem. 276: 39012-
39020) para la expresión simultánea de EML4-ALK etiquetada con FLAG y de CD8 de ratón. Los cambios de 
nucleótidos correspondientes a las mutaciones C1156Y y L1196M de ALK se introdujeron en el plásmido de forma 
individual o en combinación para la expresión de EML4-ALK(C1156Y), EML4-ALK(L1196M) o EML4-35 
ALK(C1156Y/L1196M). Los retrovirus recombinantes basados en estos plásmidos se generaron con el uso de la 
línea celular empaquetadora BOSC23 (Pear, W.S. et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 8392-8396) y se 
utilizaron para infectar la línea celular BA/F3, dependiente de interleucina 3 (Palacious, R. et al. (1985) Cell 41: 727-
734). Las células positivas para CD8 resultantes se purificaron con el uso de una columna de separación de células 
miniMACS y perlas magnéticas conjugadas con anticuerpos frente a CD8 (ambas de Miltenyi Biotec, Gladbach, 40 
Alemania). PF-02341066 se obtuvo de Selleck. 
 
Para el examen de la fosforilación de tirosinas de EML4-ALK, se expusieron células BA/F3 que expresaban la 
proteína de fusión a inhibidores de ALK durante 15 h, tras lo cual se inmunoprecipitó EML4-ALK de los lisados 
celulares con anticuerpos frente a FLAG (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y se sometió a análisis por 45 
inmunotransferencia con anticuerpos frente a ALK fosforilada en Tyr1604 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA). 
Se realizó un ensayo de quinasa in vitro a temperatura ambiente durante 30 min como se describe anteriormente 
(Donella-Deana, A. et al. (2005) Biochemistry 44: 8533-8542), con el péptido sintético YFF (Operon Biotechnologies, 
Huntsville, AL). 
 50 
Ejemplo 2 - Mutaciones de ALK nuevas asociadas con la resistencia a los inhibidores de la tirosina quinasa ALK 
 
El paciente era un hombre de 28 años sin antecedentes como fumador y al que se le había diagnosticado un 
adenocarcinoma de pulmón en una fase clínica T4N3M1 en abril de 2008. Dado que el tumor no portaba ninguna de 
las mutaciones de EGFR, el paciente se trató con quimioterapia convencional, lo que dio como resultado una 55 
progresión de la enfermedad con la formación de múltiples metástasis en el cerebro y hueso. En noviembre de 2008, 
la presencia de ARNm para EML4-ALK variante 1 en el tumor se confirmó por análisis por transcripción inversa-PCR 
de esputo así como por análisis de hibridación de fluorescencia in situ de una muestra de ensayo de biopsia. El 
paciente se incorporó así a un ensayo de PF-02341066 y experimentó una notable mejora de su estado general 
(reducción del nivel 4 a 2). Aunque mostró una “respuesta parcial” al tratamiento, no se había erradicado totalmente 60 
su derrame pleural. Tras 5 meses de tratamiento, sin embargo, el tumor comenzó abruptamente a crecer de nuevo, 
dando como resultado un aumento del derrame pleural y la formación de múltiples nódulos cancerosos en ambos 
pulmones. El paciente se retiró del ensayo en mayo de 2009 y después se obtuvo derrame pleural para el análisis 
molecular. 
 65 
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Dado que el tumor reanudó el crecimiento a pesar de la administración sostenida del inhibidor de ALK, se determinó 
si el tumor había adquirido cambios genéticos secundarios que conferían resistencia al fármaco. Además, dado que 
la resistencia a los TKI a menudo es el resultado de mutaciones adquiridas dentro de las quinasas diana, se 
examinó la posibilidad de que la propia EML4-ALK hubiera experimentado cambios de aminoácidos. 
 5 
Estaba disponibles muestras de ensayo de esputo (ID J-#1) y derrame pleural (ID J-#113) para el análisis molecular 
del tumor del paciente antes y después del tratamiento, respectivamente. Dado que la proporción de células 
tumorales en las dos muestras de ensayo podían haber diferido, se utilizó un secuenciador de última generación 
para realizar secuenciación profunda de los ADNc de EML4-ALK obtenidos de estas muestras de ensayo. Los ADNc 
que correspondían al dominio de tirosina quinasa de ALK se amplificaron así a partir de ambas muestras de ensayo 10 
(Figura 1A), se fragmentaron y se sometieron a secuenciación de nucleótidos con el sistema GAII. Para la 
comparación, se analizaron de forma similar una línea celular de CPNM positiva para EML4-ALK, H2228 y otras tres 
muestras de ensayo clínicas positivas también para la proteína de fusión. Se detectó un polimorfismo de nucleótido 
único conocido, rs3795850 en los ADNc de cuatro muestras de ensayo (Figura 1B). Además, el cambio T→C en una 
posición que correspondía al nucleótido 4230 del ADNc de la ALK de tipo silvestre (número de referencia de 15 
GenBank, NM_004304) se detectó con una baja frecuencia (8,9 %) en los ADNc de J-#1. Además, se detectaron 
dos modificaciones nuevas, los cambios G→A y C→A en las posiciones que correspondían a los nucleótidos 4374 y 
4493 del ADNc de ALK de tipo silvestre, con frecuencias del 41,8 y 14,0 %, respectivamente, en los ADNc de J-
#113. No hubo otras modificaciones recurrentes (presentes en ≥5 % de las lecturas) en los ADNc del dominio 
quinasa obtenidos de cualquiera de las muestras de ensayo. 20 
 
