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DESCRIPCION
Identificacion, evaluacion y terapia de canceres con resistencia innata o adquirida a inhibidores de ALK
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el derecho de prioridad para la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos numero
de serie 61/337.465, presentada el 4 de febrero de 2010.

Antecedentes de la invencion

Las tirosina quinasas son una clase de enzimas que catalizan la fosforilacién 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 desempefian papeles criticos en la transduccién de sefiales para una serie de funciones celulares,
incluida la proliferacion celular, la carcinogénesis y la diferenciacion celular.

EML4-ALK es una proteina tirosina quinasa de tipo de fusion que esta presente en ~ 5% de los casos de cancer de
pulmén no microcitico (CPNM) y que se genera como resultado de una pequefia inversion 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).

La EML4-ALK experimenta una dimerizacion constitutiva como resultado de la interaccidon entre el dominio de
superhélice dentro de la regién de EML4 de cada mondmero y, de ese modo, adquiere una actividad oncogénica
pronunciada. Los ratones transgénicos que expresan EML4-ALK, de forma especifica en células epiteliales de
pulmén, desarrollan cientos de nédulos de adenocarcinoma en ambos pulmones poco después del nacimiento, y la
administracion oral de un inhibidor especifico de la actividad de tirosina quinasa de ALK erradica rapidamente tales
nédulos 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
fusion, y respaldan ain mas la factibilidad de la terapia direccionada de forma molecular con inhibidores de ALK
para este cancer. Por ejemplo, estdn en curso ensayos clinicos 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
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.

Ademas de PF-02341066, se ha demostrado que otros inhibidores de tirosina quinasa (los TKI) poseen una
actividad terapéutica pronunciada en pacientes con cancer. El mesilato de imatinib, un TKI para ABL1 y KIT, por
ejemplo, mejora notablemente el resultado de individuos con leucemia mieloide crénica positiva para la quinasa de
fusion 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). Ademas, gefitinib y
erlotinib, que son los TKI para el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), son eficaces en el
tratamiento del CPNM asociado con la activacion 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 unién a ATP, dando como resultado la
obstaculizacién de la unién 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: €73 ; Shah, NP et al. (2002) Cancer Cell 2: 117 -
125). El documento W0O2010/132888 divulga métodos y composiciones para detectar la presencia de un cancer 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.

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 expresion y/o actividad anémala.

Sumario de la invencién
La materia objeto de la proteccion cuya proteccion se busca es la definida en las reivindicaciones.

La presente divulgacion proporciona, al menos, métodos para la identificacion y evaluacion del cancer basandose en
la identificacion de una nueva mutacion (o mutaciones) de la quinasa del linfoma anaplasico (ALK) que confiera
resistencia a inhibidores de la ALK conocidos. Tales mutaciones de ALK también son importantes desde el punto de
vista clinico para la identificacién de composiciones farmacéuticas que tienen la capacidad de encajar en el bolsillo
de union a ATP andmalo generado por la mutacién (o mutaciones) de la ALK e inhibir la actividad de la ALK.
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En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para identificar a un sujeto que tiene cancer o en riesgo
de desarrollar un cancer 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 mas moléculas de polinucleétido de
ALK mutantes que codifican un polipéptido ALK mutante que comprende una mutacién en una posicion que
corresponde a la posicion 1156 de la ALK humana de tipo silvestre o para detectar la presencia de uno o més
polipéptidos ALK mutantes que comprenden una mutacidon en una posicion que corresponde a la posicion 1156
de la ALK humana de tipo silvestre,

en el que la presencia de una o mas moléculas de polinucleétido de ALK mutantes o polipéptidos de ALK
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 invencion proporciona un método in vitro para determinar si un compuesto de prueba
modula la actividad de uno o mas polipéptidos de ALK mutantes, que comprende:

(a) poner en contacto células de mamifero transfectadas con una construccién que codifica el uno o mas
polipéptidos ALK mutantes que comprenden una mutacidon en una posicion que corresponde a la posicion 1156
de la ALK humana de tipo silvestre con el compuesto de prueba; y

(b) evaluar las células de mamifero para la actividad del uno o mas 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 mas polipéptidos ALK mutantes.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona el uso de una molécula de polinucleétido ALK mutante que
codifica un polipéptido ALK mutante que comprende una mutaciéon en una posicién que corresponde a la posicion
1156 de la ALK humana de tipo silvestre o el uso de un polipéptido ALK mutante que comprende una mutacién en
una posicién que corresponde a la posiciéon 1156 de la ALK humana de tipo silvestre, en un método in vitro de
diagndstico del riesgo aumentado de un sujeto de falta de respuesta a un tratamiento con un inhibidor de ALK.

En algunas realizaciones de cualquier aspecto de la presente invencion, 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-
pirimidinil}amino)biciclo[2.2.1]hept-5-en-2-carboxamida y NVP-TAE684). En oftras realizaciones, el cancer se
selecciona del grupo que consiste en linfoma anaplasico de células grandes, neuroblastoma, cancer de mama,
cancer colorrectal, tumores miofibroblasticos inflamatorios y canceres de pulmén no microcitico. En aun otras
realizaciones, la muestra se selecciona del grupo que consiste en esputo, lavado broncoalveolar, derrame pleural,
tejido, sangre completa, suero, plasma, raspado bucal, saliva, liquido cefalorraquideo, orina, heces, células
tumorales en circulacion, acidos nucleicos en circulacion y médula 6sea. En otras realizaciones mas, la muestra
comprende células o tejido. En algunas realizaciones, el tejido es un tejido tumoral o canceroso. En otras
realizaciones, la una o mas moléculas de polinucleétidos o polipéptidos de ALK mutantes se seleccionan del grupo
que consiste en las moléculas de polinucleétidos o polipéptidos de ALK mutantes enumerados en la Tabla 1. En aun
otras realizaciones, la una o mas mutaciones de ALK se evaluan mediante un ensayo de hibridacion de acidos
nucleicos. En otras realizaciones mas, la una o mas mutaciones de ALK se evalian mediante reaccion en cadena de
la polimerasa. En otras realizaciones, el nivel de expresion del uno o mas polipéptidos ALK se detecta usando un
reactivo que se une de forma especifica a uno o mas polipéptidos ALK (por ejemplo, un anticuerpo, un derivado de
anticuerpo y un fragmento de anticuerpo). En aun otras realizaciones, la cantidad, estructura y/o actividad del uno o
mas polipéptidos ALK mutantes se compara con una muestra de control. En aun otras realizaciones, la una o mas
mutaciones de ALK se evaltan en un primer punto temporal y en al menos un punto temporal posterior. En otras
realizaciones, la muestra comprende ADN de estirpe germinal o genémico somatico.

La presente divulgacion proporciona un método para tratar a un paciente que tiene cancer, o en riesgo de desarrollar
cancer, que comprende recoger una muestra del paciente, analizar la muestra para detectar la presencia de una o
mas moléculas de polinucledtido 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-oxo0-4,5,6,11,12,13-hexahidro-2H -indazol
[5,4-a]pirrol[3,4-c]carbazol-8-il[4-(dimetilamino)benciljcarbamato, (1S,2S,3R,4R)-3-({5-cloro-2-[(1-etil-2,3,4,5-
tetrahidro-6-metoxi-2-oxo-1H-1-benzazepin-7-il)Jamino]-4-pirimidinil}amino)biciclo[2.2.1]hept-5-en-2-carboxamida vy
NVP-TAEG684. 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 divulgacién proporciona un kit para determinar la quimiosensibilidad al tratamiento con un inhibidor de

ALK de un paciente con cancer, que comprende: un reactivo que se une de forma especifica a una o mas moléculas
de polinucledtido 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 mas sondas de
polinucledtido, cada una de las cuales comprende una secuencia de polinucleétido que es complementaria a una
secuencia de nucleétidos enumerada en la Tabla 1 o complementaria a una secuencia de nucledtidos que codifica
un polipéptido enumerado en la Tabla 1 (por ejemplo, oligonucleétidos, moléculas de ADNc, moléculas de ARN y
sondas de genes sintéticas que comprenden nucleobases). En otras realizaciones mas, las sondas comprenden
polinucledtidos de aproximadamente 50 a 10" nucledtidos de longitud. En aun 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 mas secuencias de polinucleétido enumeradas en la Tabla 1.

La presente divulgacion proporciona un método para determinar si un compuesto de prueba modula la actividad de
uno o mas polipéptidos ALK mutantes, que comprende poner en contacto células de mamifero transfectadas con
una construccion que codifica el uno o mas polipéptidos ALK mutantes con el compuesto de prueba y evaluar las
células de mamifero para la actividad del uno o mas 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 mas polipéptidos ALK mutantes. En algunas realizaciones, la
una o mas moléculas de polinucleétido o polipéptidos de ALK mutantes se seleccionan del grupo que consiste en las
moléculas de polinucleétido o polipéptidos de ALK mutantes enumeradas en la Tabla 1. En otras realizaciones, el
control comprende células de mamifero que expresan un polipéptido ALK de tipo silvestre seleccionado del grupo
que consiste en los polipéptidos enumerados en la Tabla 1. En aun otras realizaciones, la actividad del uno o mas
polipéptidos ALK mutantes se selecciona del grupo que consiste en unién a ATP, actividad de tirosina quinasa,
proliferacion de células cancerosas, crecimiento tumoral, nimero de tumores, apoptosis y metastasis tumoral. En
aun otras realizaciones, el experimento de control comprende células de mamifero que expresan el uno o mas
polipéptidos ALK mutantes en ausencia del compuesto de prueba, determinado por, por ejemplo, la actividad del uno
0 mas polipéptidos ALK mutantes (por ejemplo, unién a ATP, actividad de tirosina cinasa, proliferacion de células
cancerosas, crecimiento tumoral, niumero de tumores, apoptosis y metastasis tumoral).

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa las mutaciones de ALK nuevas de la presente invencién asociadas con la resistencia a
inhibidores de la tirosina quinasa ALK. La Figura 1A muestra una representacion esquematica de la proteina
EML4-ALK. Se muestran las posiciones de dos mutaciones de novo en el dominio quinasa y las de los cebadores
de PCR para la amplificacién del dominio quinasa o los ADNc de fusion se indican mediante las flechas negras y
blancas superiores, respectivamente. La Figura 1B muestra los resultados de la secuenciacion profunda de los
ADNCc del dominio quinasa de ALK. Los productos de PCR de ~1000 pb de la linea 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 GAll.
Los numeros para la cobertura de lectura total (Total) y las lecturas no coincidentes (no coincidente) se muestran
en cada posicion de los ADNc del dominio quinasa con rombos azules y rojos, respectivamente. Los recuadros
muestran vistas ampliadas para la region 5' de los ADNc para J-#1 y J-#113 (representados por rectangulos
verdes). La Figura 1C muestra electroforetogramas para los clones de ADNc de ALK que rodean las posiciones
G4374 y C4493. La PCR se realizé con ADNc preparados a partir de esputo obtenido antes del tratamiento
(Inicial) y de las células del derrame pleural obtenido después de la recaida (Recaida). Los nucleétidos A
sustituidos se muestran en rojo.

La Figura 2 representa secuencias gendmicas que rodean las posiciones que corresponden a G4374 y C4493
del ADNc de ALK. EI ADN genodmico aislado de células del derrame pleural del paciente se someti6 a PCR
durante 35 ciclos de 94 °C durante 15 s, 60 °C durante 30 s y 68 °C durante 2 min, con Tag ADN polimerasa
Platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA) y los siguientes cebadores (5-GGTAAGAAGTGGCTCACTCTTGAG-3' vy
5-CACAACAACTGCAGCAAAGACTGG-3’), y los productos se ligaron en el pldsmido pT7Blue-2 (Takara Bio).
Después, los insertos de los plasmidos se secuenciaron con el Analizador Genético 3130x1, lo que dio como
resultado la identificacién de clones de PCR que contenian los cambios G4374A (panel izquierdo) o C4493A
(panel derecho). Los nucledtidos 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
48 h, después de lo cual se examiné la morfologia celular mediante microscopia de contraste de fase. Barra de
escala, 20 ym.

La Figura 4 representa propiedades de las mutaciones de ALK nuevas de la presente invencién asociadas con la
resistencia a los inhibidores de la tirosina quinasa ALK. La Figura 4A muestra el nimero de células BA/F3 que
expresan EML4-ALK (tipo silvestre), EML4-ALK(C1156Y), EML4-ALK(L1196M) o el doble mutante EML4-
ALK(C1156Y/L1196M) contadas después de la incubacion de 5x10° 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 fosforilacion de tirosina de las formas de tipo
silvestre o mutantes de EML4-ALK. Las células BA/F3 que expresan la EML4-ALK de tipo silvestre etiquetada

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 660 149 T3

con FLAG o sus mutantes se expusieron a las concentraciones indicadas de PF-02341066 durante 15 h, tras lo
cual se inmunoprecipitd EML4-ALK a partir de lisados celulares y se sometié a analisis por inmunotransferencia
con anticuerpos especificos para ALK fosforilada en Tyr1604 o para el epitopo 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
Eartir de células BA/F3 (no expuestas a un inhibidor de ALK). Los inmunoprecipitados se incubaron con [y-
PJATP, un péptido sintético y las concentraciones indicadas de PF-02341066. La fosforilacion de los
inmunoprecipitados del sustrato peptidico se sometié por separado a analisis por inmunotransferencia con
anticuerpos frente a FLAG (panel inferior).

La Figura 5 representa un modelo de estructura tridimensional para el dominio quinasa de ALK. Las posiciones
de aminoéacido de ALK se superpusieron en la estructura cristalina del receptor de insulina con un analogo 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 proteina observada desde el lado izquierdo del modelo del panel izquierdo.
Las hélices a ¥ las ldaminas B se muestran en magenta y naranja, respectivamente. También se indican las
posiciones Cys 156 y Leu'"®® de la hélice aC.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se basa, al menos en parte, en la identificacion de regiones especificas del genoma, que
incluyen, por ejemplo, mutaciones de la quinasa del linfoma anaplasico (ALK), asociadas con la prediccion de la
eficacia de los inhibidores de ALK en el tratamiento del cancer. 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 divulgacion proporciona adicionalmente métodos para identificar tales regiones gendmicas especificas
usando técnicas conocidas en la técnica, que incluyen, pero sin limitacion, micromatrices basadas en
oligonucledtidos (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 reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y en secuenciacion directa. La presente invencidon proporciona adicionalmente
kits de diagnéstico para su uso en los métodos.

Varios aspectos de la presente invencién se describen con mas detalle en las siguientes subsecciones.
I. Definiciones

Los articulos "un" y "una" se usan en el presente documento para referirse a uno o mas de uno (es decir, a al menos
uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento" significa un elemento o mas de un
elemento.

La expresion "cantidad modificada" de un marcador o "nivel modificado" de un marcador se refiere a un nimero de
copias aumentado o disminuido de un marcador o regién cromosémica, tales como mutaciones y/o productos
génicos del gen ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos en la Tabla 1), y/o el nivel de expresién aumentado o
disminuido de un gen o genes marcadores particulares en una muestra de cancer, en comparacion con el nivel de
expresion o el numero de copias del marcador en una muestra de control. La expresién "cantidad modificada" de un
marcador también incluye un nivel de proteina aumentado o disminuido de un marcador en una muestra, por
ejemplo, una muestra de cancer, en comparacion con el nivel de proteina del marcador en una muestra de control
normal.

La expresioén "nivel alterado de expresion" 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 expresion o nimero de copias de un marcador en una
muestra de prueba, tal como una muestra obtenida de un paciente que padece cancer, que es mayor 0 menor que el
error tipico del ensayo empleado para evaluar la expresion o el numero 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
mas veces el nivel de expresion o el numero 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 expresion promedio o numero 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 expresién es mayor o menor que el error tipico del ensayo empleado para evaluar la
expresion o el numero de copias, y es al menos dos veces, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al
menos diez o mas veces el nivel de expresion o nimero 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 expresion o numero 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.
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El término "actividad modificada" de un marcador se refiere a una actividad de un marcador que estda aumentada o
disminuida en una enfermedad, por ejemplo, en una muestra de cancer, en comparacién 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 expresion modificada del marcador, el nivel modificado de proteina del marcador, la estructura
modificada del marcador o, por ejemplo, una interacciéon modificada con otras proteinas implicadas en la misma ruta
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 proteina creadora, por ejemplo, mutaciones que afectan a la expresién o actividad del marcador, en
comparaciéon con el gen o proteina normal o de tipo silvestre. Por ejemplo, las mutaciones incluyen, pero sin
limitacion, un reordenamiento inter e intracromosémico, sustituciones, deleciones y mutaciones de insercion. Las
mutaciones pueden estar presentes en la regién codificante o no codificante del marcador.