Estos cambios de nucleótidos se confirmaron posteriormente utilizando un secuenciador de Sanger. Para excluir la 
posibilidad de que las mutaciones hubiesen aparecido en la ALK de tipo silvestre endógena en lugar de en EML4-
ALK, también se realizó PCR con un cebador directo dirigido al ADNc de EML4 de forma que solo se amplificara el 
ADNc de fusión (Figura 1A). El cambio T4230C no se detectó entre los cientos de ADNc de fusión obtenidos de J-25 
#1, lo que indica que era un artefacto que surgió en la PCR inicial o en la etapa de secuenciación por GAII. 
 
Sin embargo, ambos cambios G4374A y C4493A se confirmaron fácilmente mediante secuenciación de Sanger. 
Entre los 73 clones de ADNc de fusión secuenciados para J-#113, 34 clones (46,6 %) eran positivos para G4374A, 
11 (15,1 %) eran positivos para C4493A y el resto (38,4 %) eran del tipo de silvestre (Figura 1C). Mientras que el 30 
análisis por PCR cubría ambas posiciones de nucleótidos en los mismos productos, ninguno de los productos 
contuvo ambas mutaciones, lo que indica que cada mutación apareció de forma independiente. Los fragmentos 
genómicos que abarcaban las posiciones G4374 o C4493 también se amplificaron por PCR y se sometieron a 
secuenciación de nucleótidos, dando como resultado la confirmación de cada cambio en el genoma tumoral (Figura 
2). 35 
 
Las sustituciones G4374A y C4493A dan como resultado los cambios Cys→Tyr y Leu→Met en las posiciones que 
corresponden a los aminoácidos 1156 y 1196, respectivamente, de la ALK humana de tipo silvestre. 
 
Ejemplo 3 - Las mutaciones de ALK nuevas confieren resistencia a inhibidores de la tirosina quinasa ALK 40 
 
A continuación, se examinó si tales cambios de aminoácidos afectan la sensibilidad de EML4-ALK a los inhibidores 
de ALK. Se expresaron de forma individual EML4-ALK de tipo silvestre, los mutantes simples EML4-ALK(C1156Y) y 
EML4-ALK(L1196M) y el doble mutante EML4-ALK(C1156Y/L1196M) en células BA/F3 y las células se expusieron 
después a inhibidores de ALK. PF-02341066 inhibió de una manera dependiente de la concentración el crecimiento 45 
de las células BA/F3 que expresaban EML4-ALK de tipo silvestre (Figura 4A). Por el contrario, las células que 
expresaban los mutantes C1156Y o L1196M manifestaron una sensibilidad a este fármaco notablemente reducida, 
mostrando repetidos experimentos que las células BA/F3 que expresaban EML4-ALK(L1196M) eran más resistentes 
a PF-02341066 que las que expresaban EML4-ALK(C1156Y) (Figura 3). La presencia de ambas mutaciones no dio 
como resultado un efecto aditivo sobre la resistencia de las células a PF-02341066. Por lo tanto, estos datos 50 
demostraron que las mutaciones C1156Y y L1196M confieren cada una resistencia a este fármaco. 
 