"Quinasa del linfoma anaplasico" y "ALK" se usan indistintamente en el presente documento y se refieren a la
quinasa del linfoma anaplasico nativa y a determinadas variantes y mutaciones de la misma, obtenidas de cualquier
fuente (por ejemplo, roedores, seres humanos y otros mamiferos). En algunas realizaciones, la proteina ALK esta
representada por el nimero de identificacion Ref. Seq. del NCBI. NP_004295. A menos que se indique otra cosa, las
expresiones se refieren a la proteina humana. El gen que codifica ALK también puede denominarse en el presente
documente "ALK". En algunas realizaciones, las secuencias de nucleétidos de ALK estan representadas por numero
de identificacién Ref. Seq. del NCBI NM_004304.3 y numero de referencia del GenBank 29029631, secuencias
relevantes en ellas (por ejemplo, las secuencias codificantes, la 5'UTR, la 3'UTR, el inicio de la transcripcién, el inicio
de la traduccién, la terminacién de la transcripcion, la terminacion de la traduccion, etc.) que puede identificar
facilmente un experto en la materia.

Ademas, "quinasa del linfoma anaplasico” y "ALK" también se usan en el presente documento para incluir las
quinasas ALK de fusion y variantes de las mismas, que son bien conocidas por un experto en la materia. Tales
quinasas ALK de fusion 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
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.
Physiol. 199: 330 - 358). Ademas, un experto en la materia entendera que las variantes de ALK quinasa pueden
surgir dependiendo del suceso de fusidn particular entre una ALK quinasa y su compafiero de fusion (por ejemplo,
EML4 puede fusionarse con al menos el exén 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:

Tabla 1
Secuencia de ADNc de ALK de tipo silvestre (NM_004304.3; Gl: 29029631):
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1 gggggcggca gcggtggtag cagctggtac ctEEcgccgc ctctgttcgg agggtcgcgg
6l ggcaccgagg tgctttccgg ccgececctcectg gtecggccace caaagccgeg ggcgctgatg

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361

atgggtgagg
gccgcecgggg
ggacgctgca
gacagtccga
ccgccctegg
aaggcggcca
gagattggag
ggacggtacc
gagctacaga
gtgagcccag
ttagactcct
gtcctectgga
ccatctcggg
cggcgggatyg
tgtgggctcc
gcagcccecgg
cgtggtgccce
ggagctgaag
gctcaggttyg
agaggcccgg
caagcagttg
cggggaggcg
tcgccaaggce
gggcagagag
gatcttcggg
tgattatttt
tcgcagccga
tccactgecat
ctcccagatg
cteectttete
gaggagcagc
tggaaggtac
gcccactcca
cccatttcga
cttctttgce
gagctcctte
ccaggactgt
ttactgcaac
tcctcaatgg
tctattgctce
gtttcctgca
agtcttgagg
caggatggtc
gcctctecte
atccagagcc
tagcggagag
aaacccaaac
ccctacagtt
ggcacagtgc
cccecctgaaa
ctacggagct
tgtgctgggce
gggagaggac
caatgtgata
aggaggaggg

aggdggcggce
ccgctccagt

aacttgcgca
agccttceccg
ttcececgecca
ggacagcgtg
gctgcceccga
caactgccac
cgggggcgcg
tgtgcttgag
gctcgcecctec
gatcaggtgg
gagagcgaag
ggagccatcg
gggatgggga
gagccactca
tcgctecttece
gctggcaggce
ctggggcecgg
acgctgtcca
gtgctggagc
gctgtgggge
gaagggcgac
ggaaggctgt
actggtcata
acatggaatc
tatggtctgg
gacctcagga
gacttgctgg
cttctcaaca
agtgagcact
attgcccagce
gggaagcatg

gtggccctgg
ctgaagaact

acttgttgga
gcccagggag
tttgaagatg
caggtcagga
agtaccactg
ccgatcaaga
ggaaacgtgt
tggcatgtcg
gatgtgtctg
atcgtggctt
gacaagatcc
aaggagctga
cattggctgt
aacaacgcct
ggcatccaga
gctggcggga
atcttcaacc
gcctgceccccea
gaagaagaaa
ggtggagcca

aagatttcgg
gcctgcgaac
gcgeggggge
cageggagag
gaccgdgcad
cagcagctgg
gaggggdacad
ctcccttecaa
gcactcggcg
tgtctctgga
gtgcagttgg
aaggagccgc
ggtgaggctg
ggctcctgtg
ccggccagcg
gctactcgcg
gtgtctacgc
ccgaggceccg
cgccgggggt
gggtgctgaa
tgggcgagga
tgctccagtt
tgaggatccg
ccgcggcaat
gctccttgga
tcacctggat
agtgcagctt
accagagctg
atgggcctgg
cctcagctga
gcacactggc
tgctgcccecca
gttggacagt
aatacatctc
gcagtgaagg
atgggacagt
aagatgagag
gcttctgtgg
ccctaaagga
atgtccccecge
gctctccatg
ccttggtget
ccgcctatga
acaggttctg
ttgacaatat
tgcagaatac
aacccgggga
tcaccacatg
accagaactc
tctggaaggt
aaggcgggaa
tggagaagga
gtacaaacca
tccgtgtgaa
cctacgtatt

gcgcccctge
tctgaggagce
tgggattcac
atagcttgag
aagagcttgg
gagccgccgt
accccagctc
ccatagtagt
cggagagcgg
ctcgeccectyg
gggaaagcaa
tgggtaccaa
ggcccggadga
gctcctgeeg
cgcgggctcecc
cctgcagagg
ccgggaccta
cggctecgcecta
ctcctggacc
gggcggctcece
ggcgatcttg
caatctcagc
cctgatgccc
tcgcgectce
atcaccaaca
aatgaaagac
tgacttcccc
gtcctggecgce
ggcagagcgt
ctccaagcac
cgtctcggtg
caacgaggct
gctccaggga
cagtggaaac
aacatcccca
cctccagcett
ccagatgtgc
ctggacccaa
tgcccggtte
ttctgaaagt
tgagctccga
agtggagaac
aggcttgagc
gctgcagatg
ctccatcagce
agcacccaaa
aaattcacca
tggggccagce
caacctgagc
gccagccacc
gaacaccatg
tgacatgctg
gttaatccag
cagaagcgtg
taagatgaag

cctgaacgcc
cgaggcgccg
gcccagaagt
ggtgcgcaag
aggagccaaa
tctcagecett
cgactgcggg
tcctectgtac
gaggctcaag
agcttccagg
gagacttgcg
ggactgttca
gcagtgtaaa
ctgctgcttt
ccagctgcgg
aagagtctgg
ctgctgccac
gctctggact
gccggttcac
gtgcgcaagc
gagggttgcg
gagctgttca
gagaagaagg
cagccccgcce
aacatgcctt
teccttecett
tgtgagctgg
cgcatccect
tctaaggaga
accatcctga
cacaggcacc
gcaagagaga
agaatcgggc
cgcagcttgt
ggctccaaga
gggcaggect
cggaaactgc
ggcacactgt
caggaccacc
gctacagtga
atgtcctggce
aaaaccggga
ctgtggcagt
gtcgcatggt
ctggactgct
tcaagaaacc
agacagaccc
gggccccatg
gtggaggtgg
gacacctaca
atgcggtccce
tacatcctgg
aaagtctgca
catgagtggg
gatggagtgc

ctcagctgcet
gtgagagcaa
tcagcaggca
acggcagcct
aggaacgcaa
aaaagttgca
gggcaggadga
cgagcgcagc
gtcccagcca
tctgtttcat
cgcacgcaca
gagcctctte
cggcctecte
ccacggcadc
ggccgccgcet
cagttgactt
catcctccte
gcgccceccget
cagccccggce
tccggegtge
tcgggccecce
gttggtggat
cgtcggaagt
ttctecttcca
ctcecttctece
tcctgtcectceca
agtattcccc
ccgaggaggc
tgcccagagg
gtccgtggat
tgcagccctc
tcectectgat
gtccagacaa
ctgcagtgga
tggccctgca
gtgacttcca
ctgtgggttt
caccccacac
aagaccatgc
ccagtgctac
tcattcgtgg
aggagcaagg
ggatggtgtt
ggggacaagg
acctcaccat
tgtttgagag
ccatctttga
gccccaccca
ggagcgadggg
gcatctcggg
acggcgtgtc
ttgggcagca
ttggagagaa
caggaggcgg
cggtgccect
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3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3501
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181

Mutacion (o

gatcattgca
agagagactg
tggtggaggt
gggtgccacc
agggggttte
aggcggcaat
catcagtcca
agtgaatatt
ccctgaaagce
cgtctecctge
tgtggtgacc
gtaccgccgg
caagctgagc
tgctggcaag
cattcggggt
gcccaacgac
acaggacgaa
cattgttcgce
catggcgggyg
ctcctecectg
gtatttggag
ctgtccaggce
cagggcgage
agaggccttc
gctatgggaa
tctggagttt
ataccggata
cattttggag
gatagaatat
tgagggggtt
agctgcccca
tgcagagatc
ggcattctct
gcccaccagc
gaataatcct
ctgtactgtc
gcecctectteg
ttgtgggaat
ccctggaget
tgggccctga
gagagagagg
caacctattt
gagcatgggt
acaaggccca
cttctttcaa
catagttggg

gadgagggaac

mutaciones) del

gccggaggtyg
gagaataact
ggctggaatyg
ggaggacatt
ggagggggtyg
gcagcctcaa
ctgggcatcc
aagcattatc
cacaaggtca
attgtgtcac
tctgceccteg
aagcaccagg
aagctccgca
acctcctcca
ctgggccatg
ccaagccccece
ctggatttcc
tgcattgggg
ggagacctca
gccatgctgg
gaaaaccact
cctggaagag
tactatagaa
atggaaggaa
atcttttctce
gtcaccagtg
atgactcagt
aggattgaat
ggtccacttg
cctcctcectee
ccacctctgc
tctgttcgag
cagtccaacc
ttgtggaacc
atagcaaaga
ccacctaacg
ctgactgcca
gtcaattacg
ggtcattacg
gctcggtecge
caatggctcc
tgaagtacca
tcatcctatt
gatgtggttyg
attgtgtgtg
gtcatagatg
ggaaataaag

codoén TGC (4373 a 4375) de la secuencia de ADNc de tipo silvestre que codifica un
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gtggcagggc
cctcggttet
ataacacttc
cctgecceccecca
gaggggggtg
acaatgaccc
tgtacacccc
taaactgcag
tctgecttetg
ccaccccgga
tggccgecect
agctgcaagc
cctcgaccat
tcagtgacct
gcgectttgg
tgcaagtggc
tcatggaagc
tgagcctgca
agtccttect
accttctgca
tcatccaccg
tggccaagat
agggaggctg
tattcacttc
ttggatatat
gaggccggat
gctggcaaca
actgcaccca
tggaagagga
tggtctctca
ctaccacctc
tccectagagg
ctcecttegga
caacgtacgg
aggagccaca
ttgcaactgg
atatgaagga
gctaccagca
aggataccat
acactcactt
ttcacaaacc
CcCaaaaaadc
ctttcgaaag
cataaggttt
ctctgcttca
tttcecttgee
gagttatttg

ctacggggcc
agggctaaac
cttgctctgg
ggccatgaag
ctcctcaggt
cgaaatggat
agctttaaaa
tcactgtgag
tgaccacggg
gccacacctg
ggtcctggcet
catgcagatg
catgaccgac
gaaggaggtg
ggaggtgtat
tgtgaagacg
cctgatcatc
atccctgeccce
ccgagagacc
cgtggctcgg
agacattgct
tggagacttc
tgccatgcectg
taaaacagac
gccatacccce
ggacccaccc
tcagcctgaa
ggacccggat
agagaaadgtg
acaggcaaaa
ctctggcaag
gccggcecgtyg
gttgcacaaqg
ctcctggttt
cgacaggggt
gagacttccg
ggtacctctg
acagggcttg
tctgaaaagc
ctctteccttg
agagaccaaa
tgtattttga
aagaaaatat
ttatgcatgt
atgtagtcag
ttgttgatgt
taatgactaa

daagacagaca
ggcaattccg
gccggaaaat
aagtgggggt
ggaggaggcg
ggggaagatg
gtgatggaag
gtagacgaat
acggtgctgg
ccactctcge
ttctcecggea
gagctgcaga
tacaacccca
ccgcggaaaa
gaaggccagg
ctgcctgaag
agcaaattca
cggttcatcc
cgccctegece
gacattgcct
gccagaaact
gggatggccc
ccagttaagt
acatggtcct
agcaaaagca
aagaactgcc
gacaggccca
gtaatcaaca
cctgtgaggc
cgggaggadgg
gctgcaaaga
gaagggggac
gtccacggat
acagagaaac
aacctggggce
ggggcctcac
ttcaggctac
cccttagaag
aagaatagca
ggatccctaa
tgtcacgttt
aaatgcttta
cataaaaatg
ttgttgtata
aattagctgc
ggacatgagc
aa

aminodcido distinto de cisteina o una mutacién correspondiente en una homdloga de la misma

Mutacion (o mutaciones) del codén CTG (4493 a 4495) de la secuencia de ADNc de tipo silvestre que codifica un

aminoacido distinto de leucina o una mutacién correspondiente en una homologa de la misma

Mutacion G4374A de la secuencia de ADNc de tipo silvestre o una mutacion correspondiente en una homoéloga de la

misma

Mutacion C4493A de la secuencia de ADNc de tipo silvestre o una mutacion correspondiente en una homoéloga de la

misma

Secuencia de la proteina ALK de tipo silvestre (NP_004295.2; Gl: 29029632):

cgttccaccc
gagccgcagg
ctttgcagga
gggagacaag
gaggatatat
gggtttcectt
gccacgggga
gtcacatgga
ctgaggatgg
tgatcctcte
tcatgattgt
gccctgagta
actactgctt
acatcaccct
tgtcecggaat
tgtgctctga
accaccagaa
tgctggagct
cgagccagcce
gtggctgtca
gcctcttgac
gagacatcta
ggatgcceccce
ttggagtgct
accaggaagt
ctgggcctgt
actttgccat
ccgctttgecce
ccaaggaccce
agcgcagccc
aacccacagc
acgtgaatat
ccagaaacaa
ccacCaaaaa
tggagggaag
tgctcctaga
gtcacttecce
ccgctactge
tgaaccagcc
gaccgtggag
tgttttgtgce
gaaaggtttt
agtgataaat
cttcecttatg
ttctatgttt
catttgaggg
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1 mgaigllwll plllstaavg sgmgtggrag spaagpplgp replsysrlg rkslavdfvv
61 pslfrvyard lllppsssel kagrpeargs laldcapllr llgpapgvsw tagspapaea