Se examinó la fosforilación de tirosinas de EML4-ALK mediante análisis de inmunotransferencia con anticuerpos 
específicos para ALK fosforilada en Tyr1604. Aunque la exposición de las células BA/F3 a PF-02341066 inhibió 
notablemente la fosforilación de tirosinas en EML4-ALK de tipo silvestre, no tuvo efecto sustancial sobre la de EML4-55 
ALK(C1156Y) o EML4-ALK(L1196M) (Figura 4B). De forma coherente con esos hallazgos, un ensayo de quinasa in 
vitro reveló que los mutantes C1156Y y L1196M de EML4-ALK eran menos sensibles a la inhibición de la actividad 
enzimática por PF-02341066 que la proteína de tipo silvestre (Figura 4C). Como fue el caso para la inhibición del 
crecimiento celular (Figura 4A), el mutante L1196M era más resistente a la inhibición de la actividad quinasa por PF-
02341066 que el mutante C1156Y (Figura 4C). 60 
 
Ejemplo 4 - Relaciones de estructura-función entre las mutaciones de ALK nuevas y la resistencia a los inhibidores 
de la tirosina quinasa ALK 
 
La Figura 5 muestra las posiciones Cys1156 y Leu1196 en un modelo de estructura tridimensional del dominio 65 
quinasa de ALK basado en la estructura cristalina de una quinasa relacionada, el receptor insulina. El anterior resto 
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se posiciona de forma adyacente al extremo amino de la hélice αC predicha así como cerca de la cubierta superior 
del bolsillo de unión a ATP. No se han informado mutaciones activadoras en esta posición en otras tirosina quinasas. 
Leu1196 de ALK corresponde a Thr315 de ALB1 y Thr790 de EGFR, cada una de las cuales es el sitio de 
mutaciones adquiridas más frecuentes que confieren resistencia a los TKI en estas quinasas (Deininger, M. et al. 
(2005) Blood 105: 2640-2653; Linardou, H. et al. (2009) Nat. Rev. Clin. Oncol. 6: 352-366). Este sitio “guardián” se 5 
emplaza en la superficie del fondo del bolsillo de unión a ATP (Figura 5) y se sabe que la presencia en esta posición 
de un aminoácido con una cadena lateral voluminosa interfiere con la unión de muchos de TKI (Shah, N.P. et al. 
(2002) Cancer Cell 2: 117-125; Tsao, M.S. et al. (2005) N. Engl. J. Med. 353: 133-144). 
 
Por lo tanto, se identificaron dos mutaciones de novo dentro del dominio quinasa de EML4-ALK que confieren 10 
resistencia a múltiples inhibidores de ALK. Dado que no se observaron ADNc de EML4-ALK que portaban ambas 
mutaciones, se cree que cada mutación se desarrolló de forma independiente en distintos subclones del tumor. 
 
Sin ceñirse a teoría alguna, dado que los ADNc preparados de esputo del paciente antes del tratamiento no 
contenían cambios de nucleótidos que correspondían con las mutaciones C1156Y o L1196M, es probable que los 15 
subclones del tumor adquirieran las mutaciones de novo durante el tratamiento con PF-02341066. Sin embargo, 
debido a que el derrame pleural no pudo examinarse antes del tratamiento, no puede excluirse de forma completa la 
posibilidad de que las células tumorales que portaban los mutantes C1156Y o L1196M estuvieran ya presentes en el 
derrame pleural en la admisión inicial del paciente. Si este era el caso, el tumor podría haber adquirido otras 
mutaciones, aún desconocidas, durante el periodo de tratamiento de 5 meses con PF-02341066 que permitieran su 20 
posterior crecimiento rápido. Sin embargo, los subclones de células tumorales con las mutaciones C1156Y o 
L1196M deberían haber sido resistentes al tratamiento inicial y deberían haberse expandido durante el curso del 
tratamiento. Por el contrario, no hubo signos de expansión tumoral en el paciente durante al menos 5 meses, 
indicando que las mutaciones C1156Y y L1196M se desarrollaron durante el tratamiento con PF-02341066. Esta 
idea está avalada adicionalmente por el hecho de que la mutación T790M de EGFR, que confiere resistencia a 25 
gefitinib o erlotinib, se detecta frecuentemente en pacientes tratados anteriormente con los TKI pero raramente se 
encuentra en individuos no tratados (Pao, W. et al. (2005) PLoS Med. 2:e73). 
 
Se han detectado sustituciones de aminoácidos en la posición de guardián de varias tirosina quinasas en tumores 
tratados con TKI (Kobayashi, S. et al. (2005) N. Engl. J. Med. 352: 786-792; Pao, W. et al. (2005) PLoS Med. 2:e73; 30 
Shah, N.P. et al. (2002) Cancer Cell 2: 117-125; Cools, J. et al. (2003) N. Engl. J. Med. 348: 1201-1214; Tamborini, 
E. et al. (2004) Gastroenterology 127: 294-299). Mientras que no se han informado anteriormente mutaciones en 
este sitio para EML4-ALK o ALK, se han examinado recientemente los efectos de diversas sustituciones artificiales 
de aminoácidos en la posición de guardián de NPM-ALK, otra oncoquinasa de tipo fusión para ALK (Lu, L. et al. 
(2009) Biochemistry 48: 3600-3609). De forma coherente con el presente análisis de células tumorales in vivo, se 35 
descubrió que la introducción de una Met en esta posición hace que NPM-ALK sea más resistente a múltiples 
inhibidores de ALK. 
 
En contraste con las sustituciones del guardián, no se han informado para otras tirosina quinasas mutaciones 
activadoras en la posición inmediatamente amino terminal con respecto a la hélice αC (Cys1156 en ALK). Aunque se 40 
describió en un caso de CPNM un cambio Thr→Ile en la correspondiente posición de EGFR, no se examinó su 
importancia para la sensibilidad a fármacos (Tsao, M.S. et al. (2005) N. Engl. J. Med. 353: 133-144). La importancia 
de la hélice αC para la regulación alostérica de la actividad enzimática se ha demostrado para las serina-treonina 
quinasas (Hindie, V. et al. (2009) Nat. Chem. Biol. 5: 758-764). Un cambio en la Cys1156 de ALK podría, por lo 
tanto, interferir alostéricamente con la unión del TKI o la Cys1156 podría estar directamente implicada en la 45 
interacción física entre el dominio quinasa y los TKI. 
 
Equivalentes 
 
Los expertos en la materia reconocerán o tendrá la capacidad de determinar, utilizando no más que experimentación 50 
de rutina, muchos equivalentes de las realizaciones específicas de la presente invención descrita en el presente 
documento. 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un método para identificar a un sujeto que tiene cáncer o en riesgo de desarrollar un cáncer, como que tiene un 
riesgo aumentado de falta de respuesta al tratamiento con un inhibidor de ALK, que comprende: 
 5 
 analizar una muestra obtenida del sujeto para detectar la presencia de una o más moléculas de polinucleótido 

ALK mutantes que codifican un polipéptido ALK mutante, que comprende una mutación en una posición que 
corresponde a la posición 1156 de la ALK humana de tipo silvestre o para detectar la presencia de uno o más 
polipéptidos ALK mutantes que comprenden una mutación en una posición que corresponde a la posición 1156 
de la ALK humana de tipo silvestre, 10 

 en el que la presencia de las una o más moléculas de polinucleótido de ALK mutantes o polipéptidos ALK 
mutantes indica que el sujeto tiene un riesgo aumentado de falta respuesta al tratamiento con el inhibidor de 
ALK. 

 
2. El método de la reivindicación 1, en el que el sujeto no ha sido tratado anteriormente con un inhibidor de ALK, o 15 
ha sido tratado anteriormente con un inhibidor de ALK y ha desarrollado al menos una resistencia parcial al inhibidor 
de ALK. 
 
3. El método de la reivindicación 1, en el que el cáncer se selecciona del grupo que consiste en linfoma anaplásico 
de células grandes, neuroblastoma, cáncer de mama, cáncer colorrectal, tumores miofibroblásticos inflamatorios y 20 
cánceres de pulmón no microcíticos. 
 
4. El método de la reivindicación 1 o 2, en el que el inhibidor de ALK se selecciona del grupo que consiste en PF-
02341066, PDD, 2-metil-11-(2-metilpropil)-4-oxo-4,5,6,11,12,13-hexahidro-2H-indazol[5,4-a]pirrol[3,4-c]carbazol-8-il 
[4-(dimetilamino)benzil]carbamato, (1S,2S,3R,4R)-3-({5-cloro-2-[(1-etil-2,3,4,5-tetrahidro-6-metoxi-2-oxo-1H-1-25 
benzazepin-7-il)amino]-4-pirimidinil}amino)biciclo[2.2.1]hept-5-en-2-carboxamida y NVP-TAE684. 
 