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

Mutacion Cys1156Xaa de la

rtlsrvlkgg
gegrlrirlm
ftwnltwimk
mdlldgpgae
viagllphne
alkncsegts
nfedgfcgwt
apiksspcel
ldvsdrfwlg
nkelkpgens
kgigiwkvpa
dacpstngli
aaggggrayg
tgghscpgam
plgilytpal
civsptpeph
sklrtstimt
dpsplgvavk
ggdlksflre
gpgrvakigd
eifslgympy
erieyctadp
ppplpttssg
slwnptygsw
sltanmkevp

svrklrrakg
pekkasevgr
dsfpflshrs
rskemprgsf
aareillmpt
pgskmalgss
qgtlsphtpg
rmswlirgvl
mvawwgqggsr
prgtpifdpt
tdtysisgyg
gkvcigennv
aktdtfhper
kkwgwetrgg
kvmeghgevn
lplslilsvv
dynpnycfag
tlpevecseqd
Lrprpsgpss
fgmardiyra
psksngevle
dvintalpie
kaakkptaae
ftekptkknn
1frlrhfpcg

lvlelgeeai
egrlsaaira
ryglecsfdf
lllntsadsk
pgkhgwtvlg
ftewngtvlg
wgvrtlkdar
rgnvslvlve
aivafdnisi
vhwlfttcga
aaggkggknt
leeeirvnrs
lennssvlgl
fggggggcess
ikhylncshc
tsalvaalvl
ktssisdlke
eldflmeali
lamldllhva
syyrkggcam
fvtsggrmdp
ygplveeeek
isvrvprgpa
piakkephdr
nvnygydqqqg

legcvgppge
sgprllfgif
pceleysppl
htilspwmrs
grigrpdnpf
lggacdfhqgd
fgdhgdhall
nktgkeggrm
sldcyltisg
sgphgptqgaq
mmrshgvsvl
vhewaggggyg
ngnsgaaggg
999999yigg
evdechmdpe
afsgimivyr
vprknitlir
iskfnhgniv
rdiacgcgyl
lpvkwmppea
pkncpgpvyr
vpvrpkdpeg
vegghvnmaf
gnlglegsct
lpleaatapg

cisteina o una mutacioén correspondiente en una homologa de la misma

Mutaciéon Leu1196Xaa de la secuencia de la proteina de tipo silvestre en la que Xaa es un aminoacido distinto de

leucina o una mutacion correspondiente en un homdlogo de la misma

Mutacion Cys1156Tyr de la secuencia de la proteina de tipo silvestre o una mutacion correspondiente en una

homdloga de la misma

Mutacion Leu1196Met de la secuencia de la proteina de tipo silvestre o una mutaciéon correspondiente en una

homologa de la misma
Secuencia del ADNc de EML4-ALK variante 1 (AB274722.1; Gl: 152002652)

aavgllgfnl
gtghsslesp
hdlrngswsw
ssehctlavs
rvaleyissg
caggedesgm
lsttdvpase
vwhvaayegl
edkilgntap
cnnaygnsnl
gifnlekddm
gggatyvikm
ggwndntsll
naasnndpem
shkvicfedh
rkhgelgamg
glghgafgev
rcigvslgsl
eenhfihrdi
fmegiftskt
imtgcwghgp
vppllvsgga
sgsnppselh
vppnvatgrl
aghyedtilk

selfswwirg
tnmpspspdy
rripseeasq
vhrhlgpsgr
nrslsavdff
crklpvgfyc
satvtsatfp
slwgwmvlpl
ksrnlfernp
svevgsegpl
lyilvgqgqge
kdgvpvplii
wagkslgega
dgedgvsfis
gtvlaedgvs
melgspeykl
yeggvsgmpn
prfillelma
aarnclltcp
dtwsfgvllw
edrpnfaiil
kreeerspaa
kvhgsrnkpt
pgasllleps
sknsmngpgp

secuencia de la proteina de tipo silvestre en la que Xaa es un aminoacido distinto de

1 ggcggegegyg cgeggegete geggetgetg cctgggaggg aggccgggca ggcggetgag
61l cggcgcggct ctcaacgtga cggggaagtg gttcgggcgg ccgcggetta ctaccccagg

ggtagccgag ccgggcgacc tagagaacga

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

gcgaacggac
gcgggtcagg
gagcccggag
agtatttctg
gttcagcaac
cgtcttgcaa
caaccaagcc
agaaaaccaa
gctaaaagtg
gaatctcatt
tcacaacctc
agcataaaac

ggacgacgga
ctcagcgtcg
cccggegett
ctgcaagtac
aagaagatga
tctctgaaga
ctcgagcagt
gtcataccag
gtacagaaaa
ctaatgatca
tccaaataca
gaccatcacc

ggcgggagcc
gccactctgt
tcceccgecaag
ttctgatgtt
aatcactgtg
tcatgtggcc
tattcccatg
tgctgtctca
aaagaaagaa
aagtccacaa
cagacaaact
agctgaaaag

cggtccgetg
atggacggtt
caagatcgcc
ctaaaggcgg
tcagtgaaaa
tcctgtataa
attgcaggaa
aaaccacaag
attcgagcat
ccagaaagca
tcacataatt

aatgaagtgc
tcgcecggecag
tgtcagctct
ctttggctga
aatcagtctc
ccaatggaag
aagaaactct
gacagagaga
caccttctecc
agaatgctac
cttgggaaaa

ccgcccectet
tctcgatgat
tgagtcacga
tgttttgagg
aagtaaaggc
tggtgcaaac
ttcatctgcect
aaaaaaagag
ccagccctcet
tcccaccaaa
ttcagatgat
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841 agccgtaata aattgtcgaa aataccttca acacccaaat taataccaaa agttaccaaa
901 actgcagaca agcataaaga tgtcatcatc aaccaagaag gagaatatat taaaatgttt
961 atgcgcggtc ggccaattac catgttcatt ccttccgatg ttgacaacta tgatgacatc

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1521
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901

agaacggaac
gactgtagag
gtagtagtac
tgtgtgaaat
ggcgtggata
ctatccacac
ttttcaaaag
cttactgtat
gttgttttgg
tctecatattt
gggaaatatg
cttactggag
cctgggaaag
gagctgcaga
tacaacccca
ccgcggaaaa
gaaggccagg
ctgcctgaag
agcaaattca
cggttcatcce
cgcecctcegece
gacattgcct
gccagaaact
gggatggecc
ccagttaagt
acatggtcct
agcaaaagca
aagaactgcc
gacaggccca
gtaatcaaca
cctgtgaggce
cgggaggagg
gctgcaaaga
gaagggggac
gtccacggat
acagagaaac
aacctggggc
ggggcctcac
ttcaggctac
cccttagaag
aagaatagca
ggatccctaa
caaatgtcac
ttgaaaatgc
atatcataaa
atgtttgttg
tcagaattag
atgtggacat
aaaaaaaaaa

tgcctecctga
ctaatgttta
tatttaatta
gccttgetat
aagatggaag
tgcagattat
cagattcagg
gggactggca
ctgtggagtt
tcttctggac
daaaagccaaa
actcaggtgg
gacctaaagt
gccctgagta
actactgctt
acatcaccct
tgtccggaat
tgtgctctga
accaccagaa
tgctggagcet
cgagccagcc
gtggctgtca
gcctcttgac
gagacatcta
ggatgccccc
ttggagtgcect
accaggaagt
ctgggcctgt
actttgccat
ccgectttgece
ccaaggaccc
agcgcagccc
aacccacagc
acgtgaatat
ccagaaacaa
ccaccaaaaa
tggagggaag
tgctcctaga
gtcacttccc
ccgctactgce
tgaaccagcc
gaccgtggag
gttttgtttt
tttagaaagg
aatgagtgat
tatacttcct
ctgcttctat
gagccatttg
ddddddadaad

gaagctcaaa
ccttcttecg
tgaggagaga
acatcctgac
gcctctacaa
tggacttggc
tgttcattta
gaagaaagca
tcacccaaca
ctggagcgge
atttgtgcag
agtcatgctt
gtaccgccgg
caagctgagc
tgctggcaag
cattcggggt
gcccaacgac
acaggacgaa
cattgttcgce
catggcgggg
ctccteecectg
gtatttggag
ctgtccaggce
cagggcdagc
agaggccttc
gctatgggaa
tctggagttt
ataccggata
cattttggag
gatagaatat
tgagggggtt
agctgcccca
tgcagaggtc
ggcattctct
gcccaccagc
gaataatcct
ctgtactgtc
gccctetteg
ttgtgggaat
ccctggagct
tgggccctga
gagagagagg
gtgccaacct
ttttgagcat
aaatacaagg
tatgcttcectt
gtttcatagt
aggggagagg
daddda

ctggagtggg
accggggaaa
actcagcgac
aaaattagga
ccccacgtca
acttttgagc
tgtgttattg
aaaggagcag
gatgcaaata
aattcactaa
tgtttagcat
atatggagca
aagcaccagg
aagctccgceca
acctcctcca
ctgggccatg
ccaagccccc
ctggatttce
tgcattgggg
ggagacctca
gccatgctgg
gaaaaccact
cctggaagag
tactatagaa
atggaaggaa
atcttttctc
gtcaccagtg
atgactcagt
aggattgaat
ggtccacttg
cctcctctcee
ccacctctgc
tctgttcgag
cagtccaacc
ttgtggaacc
atagcaaaga
ccacctaacg
ctgactgcca
gtcaattacg
ggtcattacg
gctcggtcac
caatcaatgg
attttgaagt
gggttcatcc
cccagatgtg
ttaaattgtg
tggggtcata
gaacggaaat

Secuencia de la proteina EML4-ALK variante 1 (BAF73611.1; Gl: 152002653)

catatggtta
tagtttattt
actacctggg
ttgcaactgg
gagtgtggga
gtggagtagg
atgactccaa
aaataaagac
ccataattac
caadgaaaaca
tcttggggaa
aaactactgt
agctgcaagc
cctcgaccat
tcagtgacct
gagcctttgg
tgcaagtggce
tcatggaagc
tgagcctgca
agtccttect
accttctgceca
tcatccaccg
tggccaagat
agggaggctyg
tattcacttc
ttggatatat
gaggccggat
gctggcaaca
actgcaccca
tggaagagga
tggtctctca
ctaccacctc
tccctagagg
ctccttecgga
caacgtacgg
aggagccaca
ttgcaactgg
atatgaagga
gctaccagca
aggataccat
acactcactt
ctcecttecaca
accacCaaaa
tattctttecg
gttgcataag
tgtgctctge
gatgtttcct
aaaggagtta

tcgaggaaag
cattgcatca
ccatacagac
acagatagct
ttctgttact
atgcctggat
tgagcatatg
aacaaatgaa
atgcggtaaa
gggaattttt
tggagatgtt
agagcccaca
catgcagatg
catgaccgac
gaaggaggtg
ggaggtgtat
tgtgaagacg
cctgatcatc
atccctgece
ccgagagacce
cgtggctegg
agacattgct
tggagacttc
tgccatgctg
taaaacagac
gccatacccce
ggacccaccc
tcagcctgaa
ggacccggat
agagaaagtg
acaggcaaaa
ctctggcaag
gccggcecgtyg
gttgcacagg
ctcctggttt
cgagaggggt
gagacttccg
ggtacctctg
acagggcttg
tctgaaaagc
ctcttecttyg
aaccagagac
aagctgtatt
aaagaagaaa
gtttttatgc
ttcaatgtag
tgccttgttg
tttgtaatga

1 mdgfagsldd sisaastsdv gdrlsalesr vgggedeitv lkaaladvlr rlaisedhva
6l svkksvsskg gpspravipm scitngsgan rkpshtsavs iagketlssa aksgtekkke
121 kpgggrekke eshsndgspq iraspspdgps sqplgihrgt pesknatptk sikrpspaek
181 shnswensdd srnklskips tpklipkvtk tadkhkdvii ngegeyikmf mrgrpitmfi
241 psdvdnyddi rtelppeklk lewaygyrgk decranvyllp tgeivyfias wvvvlfnyeer

10



301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

tgrhylghtd
tfergvgcld
dantiitcgk
iwskttvept
tssisdlkev
ldflmealii
amldllhvar
vyrkggcaml
vitsggrmdpp
gplveeeekv
svrvprgpav
iakkepherg

cvkclaihpd
fskadsgvhl
shiffwtwsg
pgkgpkvyrr
prknitlirg
skfnhgnivr
diacgcgyle
pvkwmppeaf
kncpgpvyri
pvrpkdpegv
egghvnmafs
nlglegsctv
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kiriatggia
cviddsnehm
nsltrkggif
khgelgamgm
lghgafgevy
cigvslgslp
enhfihrdia
megiftsktd
mtgcwghgpe
ppllvsggak
gsnppselhr
ppnvatgrlp

gvdkdgrplg
ltvwdwgkka
gkyekpkfvg
elgspeykls
eggvsgmpnd
rfillelmag
arnclltcpg
twsfgvllwe
drpnfaiile
reeerspaap
vhgsrnkpts
gaslllepss

1021 vnygyggggl pleaatapga ghyedtilks knsmngpgp
Secuencia del ADNc de EML4-ALK variante 2 (AB275889.1; Gl: 152002654)

11

phvrvwdsvt
kgaeikttne
claflgngdv
klrtstimtd
psplgvavkt
gdlksflret
pgrvakigdf
ifslgympyp
rieyctgdpd
pplpttssgk
lwnptygswt
ltanmkevpl

lstlgiiglg
vvlavefhpt
ltgdsggvml
ynpnycfagk
lpevcseqde
rprpsgpssl
gmardiyras
sksngevlef
vintalpiey
aakkptaaev
tekptkknnp
frlrhfpegn
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1 ggcggegegg cgeggegete geggetgetg ccectgggaggg aggccgggca ggcggctgag
6l cggcgcggct ctcaacgtga cggggaagtg gttecgggegg ccgecggetta ctaccccagg

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581

gcgaacggac
gcgggtcagg
gagcccggag
agtatttctg
gttcagcaac
cgtcttgcaa
caaccaagcc
agaaaaccaa
gctaaaagtg
gaatctcatt
tcacaacctc
agcataaaac
agccgtaata
actgcagaca
atgcgcggte
agaacggaac
gactgtagag
gtagtagtac
tgtgtgaaat
ggcgtggata
ctatccacac
ttttcaaaag
cttactgtat
gttgttttgg
tctecatattt
gggaaatatg
cttactggag
cctgggaaag
agtgtgttca
agaaaaataa
cagtatggca
tcacgaaact
catacagatg
gctcaggaca
ctggtagatg
ggaacgcact
cacacagacg
gctgtaggat
tatagcagat
ccagacaaca
cggaagcacc
agcaagctcc

ggacgacgga
ctcagcgtcg
cccggecgett
ctgcaagtac
aagaagatga
tctctgaaga
ctcgagcagt
gtcataccag
gtacagaaaa
ctaatgatca
tccaaataca
gaccatcacc
aattgtcgaa
agcataaaga
ggccaattac
tgcctectga
ctaatgttta
tatttaatta
gccttgectat
aagatggaag
tgcagattat
cagattcagg
gggactggca
ctgtggagtt
tcttectggac
aaaagccaaa
actcaggtgg
gacctaaagg
cactttgtca
ttctgtggga
caatcagagc
ttattttacg
agctttgggg
ggcaggtgtg
aaccaggaca
caggcaggtyg
ggaatgaaca
ctcatgacaa
atggaaggtg
agtatataat
aggagctgca
gcacctcgac

ggcgggagcc
gccactctgt
tccececgecaag
ttctgatgtt
aatcactgtg
tcatgtggce
tattcccatg
tgctgtctca
aaagaaagaa
aagtccacaa
cagacaaact
agctgaaaag
aataccttca
tgtcatcatc
catgttcatt
gaagctcaaa
ccttecttecg
tgaggagaga
acatcctgac
gcctctacaa
tggacttggc
tgttcattta
Jgaagaaagca
tcacccaaca
ctggagcggce
atttgtgcag
agtcatgctt
tgtatatcaa
gatgagaaat
tcatgatctg
tgtagcagaa
aggaacattt
tcttgccaca
cctgtggaac
ctgtgcagat
gtttgttctg
gctctctgtg
ctttatttac
cactggacat
gtctaactcg
agccatgcag
catcatgacc

12

ggtagccgag
cggtcecgetyg
atggacggtt
caagatcgcc
ctaaaggcgg
tcagtgaaaa
tcctgtataa
attgcaggaa
daaccacaag
attcgagcat
ccadaaadca
tcacataatt
acacccaaat
aaccaagaag
ccttccgatg
ctggagtggg
accggggaaa
actcagcgac
aaaattagga
ccccacgtca
acttttgagc
tgtgttattg
aaaggagcag
gatgcaaata
aattcactaa
tgtttagcat
atatggagca
atcagcaaac
gggatgttat
aatcctgaaa
ggaaaggcag
aatgatggct
catcccttca
tcaatggaac
tttcatccaa
gatgcagaaa
atgcgctact
ctctatgtag
tccagctaca
ggagactatg
atggagctgc
gactacaacc

ccgggcgacce
aatgaagtgc
tcgccggecag
tgtcagctct
ctttggctga
aatcagtctc
ccaatggaag
aagaaactct
gacagagada
caccttctecc
agaatgctac
cttgggaaaa
taataccaaa
gagaatatat
ttgacaacta
catatggtta
tagtttattt
actacctggg
ttgcaactgg
gagtgtggga
gtggagtagg
atgactccaa
aaataaagac
ccataattac
caagaaaaca
tcttggggaa
aaactactgt
aaatcaaagc
taactggagg
gagaaataga
atcaattttt
tccaaataga
aagatttgct
acaggctgga
gtggcacagt
ccagagatct
caatagatgg
tctctgaaaa
tcacacacct
aaatattgta
agagccctga
ccaactactg

tagagaacga
ccgccectet
tctcgatgat
tgagtcacga
tgttttgagg
aagtaaaggc
tggtgcaaac
ttcatctgct
aaaaaaagag
ccagccctet
tceccaccaaa
ttcagatgat
agttaccaaa
taaaatgttt
tgatgacatc
tcgaggaaag
cattgcatca
ccatacagac
acagatagct
ttctgttact
atgcctggat
tgagcatatg
aacaaatgaa
atgcggtaaa
gggaattttt
tggagatgtt
agagcccaca
tcatgatggc
agggaaagac
ggttcctgat
agtaggcaca
agtacagggt
cttgacatgt
atggaccagg
ggtggccata
agtttctatce
taccttcctg
tggaagaaaa
tgactggtcc
cttgtaccgc
gtacaagctg
ctttgctggce



2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621

aagacctcct
ggtctgggec
gacccaagcc
gaactggatt
cgctgcattg
gggggagacc
ctggccatgce
gaggaaaacc
ggccctggaa
agctactata
ttcatggaag
gaaatctttt
tttgtcacca
ataatgactc
gagaggattg
tatggtccac
gttcctectce
ccaccacctc
gtctctgttc
tctcagtcca
agcttgtgga
cctatagcaa
gtcccaccta
tcgectgactyg
aatgtcaatt
gctggtcatt
tgagctcggt
aggcaatcaa
cctattttga
catgggttca
aggcccagat
cttttaaatt

agttggggtc
agggaacgga

ccatcagtga
atggagcctt
ccctgcaagt
tcctcatgga
gggtgagccet
tcaagtcctt
tggaccttct
acttcatcca
gagtggccaa
gaaagggagg
gaatattcac
ctcttggata
gtggaggcceg
agtgctggca
aatactgcac
ttgtggaaga
tcctggtcecte
tgcctaccac
gagtccctag
accctectte
acccaacgta
agaaggagcc
acgttgcaac
ccaatatgaa
acggctacca
acgaggatac
cacacactca
tggctectte
agtaccacca
tcctattett
gtggttgcat
gtgtgtgctce
atagatgttt
aataaaggag
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cctgaaggag
tggggaggtyg
ggctgtgaag
agccctgatce
gcaatccctg
cctccgagag
gcacgtggct
ccgagacatt
gattggagac
ctgtgccatg
ttctaaaaca
tatgccatac
gatggaccca
acatcagcct
ccaggacccdg
ggaagagaaa
tcaacaggca
ctcctetggce
agggccggcec
ggagttgcac
cggctcctgg
acacgagagg
tgggagactt
ggaggtacct
gcaacagggc
cattctgaaa
cttctcttecce
acaaaccaga
aaaaagctgt
tcgaaagaag
aaggttttta
tgcttcaatyg
ccttgccttg
ttatttgtaa

gtgccgcgga
tatgaaggcc
acgctgcecctg
atcagcaaat
ccccggttea
acccgccecte
cgggacattg
gctgccagaa
ttcgggatgg
ctgccagtta
gacacatggt
cccagcaaaa
cccaagaact
gaagacaggc
gatgtaatca
gtgcctgtga
aaacgggagyg
aaggctgcaa
gtggaagggg
agggtccacg
tttacagaga
ggtaacctgg
ccgggggect
ctgttcaggc
ttgcccttag
agcaagaata
ttgggatccc
gaccaaatgt
attttgaaaa
aaaatatcat
tgcatgtttg
tagtcagaat
ttgatgtgga
tgaaaaaaaa

aaaacatcac
aggtgtccgyg
aagtgtgctc
tcaaccacca
tcctgectgga
gcccgagceca
cctgtggctg
actgcctett
cccgagacat
agtggatgcc
cctttggagt
gcaaccagga
gccctgggec
ccaactttgc
acaccgcttt
ggcccaagga
aggagcgcag
agaaacccac
gacacgtgaa
gatccagaaa
aacccaccaa
ggctggaggyg
cactgctcct
tacgtcactt
aagccgctac
gcatgaacca
taagaccgtg
cacgttttgt
tgctttagaa
aaaaatgagt
ttgtatactt
tagctgcttc
catgagccat
aaaaaaaaaa

Secuencia de la proteina EML4-ALK Variante 2 (BAF73612.1; GI: 152002655)

cctcattcgg
aatgcccaac
tgaacaggac
gaacattgtt
gctcatggcg
gccctectee
tcagtatttg
gacctgtcca
ctacagggcg
cccagaggcce
gctgctatgg
agttctggag
tgtataccgg
catcattttg
gccgatagaa
ccctgagggy
cccagctgcece
agctgcagag
tatggcattc
caagcccacce
aaagaataat
aagctgtact
agagccctct
cccttgtggg
tgccecctgga
gcctgggecce
gaggagagag
tttgtgccaa
aggttttgag
gataaataca
ccttatgctt
tatgtttcat
ttgaggggag
aaaaaaaaa

1 mdgfagsldd sisaastsdv gdrlsalesr vqggedeitv lkaaladvlr rlaisedhva
6l svkksvsskg gpspravipm scitngsgan rkpshtsavs iagketlssa aksgtekkke

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261

kpgggrekke
shnswensdd
padvdnyddi
tgrhylghtd
tfergvgcld
dantiitcgk
iwskttvept
npereievpd
hpfkdllltc
daetrdlvsi
ssyithldws
dynpnycfag
tlpevecseqgd
Lrprpsgpss
fgmardiyra
psksngevle
dvintalpie
kaakkptaae
ftekptkknn
1frlrhfpcg

eshsndgspg
srnklskips
rtelppeklk
cvkclaihpd
fskadsgvhl
shiffwtwsg
pgkgpkgvyg
gygtiravae
agdrgvclwn
htdgneglsv
pdnkyimsns
ktssisdlke
eldflmeali
lamldllhva
syyrkggcam
fvtsggrmdp
ygplveeeek
vsvrvprgpa
piakkepher
nvnygyqqqg

iraspspgps
tpklipkvtk
lewaygyrgk
kiriatggia
cviddsnehm
nsltrkggif
iskgikahdg
gkadgflvgt
smehrlewtr
mrysidgtfl
gdyeilylyr
vprknitlir
iskfnhgnivwv
rdiacgcqgyl
lpvkwmppea
pkncpgpvyr
vpvrpkdpeg
vegghvnmaf
gnlglegsct
lpleaatapg

13

sgplgihrgt
tadkhkdvii
dcranvyllp
gvdkdgrplg
ltvwdwgkka
gkyekpkfvg
sviftlcgmrn
srnfilrgtf
lvdepghcad
avgshdnfiy
rkhgelgamg
glghgafgev
rcigvslgsl
eenhfihrdi
fmegiftskt
imtgcwghgp
vppllvsgqga
sgsnppselh
vppnvatgrl
aghyedtilk

pesknatptk
ngegeyikmf
tgeivyfias
phvrvwdsvt
kgaeikttne
claflgngdv
gmlltgggkd
ndgfgievgg
fhpsgtvvai
lyvvsengrk
melgspevkl
yeggvsgmpn
prfillelma
aarnclltcp
dtwsfgvllw
edrpnfaiil
kreeerspaa
rvhgsrnkpt
pgasllleps
sknsmngpgp

sikrpspaek
mrgrpitmfi
vvvlfnyeer
lstlgiiglg
vvlavefhpt
ltgdsggvml
rkiilwdhdl
htdelwglat
gthsgrwfvl
yvsrygrctgh
sklrtstimt
dpsplgvavk
ggdlksflre
gpgrvakigd
eifslgympy
erieyctgdp
ppplpttssg
slwnptygsw
sltanmkevp
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Secuencia de acido nucleico de EML4-ALK Variante 3a (AB374361.1; Gl: 194072592)

1 actctgtcgg tccgctgaat gaagtgcccg cccecctctaag cccggagecce ggegetttece
6l ccgcaagatg gacggtttcg ccggcagtct cgatgatagt atttctgctg caagtactte

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461

tgatgttcaa
cactgtgcta
tgtggcctca
tccecatgtcee
tgtctcaatt
gaaagaaaaa
tccacaaatt
acaaactcca
tgaaaagtca
accttcaaca
catcatcaac
gcagagccct
ccccaactac
gaaaaacatc
ccaggtgtcce
tgaagtgtgc
attcaaccac
catcctgctg
tcgeccecgagce
tgcctgtgge
aaactgcctc
ggcccgagac
taagtggatg
gtcctttgga
aagcaaccag
ctgccctggg
gcccaacttt
caacaccgct
gaggcccaag
ggaggagcgc
daadgaaaccc
gggacacgtg
cggatccaga
Jaaacccacc
ggggctggag
ctcactgctc
gctacgtcac
agaagccgct
tagcatgaac
cctaagaccg

gatcgcectgt
aaggcggctt
gtgaaaaaat
tgtataacca
gcagdaaaag
ccacaaggac
cgagcatcac
Jgaaagdgcaada
cataattctt
cccaaattaa
caagtgtacc
gagtacaagc
tgctttgectyg
accctcattc
ggaatgccca
tctgaacagg
cagaacattg
gagctcatgg
cagccctect
tgtcagtatt
ttgacctgtc
atctacaggg
cccccagagg
gtgctgctat
gaagttctgg
cctgtatacc
gccatcattt
ttgccgatag
gaccctgagg
agcccagctg
acagctgcag
aatatggcat
aacaagccca
aaaaagaata
ggaagctgta
ctagagccct
ttcececttgtyg
actgcccctg
cagcctgggc

tgg

cagctcttga
tggctgatgt
cagtctcaag
atggaagtgg
aaactctttc
agagagaaaa
cttctecececca
atgctactcc
gggaaaattc
taccaaaagt
gccggaagcea
tgagcaagct
gcaagacctc
ggggtctgygg
acgacccaag
acgaactgga
ttcgctgcecat
cggggggaga
ccctggecat
tggaggaaaa
caggccctgg
cgagctacta
ccttcatgga
gggaaatctt
agtttgtcac
ggataatgac
tggagaggat
aatatggtcc
gggttcctce
ccccaccacce
aggtctctgt
tctctcagtce
ccagcttgtg
atcctatagc
ctgtcccacc
cttcgcectgac
ggaatgtcaa
gagctggtca
cctgagctcg

gtcacgagtt
tttgaggcgt
taaaggccaa
tgcaaacaga
atctgctgcect
aaaagaggaa
gccctcttea
caccaaaadgc
agatgatagc
taccaaaact
ccaggagctg
ccgcacctcg
ctccatcagt
ccatggagcc
cccecctgecaa
tttcctecatg
tggggtgagc
cctcaagtcc
gctggacctt
ccacttcatc
aagagtggcc
tagaaaggga
aggaatattc
ttctcttgga
cagtggaggc
tcagtgctgg
tgaatactgc
acttgtggaa
tctectggte
tctgectacce
tcgagtcecct
caaccctcct
gaacccaacg
aaagaaggag
taacgttgca
tgccaatatg
ttacggctac
ttacgaggat
gtcgcacact

cagcaacaag
cttgcaatct
ccaagccctce
aaaccaagtc
aaaagtggta
tctcattcta
caacctctcc
ataaaacgac
cgtaataaat
gcagacaagdc
caagccatgc
accatcatga
gacctgaagg
tttggggagg
gtggctgtga
gaagccctga
ctgcaatccc
ttcectecgag
ctgcacgtgg
caccgagaca
aagattggag
ggctgtgcca
acttctaaaa
tatatgccat
cggatggacc
caacatcagc
acccaggacc
gaggaagaga
tctcaacagg
acctcctectg
agagggccgg
tcggagttgce
tacggctecct
ccacacgaga
actgggagac
aaggaggtac
cagcaacagg
accattctga
cacttctett

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

aagatgaaat
ctgaagatca
gagcagttat
ataccagtgc
cagaaaaaaa
atgatcaaag
aaatacacag
catcaccagc
tgtcgaaaat
ataaagatgt
agatggagct
ccgactacaa
aggtgccgcg
tgtatgaagg
agacgctgcc
tcatcagcaa
tgccceggtt
agacccgccc
ctcgggacat
ttgctgccag
acttcgggat
tgctgccagt
cagacacatg
accccagcaa
cacccaadgaa
ctgaagacag
cggatgtaat
aagtgcctgt
caaaacggga
gcaaggctgc
ccgtggaagg
acagggtcca
ggtttacaga
ggggtaacct
ttcecggggge
ctctgttecag
gcttgcecctt
aaagcaagaa
ccttgggatce

1 mdgfagsldd sisaastsdv gdrlsalesr vgggedeitv lkaaladvlr rlaisedhva
6l svkksvsskg gpspravipm scitngsgan rkpshtsavs iagketlssa aksgtekkke

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

kpgggrekke
shnswensdd
peyklsklrt
sgmpndpspl
lelmaggdlk
lltcpgpgrv
gvllweifsl
faiileriey
rspaappplp
rnkptslwnp
llepssltan

eshsndgspg
srnklskips
stimtdynpn
gvavktlpev
sflretrprp
akigdfgmar
gympypsksn
ctgdpdvint
ttssgkaakk
tygswitekp
mkevplfrlr

iraspspgps
tpklipkvtk
ycfagktssi
cseqdeldfl
sgpsslamld
diyrasyyrk
gevlefvtsg
alpieygplv
ptaaevsvrv
tkknnpiakk
hfpcgnvnyg

14

sgplgihrgt
tadkhkdvii
sdlkevprkn
mealiiskfn
llhvardiac
ggcamlpvkw
grmdppkncp
ceeekvpvrp
prgpaveggh
ephergnlgl
vaggglplea

pesknatptk
ngvyrrkhge
itlirglghg
hgnivrcigv
gcgyleenhf
mppeafmegi
gpvyrimtgc
kdpegvppll
vnmafsgsnp
egsctvppnv
atapgaghye

sikrpspaek
lgamgmelgs
afgevyegqgv
slgslprfil
ihrdiaarnc
ftsktdtwst
wghgpedrpn
vsggakreee
pselhrvhgs
atgrlpgasl
dtilksknsm



781 ngpgp
Secuencia de acido nucleico de EML4-ALK Variante 3b (AB374362.1; Gl: 194072594)

ES 2 660 149 T3

1 actctgtcgg téagctgaat gaagtgcccg cccecctctaag cccggagceccce ggcgctttcee
6l ccgcaagatg gacggtttcg ccggcagtct cgatgatagt atttctgetg caagtactte

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461
Secuencia de la proteina EML4-ALK Variante 3b (BAG55004.1; Gl: 194072595)

5

tgatgttcaa
cactgtgcta
tgtggcctca
tccecatgtcee
tgtctcaatt
gaaagaaaaa
tccacaaatt
acaaactcca
tgaaaagtca
accttcaaca
catcatcaac
gcaccaggag
gctcecgcecacc
ctcctececate
gggccatgga
aagccccctg
ggatttcctce
cattggggtg
agacctcaag
catgctggac
aaaccacttc
tggaagagtg
ctatagaaag
ggaaggaata
cttttctctt
caccagtgga
gactcagtgc
gattgaatac
tccacttgtg
tcectetectyg
acctctgecct
tgttcgagtc
gtccaaccct
gtggaaccca
agcaaagaag
acctaacgtt
gactgccaat
caattacggc
tcattacgag
tcggtecgcecac

gatcgcctgt
aaggcggctt
gtgaaaaaat
tgtataacca
gcaggaaaag
ccacaaggac
cgagcatcac
gaaagcaaga
cataattctt
cccaaattaa
caagcaaaaa
ctgcaagcca
tcgaccatca
agtgacctga
gcctttgggg
caagtggctg
atggaagccc
agcctgcaat
tcecttectee
cttctgcacg
atccaccgag
gccaagattg
ggaggctgtg
ttcacttcta
ggatatatgc
ggccggatgg
tggcaacatc
tgcacccagg
gaagaggaadg
gtctctcaac
accacctcct
cctagagggc
ccttcggagt
acgtacggct
gagccacacg
gcaactggga
atgaaggagg
taccagcaac
gataccattc
actcacttct

cagctcttga
tggctgatgt
cagtctcaag
atggaagtgg
aaactctttc
agagagaaaa
cttctecececca
atgctactcc
gggaaaattc
taccaaaagt
tgtcaactcg
tgcagatgga
tgaccgacta
aggaggtgcc
aggtgtatga
tgaagacgct
tgatcatcag
ccctgecececeg
gagagacccdg
tggctcggga
acattgctgc
gagacttcgg
ccatgctgcc
aaacagacac
cataccccag
acccacccaa
agcctgaaga
acccggatgt
agaaagtgcc
aggcaaaacg
ctggcaaggc
cggccgtgga
tgcacagggt
cctggtttac
agaggggtaa
gacttccggg
tacctctgtt
agggcttgcecce
tgaaaagcaa
cttcecttggg

gtcacgagtt
tttgaggcgt
taaaggccaa
tgcaaacaga
atctgctgct
aaaagaggaa
gccctcttea
caccaaaagc
agatgatagc
taccaaaact
cgaaaaaaac
gctgcagagc
caaccccaac
gcggaaaaac
aggccaggtg
gcctgaagtg
caaattcaac
gttcatcctg
ccctecgeeceg
cattgcctgt
cagaaactgc
gatggcccga
agttaagtgg
atggtccttt
caaaagcaac
gaactgccct
caggcccaac
aatcaacacc
tgtgaggccc
ggaggaggag
tgcaaagaaa
agggggacac
ccacggatcc
agagaaaccc
cctggggcetyg
ggcctcactg
caggctacgt
cttagaagcc
gaatagcatg
atccctaaga

cagcaacaag
cttgcaatct
ccaagccctce
aaaccaagtc
aaaagtggta
tctecattcta
caacctctcce
ataaaacgac
cgtaataaat
gcagacaagc
agccaagtgt
cctgagtaca
tactgctttg
atcaccctca
tccggaatge
tgctctgaac
caccagaaca
ctggagctca
agccagccct
ggctgtcagt
ctcttgacct
gacatctaca
atgcccccag
ggagtgctgc
caggaagttc
gggcctgtat
tttgccatca
gctttgccga
aaggaccctg
cgcagccceag
cccacagctg
gtgaatatgg
agaaacaadgc
accaaaaadga
gagggaagct
ctcctagagce
cacttccctt
gctactgccc
aaccagcctg

ccgtgg

aagatgaaat
ctgaagatca
gagcagttat
ataccagtgc
cagaaaaaaa
atgatcaaag
aaatacacag
catcaccagc
tgtcgaaaat
ataaagatgt
accgccggaa
agctgagcaa
ctggcaagac
ttcggggtcet
ccaacgaccc
aggacgaact
ttgttcgectyg
tggcgggggyg
cctcecctgge
atttggagga
gtccaggccc
gggcgagcta
aggccttcat
tatgggaaat
tggagtttgt
accggataat
ttttggagag
tagaatatgg
agggggttec
ctgccccacce
cagaggtctc
cattctctca
ccaccagctt
ataatcctat
gtactgtccc
cctecttecget
gtgggaatgt
ctggagctgg
ggccctgagce