5. El método de la reivindicación 1, en el que la muestra se selecciona del grupo que consiste en esputo, lavado 
broncoalveolar, derrame pleural, tejido, sangre entera, suero, plasma, raspado bucal, saliva, líquido cefalorraquídeo, 
orina, heces, células tumorales en circulación, ácidos nucleicos en circulación y médula ósea. 30 
 
6. El método de la reivindicación 5, en el que la muestra es tejido; y el tejido es un tejido tumoral o canceroso. 
 
7. El método de la reivindicación 1, en el que la muestra comprende células. 
 35 
8. El método de la reivindicación 1, en el que las una o más moléculas de polinucleótido o polipéptidos de ALK 
mutantes se seleccionan del grupo que consiste en moléculas de polinucleótido de ALK mutantes que codifican una 
proteína ALK mutante que comprende una mutación Cys1156Tyr y polipéptidos ALK mutantes que comprenden un 
mutación Cys1156Tyr. 
 40 
9. El método de la reivindicación 1, en el que las una o más mutaciones de ALK se evalúan por un ensayo de 
hibridación de ácidos nucleicos o por reacción en cadena de la polimerasa. 
 
10. El método de la reivindicación 1, en el que la presencia de los uno o más polipéptidos ALK se detecta utilizando 
un reactivo que se une de forma específica a uno o más polipéptidos ALK, de forma opcional, en el que el reactivo 45 
se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo, un derivado de anticuerpo y un fragmento de anticuerpo. 
 
11. El método de la reivindicación 1, en el que las una o más mutaciones de ALK se evalúan en un primer punto 
temporal y al menos un punto temporal posterior. 
 50 
12. El método de la reivindicación 1, en el que la muestra comprende ADN genómico de estirpe germinal o somático. 
 
13. Un método in vitro de determinación de si un compuesto de prueba modula la actividad de uno o más 
polipéptidos ALK mutantes que comprende: 
 55 
 (a) poner en contacto células de mamífero transfectadas con una construcción que codifica los uno o más 

polipéptidos ALK mutantes que comprenden una mutación en una posición que corresponde a la posición 1156 
de la ALK humana de tipo silvestre con el compuesto de prueba; y  

 (b) evaluar la actividad del uno o más polipéptidos ALK mutantes en las células de mamífero, en las que la 
actividad modulada de forma significativa en presencia del compuesto de prueba con respecto a un experimento 60 
de control identifica al compuesto de prueba como un modulador de los uno o más polipéptidos ALK mutantes. 

 
14. El método de la reivindicación 13, en el que los uno o más polipéptidos mutantes son polipéptidos ALK mutantes 
que comprenden una mutación Cys1156Tyr. 
 65 
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15. El método de la reivindicación 13 o 14, en el que el control comprende células de mamífero que expresan un 
polipéptido ALK de tipo silvestre y, de forma opcional, en el que la actividad del uno o más polipéptidos ALK 
mutantes se seleccionan del grupo que consiste en: unión a ATP, actividad tirosina quinasa, proliferación de células 
cancerosas, crecimiento tumoral, número de tumores, apoptosis y metástasis tumoral. 
 5 
16. El método de la reivindicación 13 o 14, en el que el experimento de control comprende células de mamífero que 
expresan los uno o más polipéptidos ALK mutantes en ausencia del compuesto de prueba, de forma opcional, en el 
que la actividad de los uno o más polipéptidos ALK mutantes se selecciona del grupo que consiste en: unión a ATP, 
actividad tirosina quinasa, proliferación de células cancerosas, crecimiento tumoral, número de tumores, apoptosis y 
metástasis tumoral. 10 
 
17. Uso de una molécula de polinucleótido de ALK mutante que codifica un polipéptido ALK mutante que comprende 
una mutación en una posición que corresponde a la posición 1156 de la ALK humana de tipo silvestre o el uso de un 
polipéptido ALK mutante que comprende una mutación en una posición que corresponde a la posición 1156 de la 
ALK humana de tipo silvestre en un método de diagnóstico in vitro del riesgo aumentado de un sujeto de falta 15 
respuesta a un tratamiento con un inhibidor de ALK. 
 
18. El uso de una molécula de polinucleótido de ALK mutante o el uso de una molécula de polipéptido ALK mutante 
de acuerdo con la reivindicación 17, en el que la molécula de polinucleótido de ALK mutante o el polipéptido mutante 
se selecciona del grupo que consiste en una molécula de polinucleótido de ALK mutante que codifica una proteína 20 
ALK mutante que comprende una mutación Cys1156Tyr y polipéptidos ALK mutantes que comprenden una 
mutación Cys1156Tyr. 
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