1 mdgfagsldd sisaastsdv gdrlsalesr vgggedeitv lkaaladvlr rlaisedhva
6l svkksvsskg gpspravipm scitngsgan rkpshtsavs iagketlssa aksgtekkke

121
181
241
301
361
421
481
541
601

kpgggrekke
shnswensdd
elgamgmelqg
gafgevyegq
vslgslprfi
fihrdiaarn
iftsktdtws
cwghgpedrp
lvsggakree

eshsndgspg
srnklskips
spevklsklr
vsgmpndpsp
llelmaggdl
clltcpgpgr
fgvllweifs
nfaiilerie
erspaapppl

iraspspgps
tpklipkvtk
tstimtdynp
lgvavktlpe
ksflretrpr
vakigdfgma
lgympypsks
yctgdpdvin
pttssgkaak

15

sgplgihrgt
tadkhkdvii
nycfagktss
vcseqdeldf
psgpsslaml
rdiyrasyyr
ngevlefvts
talpieygpl
kptaaevsvr

pesknatptk
ngakmstrek
isdlkevprk
Imealiiskf
dllhvardia
kggcamlpvk
ggrmdppknc
veeeekvpvr

vprgpavedgq

sikrpspaek
nsgvyrrkhg
nitlirglgh
nhgnivrcig
cgcgyleenh
wmppeafmeg
pgpvyrimtg
pkdpegvppl
hvnmafsgsn



ES 2 660 149 T3

661 ppselhrvhg srnkptslwn ptygswftek ptkknnpiak kephergnlg legsctvppn
721 vatgrlpgas lllepsslta nmkevplfrl rhfpcgnvny gygggqglple aatapgaghy
781 edtilkskns mngpgp

Secuencia de acido nucleico de EML4-ALK Variante 4 (AB374363.1; Gl: 209837703)

16



ES 2 660 149 T3

1 actctgtcgg tccgetgaat gaagtgcccg ccectcectaag cccggagecce ggcegetttcece
61 ccgcaagatg gacggtttcg ccggcagtct cgatgatagt atttctgetg caagtactte

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361

tgatgttcaa
cactgtgcta
tgtggcctca
tccecatgtece
tgtctcaatt
gaaagaaaaa
tccacaaatt
acaaactcca
tgaaaagtca
accttcaaca
catcatcaac
gttcattcct
gctcaaactg
tcttcececgacce
ggagagaact
tcctgacaaa
tctacaaccc
acttggcact
tcatttatgt
gaaagcaaaa
cccaacagat
gagcggcaat
tgtgcagtgt
catgcttata
atatcaaatc
gagaaatggg
tgatctgaat
caagctccgce
gacctcctce
tctgggccat
cccaagcccc
actggatttc
ctgcattggg
gggagacctc
ggccatgctg
ggaaaaccac
ccctggaaga
ctactataga
catggaagga
aatcttttct
tgtcaccagt
aatgactcag
gaggattgaa
tggtccactt
tcectectete
accacctctg
ctctgttcga
tcagtccaac
cttgtggaac
tatagcaaag
cccacctaac
gctgactgcce
tgtcaattac
tggtcattac
agctcggteg

gatcgcctgt
aaggcggctt
gtgaaaaaat
tgtataacca
gcaggaaaag
ccacaaggac
cgagcatcac
gaaagcaaga
cataattctt
cccaaattaa
caagaaggdag
tccgatgttg
gagtgggcat
ggggaaatag
cagcgacact
attaggattg
cacgtcagag
tttgagcgtyg
gttattgatg
ggagcagaaa
gcaaatacca
tcactaacaa
ttagcattct
tggagcaaaa
agcaaacaaa
atgttattaa
cctgaaagag
acctcgacca
atcagtgacc
ggagcctttg
ctgcaagtgg
ctcatggaag
gtgagcctgc
aagtccttcc
gaccttctgc
ttcatccacc
gtggccaaga
aagggagget
atattcactt
cttggatata
ggaggccgga
tgctggcaac
tactgcaccc
gtggaagagg
ctggtctcte
cctaccacct
gtccctagag
cctececttegg
ccaacgtacg
aaggagccac
gttgcaactg

aatatgaagg
ggctaccagc

gaggatacca
cacactcact

cagctcttga
tggctgatgt
cagtctcaag
atggaagtgg
aaactctttc
agagagaaaa
cttctececcca
atgctactcc
gggaaaattc
taccaaaagt
aatatattaa
acaactatga
atggttatcg
tttatttcat
acctgggcca
caactggaca
tgtgggattc
gagtaggatg
actccaatga
taaagacaac
taattacatg
gaaaacaggg

tggggaatgg
ctactgtaga

tcaaagctca
ctggaggagg
aaatagagat
tcatgaccga
tgaaggaggt
gggaggtgta
ctgtgaagac
ccctgatcat
aatccctgcce
tccgagagac
acgtggctcg
gagacattgc
ttggagactt
gtgccatgct
ctaaaacaga
tgccataccce
tggacccacc
atcagcctga
aggacccgga
aagagaaagt
aacaggcaaa
cctctggcaa
ggccggeegt
agttgcacag
gctcctggtt
acgagadgdgd
ggagacttcc

aggtacctct
aacagggctt

ttctgaaaag
tctettectt

17

gtcacgagtt
tttgaggcgt
taaaggccaa
tgcaaacaga
atctgctgcet
aaaagaggaa
gccctcecttea
caccaaaagc
agatgatagc
taccaaaact
aatgtttatg
tgacatcaga
aggaaaggac
tgcatcagta
tacagactgt
gatagctggc
tgttactcta
cctggatttt
gcatatgctt
aaatgaagtt
cggtaaatct
aatttttggg
agatgttctt
gcccacacct
tgatggcagt
gaaagacaga
atgctggatg
ctacaacccc
gccgcggaaa
tgaaggccag
gctgcctgaa
cagcaaattc
ccggttcatce
ccgccctege
ggacattgcc
tgccagaaac
cgggatggec
gccagttaag
cacatggtcc
cagcaaaagc
caagaactgc
agacaggccc
tgtaatcaac
gcctgtgagg
acgggaggag
ggctgcaaaqg
ggaaggggga
ggtccacgga
tacagagaaa
taacctgggg
gggggcctea

gttcaggcta
gcccttagaa

caagaatagc
gggatcccta

cagcaacaadg
cttgcaatct
ccaagccctce
aaaccaagtc
aaaagtggta
tctcattcta
caacctctcce
ataaaacgac
cgtaataaat
gcagacaagc
cgcggtcggce
acggaactgc
tgtagagcta
gtagtactat
gtgaaatgcc
gtggataaag
tccacactge
tcaaaagcag
actgtatggg
gttttggctyg
catattttct
aaatatgaaa
actggagact
gggaaaggac
gtgttcacac
aaaataattc
agccctgagt
aactactgct
aacatcaccc
gtgtccggaa
gtgtgctctg
aaccaccada
ctgctggagce
ccgagccadgc
tgtggctgtce
tgcctecttga
cgagacatct
tggatgcccce
tttggagtgce
aaccaagaag
cctgggcctg
aactttgcca
accgctttge
cccaaggacc
gagcgcagcc
aaacccacag
cacgtgaata
tccagaaaca
cccaccCaaaa
ctggagggaa
ctgctcctag

cgtcacttcce
gccgctactg

atgaaccagc
agaccgtygg

aagatgaaat
ctgaagatca
gagcagttat
ataccagtgc
cagaaaaaaa
atgatcaaag
aaatacacag
catcaccagc
tgtcgaaaat
ataaagatgt
caattaccat
ctcctgagaa
atgtttacct
ttaattatga
ttgctataca
atggaaggcc
agattattgg
attcaggtgt
actggcagag
tggagtttca
tctggacctg
agccaaaatt
caggtggagt
ctaaaggtgt
tttgtcagat
tgtgggatca
acaagctgag
ttgctggcaa
tcattcgggg
tgcccaacga
aacaggacga
acattgttcg
tcatggcggg
cctcctecect
agtatttgga
cctgtccagg
acagdggcdad
cagaggcctt
tgctatggga
ttctggagtt
tataccggat
tcattttgga
cgatagaata
ctgagggggt
cagctgcccce
ctgcagaggt
tggcattctc
agcccaccad
agaataatcc
gctgtactgt
agccctctte

cttgtgggaa
cccctggagce

ctgggccctg



10

ES 2 660 149 T3

Secuencia de la proteina EML4-ALK Variante 4 (BAG75147.1; Gl: 209837704)

1 mdgfagsldd sisaastsdv gdrlsalesr vgggedeitv lkaaladvlr rlaisedhva
61 svkksvsskg gpspravipm scitngsgan rkpshtsavs ilagketlssa aksgtekkke

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

kpgggrekke
shnswensdd
padvdnyddi
tgrhylghtd
tfergvgcld
dantiitcgk
iwskttvept
npereieicw
hgafgevyeg
gvslgslprf
hfihrdiaar
giftsktdtw
gcwghgpedr
llvsggakre
nppselhrvh

eshsndgspq
srnklskips
rtelppeklk
cvkclaihpd
fskadsgvhl
shiffwtwsg
pgkgpkgvyq
mspevklskl
gvsgmpndps
illelmaggd
nclltcpgpg
sfgvllweif
pnfaiileri
eerspaappp
gsrnkptslw

iraspspgps
tpklipkvtk
lewaygyrgk
kiriatggia
cviddsnehm
nsltrkggif
iskgikahdg
rtstimtdyn
plgvavktlp
lksflretrp
rvakigdfgm
slgympypsk
eyctgdpdvi
lpttssgkaa
nptygswite

sgplgihrgt
tadkhkdvii
dcranvyllp
gvdkdgrplg
ltvwdwgrka
gkyekpkfvg
svitlcgmrn
pnycfagkts
evcseqdeld
rpsgpsslam
ardiyrasyy
sngevlefvt
ntalpieygp
kkptaaevsv
kptkknnpia

pesknatptk
ngegeyikmf
tgeivyfias
phvrvwdsvt
kgaeikttne
claflgngdv
gmlltgggkd
sisdlkevpr
flmealiisk
ldllhvardi
rkggcamlpv
sggrmdppkn
lveeeekvpv
rvprgpaveg
kkephergnl

sikrpspaek
mrgrpitmfi
vvvlfnyeer
lstlgiiglg
vvlavefhpt
ltgdsggvml
rkiilwdhdl
knitlirglg
fnhgnivrci
acgcgyleen
kwmppeafme
cpgpvyrimt
rpkdpegvpp
ghvnmafsgs
glegsctvpp

1021 nvatgrlpga slllepsslt anmkevplfr lrhfpcgnvn ygyqqgglpl eaatapgagh
1081 yedtilkskn smngpgp
Secuencia de &cido nucleico de EML4-ALK Variante 5a (AB374364.1; Gl: 209837705)

1 actctgtcgg tccgctgaat gaagtgcccg cccctctaag cccggagccce ggcgcettteo
6l ccgcaagatg gacggtttcg ccggcagtct cgatgatagt atttctgctg caagtactte

121
181
241
301
361
421
481
541
601
66l
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

tgatgttcaa
cactgtgcta
tgtggcctca
gcaagccatg
gaccatcatg
tgacctgaag
ctttggggag
agtggctgtg
ggaagccctyg
cctgcaatcc
cttcctceccga
tctgcacgtyg
ccaccgagac
caagattgga
aggctgtgcc
cacttctaaa
atatatgcca
ccggatggac
gcaacatcag
cacccaggac
agaggaagag
ctctcaacag
cacctcctcect
tagagggccg
ttcggagttg
gtacggctcc
gccacacgag
aactgggaga
gaaggaggta
ccagcaacag
taccattctg
tcacttctct

gatcgcctgt
aaggcggctt
gtgaaaaaat
cagatggagc
accgactaca
gaggtgccgce
gtgtatgaag
aagacgctgc
atcatcagca
ctgccccecggt
gagacccgcc
gctcgggaca
attgctgcca
gacttcggga
atgctgccag
acagacacat
taccccagca
ccacccaaga
cctgaagaca
ccggatgtaa
aaagtgcctg
gcaaaacggg
ggcaaggctg
gccgtggaag
cacagggtcc
tggtttacag
aggggtaacc
cttececggggg
cctctgttca
ggcttgcect
aaaagcaaga
tccttgggat

cagctcttga
tggctgatgt
cagtctcaag
tgcagagccc
accccaacta
ggaaaaacat
gccaggtgtc
ctgaagtgtg
aattcaacca
tcatcctgcect
ctcgcccgag
ttgcctgtgg
gaaactgcct
tggcccgaga
ttaagtggat
ggtcctttgg
aaagcaacca
actgccctgg
ggcccaactt
tcaacaccgc
tgaggcccaa
aggaggagcg
caaagaaacc
ggggacacgt
acggatccag
agaaacccac
tggggctgga
cctcactgcet
ggctacgtca
tagaagccgc
atagcatgaa
ccctaagacc

gtcacgagtt
tttgaggcgt
taaagtgtac
tgagtacaag
ctgctttgcect
caccctecatt
cggaatgccce
ctctgaacag
ccagaacatt
ggagctcatg
ccagccctcce
ctgtcagtat
cttgacctgt
catctacagg
gcccccagag
agtgctgcta
ggaagttctg
gcctgtatac
tgccatcatt
tttgccgata
ggaccctgag
cagcccagct
cacagctgca
gaatatggca
aaacaagccc
caaaaagaat
gggaagctgt
cctagagccc
cttccecttgt
tactgccect
ccagcctggg
gtgg

cagcaacaag
cttgcaatct
cgccggaagc
ctgagcaagc
ggcaagacct
cggggtctgg
aacgacccaa
gacgaactgg
gttcgctgca
gcggggdgag
tccctggecca
ttggaggaaa
ccaggccctg
gcgagctact
gccttcatgg
tgggaaatct
gagtttgtca
cggataatga
ttggagagga
gaatatggtc
ggggttcctce
gccccaccac
gaggtctctg
ttctctcagt
accagcttgt
aatcctatag
actgtcccac
tcttecgctga
gggaatgtca
ggagctggtc
ccctgagcete

Secuencia de la proteina EML4-ALK Variante 5a (BAG75148.1; Gl: 209837706)

18

aagatgaaat
ctgaagatca
accaggagct
tccgecacctce
cctccatcag
gccatggagc
gcccecctgcea
atttcctcat
ttggggtgag
acctcaagtc
tgctggacct
accacttcat
gaagagtggc
atagaaaggg
aaggaatatt
tttctettgg
ccagtggagg
ctcagtgctg
ttgaatactyg
cacttgtgga
ctctcctggt
ctctgecctac
ttcgagtccc
ccaaccctcecce
ggaacccaac
caaagaagga
ctaacgttgc
ctgccaatat
attacggcta
attacgagga
ggtcgcacac



ES 2 660 149 T3

1 mdgfagsldd sisaastsdv gdrlsalesr vgggedeitv lkaaladvlr rlaisedhva
61l svkksvsskv yrrkhgelga mgmelgspey klsklrtsti mtdynpnycf agktssisdl

121
181
241
301
361
421
481
541
601

kevprknitl
liiskfnhgn
vardiacgcg
amlpvkwmpp
dppkncpgpv
ekvpvrpkdp
pavegghvnm
ergnlglegs
aglpleaata

irglghgafg
ivrcigvslg
vleenhfihr
eafmegifts
yrimtgcwgh
egvppllvsg
afsgsnppse
ctvppnvatg
pgaghyedti

evyeggvsgm
slprfillel
diaarncllt
ktdtwsfgvl
gpedrpnfai
gakreeersp
lhrvhgsrnk
rlpgasllle
lksknsmngp

pndpsplgva
maggdlksfl
cpgpgrvaki
lweifslgym
ilerieyctg
aappplptts
ptslwnptyg
pssltanmke
gp

vktlpevcse
retrprpsgp
gdfgmardiy
pypsksngev
dpdvintalp
sgkaakkpta
swiftekptkk
vplfrlrhfp

Secuencia de la proteina EML4-ALK Variante 5b (AB374365.1; Gl: 209837707)

gdeldflmea
sslamldllh
rasyyrkggc
lefvtsggrm
ieygplveee
aevsvrvprg
nnpiakkeph
cgnvnygydqq

1 actctgtcgg tccgctgaat gaagtgcccg cccecctctaag cccggagecce ggegetttece
6l ccgcaagatg gacggtttcg ccggcagtct cgatgatagt atttctgetg caagtactte

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
5

tgatgttcaa
cactgtgcta
tgtggcctca
agatccaggg
aggccatgtt
agccatgcag
catcatgacc
cctgaaggag
tggggaggtyg
ggctgtgaag
agccctgatce
gcaatccctg
cctccgagag
gcacgtggct
ccgagacatt
gattggagac
ctgtgccatg
ttctaaaaca
tatgccatac
gatggaccca
acatcagcct
ccaggacccg
ggaagagaaa
tcaacaggca
ctcctcectygge
agggecggec
ggagttgcac
cggctcctgg
acacgagadgg
tgggagactt
ggaggtacct
gcaacagggc
cattctgaaa
cttectettece

gatcgcctgt
aaggcggctt
gtgaaaaaat
aggcttcctg
gcagctgacc
atggagctgc
gactacaacc
gtgccgecgga
tatgaaggcc
acgctgcctg
atcagcaaat
cccecggttca
acccgcccte
cgggacattg
gctgccagaa
ttcgggatgg
ctgccagtta
gacacatggt
cccagcaaaa
cccaagaact
gaagacaggc
gatgtaatca
gtgcctgtga
aaacgggagg
aaggctgcaa
gtggaagggyg
agggtccacg
tttacagaga
ggtaacctgg
ccgggggect
ctgttcaggc
ttgcccttag
agcaagaata
ttgggatccc

cagctcttga
tggctgatgt
cagtctcaag
taggaagtgg
acccacctgc
agagccctga
ccaactactg
aaaacatcac
aggtgtccgg
aagtgtgctce
tcaaccacca
tcctgectgga
gcccgagceca
cctgtggectyg
actgcctctt
cccgagacat
agtggatgcc
cctttggagt
gcaaccagga
gccctgggcece
ccaactttgc
acaccgcttt
ggcccaagga
aggagcgcag
agaaacccac
gacacgtgaa
gatccagaaa
aacccaccaa
ggctggaggg
cactgctcct
tacgtcactt
aagccgctac
gcatgaacca
taagaccgtg g

gtcacgagtt
tttgaggcgt
taaaggttca
cctgtgtagt
agtgtaccgce
gtacaagctg
ctttgctgge
cctcattecgg
aatgcccaac
tgaacaggac
gaacattgtt
gctcatggcg
gcecctectece
tcagtatttg
gacctgtcca
ctacagggcg
cccagaggcc
gctgctatgg
agttctggag
tgtataccgg
catcattttg
gccgatagaa
ccctgagggg
cccagctgcece
agctgcagag
tatggcattc
caagcccacce
aaagaataat
aagctgtact
agagccctct
cccttgtggg
tgcccectgga

gcctgggccce

cagcaacaag
cttgcaatct
gagctcaggg
gcttcaaggg
cggaagcacc
agcaagctecc
aagacctcct
ggtctgggce
gacccaagcc
gaactggatt
cgctgcattg
gggggdadacc
ctggccatgc
gaggaaaacc
ggccctggaa
agctactata
ttcatggaag
gaaatctttt
tttgtcacca
ataatgactc
gagaggattg
tatggtccac
gttcctecte
ccaccacctc
gtctctgttc
tctcagtecca
agcttgtgga
cctatagcaa
gtcccaccta
tcgectgactg
aatgtcaatt
gctggtcatt
tgagctcggt

Secuencia de la proteina EML4-ALK Variante 5b (BAG75149.1; GI 209837708)

aagatgaaat
ctgaagatca
gaggatatgg
ccaggctgcce
aggagctgca
gcacctcgac
ccatcagtga
atggagcctt
ccctgcaagt
tcectecatgga
gggtgagect
tcaagtcctt
tggaccttct
acttcatcca
gagtggccaa
gaaagggagg
gaatattcac
ctcttggata
gtggaggccg
agtgctggca
aatactgcac
ttgtggaaga
tcctggtctce
tgcctaccac
gagtccctag
accctcctte
acccaacgta
agaaggagcc
acgttgcaac
ccaatatgaa
acggctacca
acgaggatac
cgcacactca

1 mdgfagsldd sisaastsdv gdrlsalesr vgggedeitv lkaaladvlr rlaisedhva
6l svkksvsskg selrggygdp grlpvgsglc sasrarlpgh vaadhppavy rrkhgelgam

19



121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

gmelgspevk
vyeggvsgmp
lprfillelm
iaarnclltc
tdtwsfgvll
pedrpnfaii
akreeerspa
hrvhgsrnkp
lpgaslllep
ksknsmngpg

lsklrtstim
ndpsplgvav
aggdlksflr
pgpgrvakig
welilfslgymp
lerieyctqgd
appplpttss
tslwnptvgs
ssltanmkev
p

ES 2 660 149 T3

tdynpnycfa
ktlpevcseq
etrprpsqgps
dfgmardiyr
ypsksngevl
pdvintalpi
gkaakkptaa
witekptkkn
plfrlrhfpc

gktssisdlk
deldflmeal
slamldllhv
asyyrkggca
efvtsggrmd
eygplveeee
evsSvVIvprgp
npiakkephe
gnvnygyqdqq

evprknitli
iiskfnhgni
ardiacgcqy
mlpvkwmppe
ppkncpgpvy
kvpvrpkdpe
avegghvnma
rgnlglegsc
glpleaatap

Secuencia de acido nucleico de EML4-ALK Variante 6 (AB462411.1; Gl: 227452648)

20

rglghgafge
vrcigvslgs
leenhfihrd
afmegiftsk
rimtgcwghg
gvppllvsgqg
fsgsnppsel
tvppnvatgr
gaghyedtil



ES 2 660 149 T3

1 tactctgtcg gtccgctgaa tgaagtgccc geccctcectaa gcecccggagcec cggcegettte
6l cccgcaagat ggacggtttc gccggcagtce tcgatgatag tatttctget gecaagtactt

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361

ctgatgttca
tcactgtgcet
atgtggcctce
ttccecatgte
ctgtctcaat
agaaagaaaa
gtccacaaat
gacaaactcc
ctgaaaagtc
taccttcaac
tcatcatcaa
tgttcattcc
agctcaaact
ttcttecgac
aggagagaac
atcctgacaa
ctctacaacc
gacttggcac
ttcatttatg
ggaaagcaaa
acccaacaga
ggagcggcaa
ttgtgcagtg
tcatgcttat
gtggcctgtg
ctgcagtgta
ctgagtacaa
actgctttgce
tcaccctcat
ccggaatgcc
gctctgaaca
accagaacat
tggagctcat
gccagccctce
gctgtcagta
tcttgacctg
acatctacag
tgccecccaga
gagtgctgct
aggaagttct
ggcctgtata
ttgccatcat
ctttgccgat
aggaccctga
gcagcccagc
ccacagctgc
tgaatatggc
gaaacaagcc
ccaaaaagaa
agggaagctg
tcctagagcec
acttcccttg
ctactgcccc
accagcctgg

cgtgg

agatcgcctg
aaaggcggct
agtgaaaaaa
ctgtataacc
tgcaggaaaa
accacaagga
tcgagcatca
agaaagcaag
acataattct
acccaaatta
ccaagaagga
ttccgatgtt
ggagtgggca
cggggaaata
tcagcgacac
aattaggatt
ccacgtcaga
ttttgagcgt
tgttattgat
aggagcagaa
tgcaaatacc
ttcactaaca
tttagcattc
atggagcaaa
tagtgcttca
ccgccggaag
gctgagcaag
tggcaagacc
tcggggtcetyg
caacgaccca
ggacgaactg
tgttcgctgc
ggcgggggga
ctccectggec
tttggaggaa
tccaggcecct
ggcgagctac
ggccttecatg
atgggaaatc
ggagtttgtc
ccggataatg
tttggagagg
agaatatggt
gggggttcct
tgccccacca
agaggtctct

attctctecag
caccagcttg
taatcctata
tactgtccca
ctcttegetg
tgggaatgtc
tggagctggt
gccctgaget

tcagctcttg
ttggctgatg
tcagtctcaa
aatggaagtg
gaaactcttt
cagagagaaa
ccttctececce
aatgctactc
tgggaaaatt
ataccaaaag
gaatatatta
gacaactatg
tatggttatc
gtttatttca
tacctgggcc
gcaactggac
gtgtgggatt
ggagtaggat
gactccaatg
ataaagacaa
ataattacat
agaaaacadgg
ttggggaatg
actactgtag
agggccagge
caccaggagc
ctccgecacct
tecctecatceca
ggccatggag
agccccctge
gatttcctceca
attggggtga
gacctcaagt
atgctggacc
aaccacttca
ggaagagtgg
tatagaaagg
gaaggaatat
ttttctettg
accagtggag
actcagtgct
attgaatact
ccacttgtgg
cctctectgg
cctctgecta
gttcgagtcc
tccaacccte
tggaacccaa
gcaaagaagg
cctaacgttg
actgccaata
aattacggct
cattacgagg
cggtcgcaca

21

agtcacgagt
ttttgaggcg
gtaaaggcca
gtgcaaacag
catctgctgc
aaaaagagga
agccctctte
ccaccaaaag
cagatgatag
ttaccaaaac
aaatgtttat
atgacatcag
gaggdaaagga
ttgcatcagt
atacagactg
agatagctgg
ctgttactct
gcctggattt
agcatatgct
caaatgaagt
gcggtaaatc
gaatttttgg
gagatgttct
agcccacacc
tgccaggcca
tgcaagccat
cgaccatcat
gtgacctgaa
cctttgggga
aagtggctgt
tggaagcccet
gcctgcaatce
ccttccteceg
ttctgcacgt
tccaccgaga
ccaagattgg
gaggctgtge
tcacttctaa
gatatatgcc
gccggatgga
ggcaacatca
gcacccagga
aagaggaaga
tctctcaaca
ccacctccte
ctagagggcc
cttcggagtt
cgtacggctce
agccacacga
caactgggag
tgaaggaggt
accagcaaca
ataccattct
ctcacttctc

tcagcaacaa
tcttgcaatc
accaagccct
aaaaccaagt
taaaagtggt
atctcattct
acaacctctc
cataaaacga
ccgtaataaa
tgcagacaag
gcgeggtegg
aacggaactg
ctgtagagct
agtagtacta
tgtgaaatgc
cgtggataaa
atccacactg
ttcaaaagca
tactgtatgg
tgttttggct
tcatattttc
gaaatatgaa
tactggagac
tgggaaagga
tgttgcagct
gcagatggag
gaccgactac
ggaggtgccg
ggtgtatgaa
gaagacgctg
gatcatcagc
cctgcececegg
agagacccgc
ggctcgggac
cattgctgcc
agacttcggg
catgctgcca
aacagacaca
ataccccagc
cccacccaag
gcctgaagac
cccggatgta
gaaagtgcct
ggcaaaacgg
tggcaaggct
ggccgtggaa
gcacagggtc
ctggtttaca
gaggggtaac
acttccgggg
acctctgttc
gggcttgccce
gaaaagcaag
ttccttggga

gaagatgaaa
tctgaagatc
cgagcagtta
cataccagtg
acagaaaaaa
aatgatcaaa
caaatacaca
ccatcaccag
ttgtcgaaaa
cataaagatg
ccaattacca
cctcctgaga
aatgtttacc
tttaattatg
cttgctatac
gatggaaggc
cagattattg
gattcaggtg
gactggcaga
gtggagtttc
ttctggacct
aagccaaaat
tcaggtggag
cctaaaggaa
gaccacccac
ctgcagagcc
aaccccaact
cggaaaaaca
ggccaggtgt
cctgaagtgt
aaattcaacc
ttcatcctge
cctcgccecga
attgcctgtg
agaaactgcc
atggcccgag
gttaagtgga
tggtcctttg
aaaagcaacc
aactgccctg
aggcccaact
atcaacaccg
gtgaggccca
gaggaggagc
gcaaagaaac

gggggacacg
cacggatcca

gagaaaccca
ctggggctgg
gcctcactgce
aggctacgtc
ttagaagccg
aatagcatga
tccctaagac



ES 2 660 149 T3

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

1 mdgfagsldd sisaastsdv gdrlsalesr vgggedeitv lkaaladvlr rlaisedhva
61 svkksvsskg gpspravipm scitngsgan rkpshtsavs ilagketlssa aksgtekkke

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
96l

kpaggrekke
shnswensdd
psdvdnyddi
tgrhylghtd
tfergvgcld
dantiitcgk
iwskttvept
klsklrtsti
pndpsplgva
maggdlksfl
cpgpgrvaki
lweifslgym
ilerieyctg
aappplptts
ptslwnptyg

eshsndgspg
srnklskips
rtelppeklk
cvkclaihpd
fskadsgvhl
shiffwtwsg
pgkgpkgsgl
mtdynpnycf
vktlpevcse
retrprpsqp
gdfgmardiy
pypsksngev
dpdvintalp
sgkaakkpta
switekptkk

iraspspdgps
tpklipkvtk
lewaygyrgk
kiriatggia
cviddsnehm
nsltrkggif
csasrarlpg
agktssisdl
gdeldflmea
sslamldllh
rasyyrkggc
lefvtsggrm
ieygplveee
aevsvrvprg
nnpiakkeph

sgplgihrgt
tadkhkdvii
dcranvyllp
gvdkdgrplg
ltvwdwgrka
gkyekpkfvg
hvaadhppawv
kevprknitl
liiskfnhgn
vardiacgcg
amlpvkwmpp
dppkncpgpv
ekvpvrpkdp
pavegghvnm
ergnlglegs

pesknatptk
ngegeyikmf
tgeivyfias
phvrvwdsvt
kgaeikttne
claflgngdv
yrrkhgelga
irglghgafg
ivrcigvslg
yleenhfihr
eafmegifts
yrimtgcwgh
egvppllvsg
afsgsnppse
ctvppnvatg

sikrpspaek
mrgrpitmfi
vvvlfnyeer
lstlgiiglg
vvlavefhpt
ltgdsggvml
mamelgspey
evyeggvsgm
slprfillel
diaarncllt
ktdtwsfgvl
gpedrpnfai
gakreeersp
lhrvhgsrnk
rlpgasllle

1021 pssltanmke vplfrlrhfp cgnvnygyqq dglpleaata pgaghyedti lksknsmngp

1081

gp

Secuencia de acido nucleico de EML4-ALK variante 7 (AB462412.1; Gl: 227452650)

1 tactctgtcg gEEcgctgaa tgaagtgcccec gcccctctaa gcccggagcec cggcegcecttte
6l cccgcaagat ggacggtttc gccggcagtce tcgatgatag tatttctget gecaagtactt

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

ctgatgttca
tcactgtgct
atgtggcctce
ttcccatgte
ctgtctcaat
agaaagaaaa
gtccacaaat
gacaaactcc
ctgaaaagtc
taccttcaac
tcatcatcaa
tgttcattcc
agctcaaact
ttcttececgac
aggagagaac
atcctgacaa
ctctacaacc
gacttggcac
ttcatttatg
ggaaagcaaa
acccaacaga
ggagcggcaa
ttgtgcagtyg

agatcgcctg
aaaggcggct
agtgaaaaaa
ctgtataacc
tgcaggaaaa
accacaagga
tcgagcatca
agaaagcaag
acataattct
acccaaatta
ccaagaadga
ttccgatgtt
ggagtgggca
cggggaaata
tcagcgacac
aattaggatt
ccacgtcaga
ttttgagcgt
tgttattgat
aggagcagaa
tgcaaatacc
ttcactaaca
tttagcattc

tcagctcttg
ttggctgatg
tcagtctcaa
aatggaagtg
gaaactcttt
cagagagaaa
ccttetecee
aatgctactc
tgggaaaatt
ataccaaaag
gaatatatta
gacaactatg
tatggttatc
gtttatttca
tacctgggcce
gcaactggac
gtgtgggatt
ggagtaggat
gactccaatg
ataaagacaa
ataattacat
agaaaacagqg

ttggggaatg

22

agtcacgagt
ttttgaggcg
gtaaaggcca
gtgcaaacag
catctgctgce
aaaaagagga
agccctcette
ccaccaaaag
cagatgatag
ttaccaaaac
aaatgtttat
atgacatcag
gaggaaagda
ttgcatcagt
atacagactg
agatagctgg
ctgttactct
gcctggattt
agcatatgct
caaatgaagt
gcggtaaatce
gaatttttgg
gagatgttct

tcagcaacaa
tcttgcaatc
accaagccct
aaaaccaagt
taaaagtggt
atctcattct
acaacctctc
cataaaacga
ccgtaataaa
tgcagacaag
gcgcggtegg
aacggaactg
ctgtagagct
agtagtacta
tgtgaaatgc
cgtggataaa
atccacactg
ttcaaaagca
tactgtatgg
tgttttggct
tcatattttc
gaaatatgaa
tactggagac

gaagatgaaa
tctgaagatc
cgagcagtta
cataccagtg
acadaaaaaa
aatgatcaaa
caaatacaca
ccatcaccag
ttgtcgaaaa
cataaagatg
ccaattacca
cctcctgaga
aatgtttacc
tttaattatg
cttgctatac
gatggaaggc
cagattattg
gattcaggtg
gactggcaga
gtggagtttc
ttctggacct
aagccaaaat

tcaggtggag



5

1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421

tcatgcttat
tatatcaaat
tgagaaatgg
atgatctgaa
tgcagagccce
accccaacta
ggaaaaacat
gccaggtgtc
ctgaagtgtyg
aattcaacca
tcatcctgcet
ctcgceccgag
ttgcctgtgg
gaaactgcct
tggcccgaga
ttaagtggat
ggtcctttgg
daagcaacca
actgccctgg
ggcccaactt
tcaacaccgc
tgaggcccaa
aggaggagcg
caaagaaacc
ggggacacgt
acggatccag
dagaaacccac
tggggctgga
cctcactgcet
ggctacgtca
tagaagccgc
atagcatgaa
ccctaagacc

atggagcaaa
cagcaaacaa
gatgttatta
tcctgaaaga
tgagtacaag
ctgctttgcet
caccctcatt
cggaatgccc
ctctgaacag
ccagaacatt
ggagctcatg
ccagccctcece
ctgtcagtat
cttgacctgt
catctacagg
gcccccagag
agtgctgcta
ggaagttctg
gcctgtatac
tgccatcatt
tttgccgata
ggaccctgag
cagcccagct
cacagctgca
gaatatggca
aaacaagccc
caaaaagaat
gggaagctgt
cctagagccc
cttcececttgt
tactgccect
ccagcctggg

gtgga

ES 2 660 149 T3

actactgtag
atcaaagctc
actggaggag
gaaatagagc
ctgagcaagc
ggcaagacct
cggggtctgg
aacgacccaa
gacgaactgg
gttcgctgceca
gcggggggag
tcecetggceca
ttggaggaaa
ccaggccctg
gcgagctact
gccttcatgg
tgggaaatct
gagtttgtca
cggataatga
ttggagagga
gaatatggtc
ggggttcctce
gccccaccac
gaggtctctg
ttctctcagt
accagcttgt
aatcctatag
actgtcccac
tcttecgetga
gggaatgtca
ggagctggte
ccctgagcectce

agcccacacc
atgatggcag
ggaaagacag
accaggagct
tccgecacctce
cctccatcag
gccatggagc
gccccectgea
atttecctecat
ttggggtgag
acctcaagtc
tgctggacct
accacttcat
gaagagtggc
atagaaaggg
aaggaatatt
tttctcttgg
ccagtggagg
ctcagtgctg
ttgaatactyg
cacttgtgga
ctctecectggt
ctctgecctac
ttcgagtccce
ccaaccctece
ggaacccaac
caaagaagga
ctaacgttgc
ctgccaatat
attacggcta
attacgagga
ggtcgcacac

Secuencia de la proteina EML4-ALK Variante 7 (BAH57336.1; Gl: 227452651)

tgggaaagga
tgtgttcaca

aaaaataatt
gcaagccatg
gaccatcatg
tgacctgaag
ctttggggag
agtggctgtg
ggaagccctyg
cctgcaatcc
cttcctececga
tctgcacgtg
ccaccgagac
caagattgga
aggctgtgcecce
cacttctaaa
atatatgcca
ccggatggac
gcaacatcag
cacccaggac
agaggaagag
ctctcaacag
cacctcctct
tagagggccg
ttcggagttyg
gtacggctcc
gccacacgac
aactgggaga
gaaggaggta
ccagcaacadg
taccattctg
tcacttctct

cctaaaggtg
ctttgtcaga
ctgtgggatc
cagatggagc
accgactaca
gaggtgccgce
gtgtatgaag
aagacgctgc
atcatcagca
ctgccececggt
gagacccgcc
gctcgggaca
attgctgcca
gacttcggga
atgctgccag
acagacacat
taccccagca
ccacccaaga
cctgaagaca
ccggatgtaa
aaagtgcctg
gcaaaacdggg
ggcaaggctyg
gccgtggaag
cacaaggtcc
tggtttacag
aggggtaacc
cttecggggg
cctctgttca
ggcttgcecct
aaaagcaaga
tcecttgggat

1 mdgfagsldd sisaastsdv gdrlsalesr vgqgqedeitv lkaaladvlr rlaisedhva
6l svkksvsskg gpspravipm scitngsgan rkpshtsavs iagketlssa aksgtekkke

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

kpaggrekke
shnswensdd
psdvdnyddi
tgrhylghtd
tfergvgcld
dantiitcgk
iwskttvept
npereiehge
itlirglghg
hgnivrcigv
gcqgyleenhf
mppeafmegi
gpvyrimtgc
kdpegvppll
vnmafsgsnp

eshsndgspg
srnklskips
rtelppeklk
cvkclaihpd
fskadsgvhl
shiffwtwsg
pgkgpkgvyq
lgamgmelgs
afgevyegqgv
slgslprfil
ihrdiaarnc
ftsktdtwst
wghgpedrpn
vsggakreee
pselhkvhgs

iraspspdps
tpklipkvtk
lewaygyrgk
kiriatggia
cviddsnehm
nsltrkggif
iskgikahdg
pevklsklrt
sgmpndpspl
lelmaggdlk
lltcpgpgrv
gvllweifsl
faiileriey
rspaappplp
rnkptslwnp

sgplgihrgt
tadkhkdvii
dcranvyllp
gvdkdgrplg
ltvwdwgrka
gkyekpkfvg
svitlcgmrn
stimtdynpn
gvavktlpev
sflretrprp
akigdfgmar
gympypsksn
ctgdpdvint
ttssgkaakk
tygswitekp

pesknatptk
ngegeyikmf
tgeivyfias
phvrvwdsvt
kgaeikttne
claflgngdv
gmlltgggkd
ycfagktssi
cseqgdeldfl
sgpsslamld
diyrasyyrk
gevlefvtsg
alpievgplv
ptaaevsvrv
tkknnpiakk

sikrpspaek
mrgrpitmfi
vvvlfnyeer
lstlgiiglg
vvlavefhpt
ltgdsggvml
rkiilwdhdl
sdlkevprkn
mealiiskfn
llhvardiac
ggcamlpvkw
grmdppkncp
eeeekvpvrp
prgpaveggh
ephdrgnlgl

1021 egsctvppnv atgrlpgasl llepssltan mkevplfrlr hfpcgnvnyg yggaglplea
1081 atapgaghye dtilksknsm ngpgp
Secuencia de acido nucleico de KIF5B-ALK (AB462413.1; Gl: 227452652)

1 tgcgagaaag atggcggacc tggccgagtg caacatcaaa gtgatgtgtc gcttcagacc
6l tctcaacgag tctgaagtga accgcggcga caagtacatc gccaagtttc agggagaaga
121 cacggtcgtg atcgcgtcca agccttatgc atttgatcgg gtgttccagt caagcacatc

23



181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781

tcaagagcaa
taatggaaca
taaacttcat
ttatatttac
atatttggat
agacaaaaac
tgaagttatg
gaatgaacat
acaaacggaa
ggttagtaaa
actttctgct
tcgagatagt
tattgtaatt
atttggccaa
agaacagtgg
tattcagtgg
tgaacagttt
tcttaccaat
aagaagaaag
agaaattaac
ggagcttttg
tcaagcagaa
acttgctgtc
attgcttagt
tcagaaactt
tttactaaaa
tgagggaact
gaagtcagaa
gagcaacaaa
tcaacatgaa
aagacagttg
agagaaagtc
taagcaagct
tagtttgaga
ccagaaaatg
agatcaggaa
agcaagacaa
caacctgcgc
tgattctgat
taatcttgaa
ctgtgaactt
ggaatcagca
agaagtagat
tgcacagatt
gagccctgag
caactactgc
aaacatcacc
ggtgtcegga
agtgtgctct
caaccaccag
cctgctggag
cccgagecag
ctgtggctgt
ctgcctettg
ccgagacatc
gtggatgccce
ctttggagtg
caaccaggaa
ccectgggecet
caactttgcc
caccgctttg

ES 2660 149 T3

gtgtataatg
atatttgcat
gatccagaag
tccatggatg
aagataaggg
cgagttccct
gataccatag
agctctagga
caaaagctga
actggagctg
cttggaaatg
aaaatgacaa
tgctgctectce
agggccaaaa
aaaaagaagt
cttgaaaatg
gacaaagada
gataaaccag
tgtgaagaag
cagcaaagtc
gcatctacca
aatgatgcct
aattatgatc
gatgaattga
aaggaaatga
gaccttgcag
ggcatgatag
gtaaaaacca
aaaatggaag
gccaaaatca
gaggaatctg
catgaaatgg
gttgaacagc
gatgaagtag
atgttagagc
aagagcagaa
gacttgaagg
aaactctttg
gacaccggag
cagctcacta
cctaagttgg
ctgaaagaag
cgcataaagg
gtgtaccgcece
tacaagctga
tttgctggca
ctcattcggg
atgcccaacg
gaacaggacg
aacattgttc
ctcatggcgg
ccctectece
cagtatttgg
acctgtccag
tacagggcga
ccagaggcect
ctgctatggg
gttctggagt
gtataccgga
atcattttgg
ccgatagaat

actgtgcaaa
atggacaaac
gcatgggaat
aaaatttgga
acctgttaga
atgtaaaggg
atgaaggaaa
gtcacagtat
gtggaaaact
aaggtgctgt
ttatttectgc
gaatccttca
catcatcata
caattaagaa
atgaaaaaga
agctcaacag
aagccaactt
caaccgcaat
aaattgctaa
aactggtaga
gaagggatca
ctaaagaaga
agaagtctca
atcagaaatc
ccaaccacca
aaataggaat
atgaagagtt
tggtgaaacy
aaaatgaaaa
agtcattgac
tcgatgcecect
aaaaggagca
agatccagag
aagcaaaagc
aggaacgtct
aactacatga
gtttggaaga
ttcaggacct
gcagcgcetge
aagtgcacaa
aaaagcgact
ctaaagaaaa
aagcagtcag
ggaagcacca
gcaagctccg
agacctcctce
gtctgggcca
acccaagccce
aactggattt
gctgcattgg
ggggagacct
tggccatgcet
aggaaaacca
gccctggaag
gctactatag
tcatggaagg
aaatcttttc
ttgtcaccag
taatgactca
agaggattga
atggtccact
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gaagattgtt
atcctctggg
tattccaaga
atttcatatt
tgtttcaaag
gtgcacagag
atccaacaga
atttcttatt
ttatctggtt
gctggatgaa
tttggctgag
agattcatta
caatgagtct
cacagtttgt
aaaagaaaaa
atggcgtaat
ggaagctttc
tggagttata
attatacaaa
gaaactgaag
agacaatatg
agtgaaagaa
ggaagttgaa
ggcaacttta
gaaaaaacga
tgctgtggga
cactgttgca
ttgcaagcag
ggagttagca
tgaatacctt
cagtgaagaa
cttaaataag
ccatagagaa
aaaacttatt
aagagtagaa
acttacggtt
gacagtggca
ggctacaaga
tcagaagcaa
acagttggta
tcgagctaca
tgcatctegt
gtcaaagaat
ggagctgcaa
cacctcgacc
catcagtgac
tggcgeccettt
cctgcaagtg
cctcatggaa
ggtgagcctg
caagtccttc
ggaccttctg
cttcatccac
agtggccaag
aaagggaggc
aatattcact
tcttggatat
tggaggccgg
gtgctggcaa
atactgcacc
tgtggaagag

aaagatgtac
aagacacaca
atagtgcaag
aaggtttcat
accaaccttt
cgttttgtat
catgtagcag
aatgtcaaac
gatttagctg
gctaaaaaca
ggtagtacat
ggtggcaact
gaaacaaaat
gtcaatgtgyg
aataagatcc
ggggagacgg
acagtggata
ggaaatttta
cagcttgatg
acgcaaatgt
caagctgagc
gttttacagg
gacaaaacta
gcgagtatag
gcagctgaga
aataatgatg
agactctaca
ttagaaagca
gcatgtcagc
caaaatgtgg
ctagtccagc
gttcagactg
actcatcaaa
actgatctte
catgagaagt
atgcaagata
aaagaacttc
gttaaaaaga
aaaatctcct
cgtgataatg
gctgagagag
gatcgcaaac
atggccagaa
gccatgcaga
atcatgaccg
ctgaaggagg
ggggaggtgt
gctgtgaaga
gccctgatca
caatccctgc
ctccgagaga
cacgtggctc
cgagacattg
attggagact
tgtgccatgc
tctaaaacag
atgccatacc
atggacccac
catcagcctg
caggacccgg
gaagagaaag

ttgaaggata
caatggaggg
atatttttaa
attttgaaat
cagttcatga
gtagtccaga
ttacaaatat
aagagaacac
gtagtgaaaa
tcaacaagtc
atgttccata
gtagaaccac
ctacactctt
agttaactgce
tgcggaacac
tgcctattga
aagatattac
ctgatgctga
acaaggatga
tggatcagga
tgaatcgcct
ccctagaaga
aggaatatga
atgctgagct
tgatggcatc
taaagcagcc
ttagcaaaat
cacaaactga
ttegtatcte
aacaaaagaa
ttcgagcaca
caaatgaagt
aacagatcag
aagaccaaaa
tgaaagccac
gacgagaaca
agactttaca
gtgctgagat
ttcttgaaaa
cagatctccg
tgaaagcttt
gctatcagca
gagggcattc
tggagctgca
actacaaccc
tgccgeggaa
atgaaggcca
cgctgectga
tcagcaaatt
cccggtteat
cccgeecteg
gggacattgc
ctgccagaaa
tcgggatggce
tgccagttaa
acacatggte
ccagcaaaag
ccaagaactg
aagacaggcc
atgtaatcaa
tgcctgtgag



5

10

3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441

gcccaaggac
ggagcgcagc
gaaacccaca
acacgtgaat
atccagaaac
acccaccaaa
gctggaggga
actgctccta
acgtcacttc
agccgctact
catgaaccag

cctgaggggyg
ccagctgccce
gctgcagagg
atggcattct
aagcccacca
aagaataatc
agctgtactg
gagccctcett
ccttgtggga

gcccctggag
cctgggecct

ES 2 660 149 T3

ttcectectet
caccacctct
tctctgtteg
ctcagtccaa
gcttgtggaa
ctatagcaaa
tcccacctaa
cgctgactgc
atgtcaatta
ctggtcatta
gagctcggtce

cctggtctct
gcctaccacc
agtccctaga
cccteectteg
cccaacgtac
gaaggagcca
cgttgcaact
caatatgaag
cggctaccag
cgaggatacc
gcacactca

Secuencia de la proteina KIF5B-ALK (BAH57337.1; Gl: 227452653)

caacaggcaa
tcctectggceca
gggccggcecg
gagttgcaca
ggctcctggt
cacgacaggg
gggagacttc
gaggtacctc
caacagggct
attctgaaaa

aacgggagga
aggctgcaaa

tggaaggggg
aggtccacgg
ttacagagaa
gtaacctggg
cgggggcctce
tgttcaggct
tgcccttaga
gcaagaatag

1 madlaecnik vmcrfrplne sevnrgdkyi akfqgedtvv iaskpyafdr vigsstsgeqg
61 vyndcakkiv kdvlegyngt ifayggtssg kthtmegklh dpegmgiipr ivgdifnyiy

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

smdenlefhi
dtidegksnr
tgaegavlde
ccspssynes
lenelnrwrn
ceeelaklyk
ndaskeevke
kemtnhgkkr
vktmvkrckg
eesvdalsee
deveakakli
dlkgleetva
gltkvhkglwv
rikeavrskn
fagktssisd
egdeldflme
psslamldll
yrasyyrkgg
viefvtsggr
pieygplvee
aaevsvrvpr
knnpiakkep
pcgnvnygyq

kvsyfeiyld
hvavtnmneh
akninkslsa
etkstllfgg
getvpidegt
glddkdeein
vligaleelav
aaemmasllk
lestgtesnk
lvglragekv
tdlgdgngkm
kelgtlhnlr
rdnadlrcel
marrghsaqi
lkevprknit
aliiskfnhg
hvardiacgc
camlpvkwmp
mdppkncpgp
eekvpvrpkd
gpavegghvn
hdrgnlgleg
gagglpleaat

kirdlldvsk
ssrshsifli
lgnvisalae
raktikntvc
dkekanleaf
ggsqglveklk
nydgksgeve
dlaeigiavg
kmeenekela
hemekehlnk
mlegerlrve
klfvgdlatr
pklekrlrat
vyrrkhgelg
lirglghgaf
nivrcigvsl
gyleenhfih
peafmegift
vyrimtgcwqg
pegvppllvs
mafsgsnpps
sctvppnvat
apgaghyedt

tnlsvhedkn
nvkgentgte
gstyvpyrds
vnveltaegw
tvdkditltn
tgmldgeell
dktkeyells
nndvkgpegt
acglrisghe
vgtanevkga
heklkatdge
vkksaeidsd
aervkalesa
amgmelgspe
gevyegqvsg
gslprfille
rdiaarncll
sktdtwsfgv
hgpedrpnfa
ggakreeers
elhkvhgsrn
grlpgaslll
ilksknsmng

Secuencia NPM-ALK (t (2; 5) (translocacion cromosdmica p23; q35)*

Secuencia TPM3-ALK (translocacién cromosémica t (1; 2) (p25; p23))*

Secuencia de acido nucleico de TFGXL-ALK (AF390893.1; Gl: 20269389)

rvpyvkgcte
gklsgklylwv
kmtrilgdsl
kkkyekekek
dkpataigvi
astrrdgdnm
delngksatl
gmideeftva
akikslteyl
veqgigshre
ksrklheltv
dtggsaagkg
lkeakenasr
yvklsklrtst
mpndpsplgv
lmaggdlkst
tcpgpgrvak
llweifslgy
iilerieyct
paappplptt
kptslwnpty
epssltanmk
pgp

rfvecspdevm
dlagsekvsk
ggnerttivi
nkilrntiqw
gnftdaerrk
gaelnrlgae
asidaelgkl
rlyiskmkse
gnvegkkrgl
thgkgisslr
mgdrregarg
kisflennle
drkryggevd
imtdynpnyc
avktlpevcs
lretrprpsg
igdfgmardi
mpypsksnge
gdpdvintal
ssgkaakkpt
gswitekptk
evplfrlrhf

1 atgaacggac agttggatct aagtgggaag ctaatcatca aagctcaact tggggaggat
6l attcggcgaa ttcctattca taatgaagat attacttatg atgaattagt gctaatgatg

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

caacgagttt
gaagatggag
agtaggatac
caggtgaaat
gatagcttgg
gtggatggta
atggcagcaa
gttatgtcag
gaagatcgtt
ggcgttcagc
gtgtaccgcc
tacaagctga

tcagaggaaa
atcttataac
tgaaactgac
atctcegteg
aaccacctgg
gggaagaaaa
gtatgtctgc
cgtttggctt
caggaacacc
cacagcagcc
ggaagcacca
gcaagctccg

acttctgagt
aatttttgat
attatttgtt
agaactgata
agaaccagga
gtctgcttct
ttttgatcct
aacagatgat
cgacagcatt
accatataca
ggagctgcaa
cacctcgacc

25

aatgatgaag
agttctgacc
aatggccagc
gaacttcgaa
ccttccacca
gattcttctg
ttaaaaaacc
caggtttcag
gcttectecet
ggagctcaga
gccatgcaga
atcatgaccg

taacaataaa
tttectttge
caagacccct
ataaagtgaa
atattcctga
gaaaacadgtc
aagatgaaat
ggccacccag
cctcagcagce
ctcaagcagg
tggagctgca
actacaaccc

gtataaagat
aattcagtgce
tgaatcaagt
tcgtttattg
aaatgatact
tactcaggtt
caataaaaat
tgctcctgcea
tcacccacca
tcagattgaa
gagccctgag
caactactgc



ES 2 660 149 T3

841 tttgctggca agacctcctc catcagtgac ctgaaggagg tgccgcggaa aaacatcacc
901 ctcattcggg gtctgggcca tggcgecttt ggggaggtgt atgaaggcca ggtgtcoccgga
961 atgcccaacg acccaagccce cctgcaagtg gectgtgaaga cgetgectga agtgtgetet

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401

gaacaggacg
aacattgttc
ctcatggcgg
ccctecctece
cagtatttgg
acctgtccag
tacagggcga
ccagaggcct
ctgctatggg
gttctggagt
gtataccgga
atcattttgg
ccgatagaat
cctgaggggyg
ccagctgccc
gctgcagagg
atggcattct
aagcccacca
aagaataatc
agctgtactg
gagccctcett
ccttgtggga

gcccctggag
cctgggecect

aactggattt
gctgcattgg
ggggagacct
tggccatgcet
aggaaaacca
gccctggaag
gctactatag
tcatggaagg
aaatctttte
ttgtcaccag
taatgactca
agaggattga
atggtccact
ttecectectet
caccacctct
tctctgtteg
ctcagtccaa
gcttgtggaa
ctatagcaaa
tcccacctaa
cgctgactgc
atgtcaatta
ctggtcatta
ga

cctcatggaa
ggtgagcctyg
caagtccttc
ggaccttctg
cttcatccac
agtggccaag
aaagggaggc
aatattcact
tcttggatat
tggaggccgg
gtgctggcaa
atactgcacc
tgtggaagag
cctggtctcet
gcctaccacc
agtccctaga
ccctectteg
cccaacgtac
gaaggagcca
cgttgcaact
caatatgaag
cggctaccag
cgaggatacc

gccctgatca
caatccctgc
ctccgagaga
cacgtggctc
cgagacattg
attggagact
tgtgccatgc
tctaaaacag
atgccatacc
atggacccac
catcagcctg
caggacccgdg
gaagagaaag
caacaggcaa
tcctectggcea
gggccggceceg
gagttgcaca
ggctcctggt
cacgacaggg
gggagacttc
gaggtacctc
caacagggct
attctgaaaa

Secuencia de la proteina TEFGXL-ALK (AAM17922.1; Gl: 20269390)*

tcagcaaatt
cccggttcat
cccgeccecteg
gggacattgc
ctgccagaaa
tcgggatggce
tgccagttaa
acacatggtc
ccagcaaaadg
ccaagaactg
aagacaggcc
atgtaatcaa
tgcctgtgag
aacgggagga
aggctgcaaa
tggaaggggg
aggtccacgg
ttacagagaa
gtaacctggg
cgggggcecte
tgttcaggct
tgceccttaga
gcaagaatag

caaccaccag
cctgctggag
cccgagcecag
ctgtggctgt
ctgcctettg
ccgagacatc
gtggatgccc
ctttggagtg
caaccaggaa
ccctgggect
caactttgcc
caccgctttg
gcccaaggac
ggagcgcagc
gaaacccaca
acacgtgaat
atccagaaac
acccaccaaa
gctggaggga
actgctccta
acgtcacttc
agccgctact
catgaaccag

1 mnggldlsgk liikaglged irripihned itydelvlmm grvfrgklls ndevtikykd
61 edgdlitifd ssdlsfaigc srilkltlfv nggprpless gvkylrreli elrnkvnrll

121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781

dsleppgepg
vmsafgltdd

vyrrkhgelg
lirglghgaf
nivrcigvsl
gyleenhfih
peafmegift
vyrimtgewg
pegvppllvs
mafsgsnpps
sctvppnvat
apgaghyedt

pstnipendt
qvsgppsapa
amgmelgspe
gevyegqvsg
gslprfille
rdiaarncll
sktdtwsfgv
hgpedrpnfa
ggakreeers
elhkvhgsrn
grlpgaslll
ilksknsmng

vdgreeksas
edrsgtpdsi
yvklsklrtst
mpndpsplgv
lmaggdlksf
tcpgpgrvak
llweifslqgy
iilerieyct
paappplptt
kptslwnpty
epssltanmk
Pgp

dssgkgstqv
assssaahpp
imtdynpnyc
avktlpevcs
lretrprpsg
igdfgmardi
mpypsksnge
gdpdvintal
ssgkaakkpt
gswitekptk
evplfrlrhf

Secuencia de acido nucleico de TFGL-ALK (AF143407.1; Gl: 6739534)

10

26

maasmsafdp
gvqpqqppyt
fagktssisd
eqdeldflme
psslamldll
yrasyyrkgg
vlefvtsggr
pieygplvee
aaevsvrvpr
knnpiakkep
pcgnvnygyq

lkngdeinkn
gaqtqagqgie
lkevprknit
aliiskfnhg
hvardiacgc
camlpvkwmp
mdppkncpgp
eekvpvrpkd
gpavegghwvn
hdrgnlgleg
qgglpleaat
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1 cctccgcaag ccgtcetttcect ctagagttgt atatatagaa catcctggag tccaccatga
6l acggacagtt ggatctaagt gggaagctaa tcatcaaagc tcaacttggg gaggatattc

121
181
241
301
36l
421
481
541
601
66l
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761

ggcgaattcc
gagttttcag
atggagatct
ggatactgaa
tgaaatatct
gcttggaacc
atggtaggga
cagcaagtat
tgtcagcgtt
tgcaagccat
cgaccatcat
gtgacctgaa
cctttgggga
aagtggctgt
tggaagccct
gcctgcaatce
ccttecectecg
ttctgcacgt
tccaccgaga
ccaagattgg
gaggctgtge
tcacttctaa
gatatatgcc
gccggatgga
ggcaacatca
gcacccagga
aagaggaaga
tctctcaaca
ccacctecte
ctagagggcc
cttcggagtt
cgtacggctc
agccacacga
caactgggag
tgaaggaggt
accagcaaca
ataccattct
ctcacttctc
acaaaccaga
aaaaagctgt
tcgaaagaag
aaggttttta
tgcttcaatg
ccttgcecttg
ttatttgtaa

tattcataat
aggaaaactt
tataacaatt
actgacatta
ccgtcgagaa
acctggagaa
agaaaadgtct
gtctgectttt
tggcttaaca
gcagatggag
gaccgactac
ggaggtgccg
ggtgtatgaa
gaagacgctg
gatcatcagc
cctgeccececgg
agagacccgc
ggctcgggac
cattgctgcc
agacttcggg
catgctgcca
aacagacaca
ataccccagc
cccacccaag
gcctgaagac
cccggatgta
gaaagtgcct
ggcaaaacgqg
tggcaaggct
ggccgtggaa
gcacaaggtc
ctggtttaca
caggggtaac
acttccgggg
acctctgttc
gggcttgccce
gaaaagcaag
ttccttggga
gaccaaatgt
attttgaaaa
aaaatatcat
tgcatgtttyg
tagtcagaat
ttgatgtgga
tgactaaaa

gaagatatta
ctgagtaatg
tttgatagtt
tttgttaatg
ctgatagaac
ccaggacctt
gcttctgatt
gatcctttaa
gatgatcagg
ctgcagagcc
aaccccaact
cggaaaaaca
ggccaggtgt

cttatgatga
atgaagtaac
ctgacctttc
gccagccaag
ttcgaaataa
ccaccaatat
cttctggaaa
aaaaccaaga
tttcagtgta
ctgagtacaa
actgctttgce
tcaccctcat
ccggaatgcce

attagtgcta
aataaagtat
ctttgcaatt
accccttgaa
agtgaatcgt
tcctgaaaat
acagtctact
tgaaatcaat
ccgccggaag
gctgagcaag
tggcaagacc

tcggggtctg
caacgaccca

atgatgcaac
aaagatgaag
cagtgcagta
tcaagtcagg
ttattggata
gatactgtgg
caggttatgg
aaaaatgtta
caccaggagc
ctccgcacct
tccteccatca

ggccatggcg
agcccectge

cctgaagtgt gctctgaaca ggacgaactg gatttcctca
aaattcaacc accagaacat tgttcgctgc attggggtga

ttcatcctgce
cctcgecceccga
attgcctgtg
agaaactgcc
atggcccgag
gttaagtgga
tggtcctttg
aaaagcaacc
aactgccctg
aggcccaact
atcaacaccg
gtgaggccca
gaggaggagc
gcaaagaaac
gggggacacg
cacggatcca
gagaaaccca
ctggggctgg
gcctcactgc
aggctacgtc
ttagaagccg
aatagcatga
tccctaagac
cacgttttgt
tgctttagaa
aaaaatgagt
ttgtatactt
tagctgcettce
catgagccat

tggagctcat
gccagccctce
gctgtcagta
tcttgacctyg
acatctacag
tgcccccaga
gagtgctgct
aggaagttct
ggcctgtata
ttgccatcat
ctttgccgat
aggaccctga
gcagcccagc
ccacagctgc
tgaatatggc
gaaacaagcc
ccaaaaagaa
agggaagctyg
tcctagagcece
acttcccttg
ctactgcccce
accagcctgg
cgtggaggag
tttgtgccaa
aggttttgag
gataaataca
ccttatgcectt
tatgtttcat

ttgaggggag

Secuencia de la proteina TEGL-ALK (AAF27292.1; Gl: 6739535)*

27

ggcgggggga
ctcecectggece
tttggaggaa
tccaggccect
ggcgagctac
ggccttcatg
atgggaaatc
ggagtttgtc
ccggataatg
tttggagagg
agaatatggt
gggggttcecet
tgccccacca
agaggtctct
attctctcag
caccagcttg
taatcctata
tactgtccca
ctcttcgctg
tgggaatgtc
tggagctggt
gccctgaget
agagaggcaa
cctattttga
catgggttca
aggcccagat
cttttaaatt
agttggggtc
agggaacgga

gacctcaagt
atgctggacc
aaccacttca
ggaagagtgg
tatagaaagg
gaaggaatat
ttttctcttyg
accagtggag
actcagtgct
attgaatact
ccacttgtgg
cctctecectgg
cctctgecta
gttcgagtcc
tccaaccctce
tggaacccaa
gcaaagaagqg
cctaacgttg
actgccaata
aattacggct
cattacgagg
cggtcgcaca
tggctcctte
agtaccacca
tcctattett
gtggttgcat
gtgtgtgctc
atagatgttt
aataaaggag
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1 mnggldlsgk liikaglged irripihned itydelvlmm grvifrgklls ndevtikykd
6l edgdlitifd ssdlsfaiqc srilkltlfv nggprpless gvkylrreli elrnkvnrll

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

Secuencia de acido nucleico de TFGS-ALK (AF125093.1; Gl:

dsleppgepg
vmsafgltdd

isdlkevprk
lmealiiskf
dllhvardia
kggcamlpvk
ggrmdppknc
veeeekvpvr
vprgpavegg
kephdrgnlg
gyqgaglple

pstnipendt
gvsvyrrkhg
nitlirglgh
nhgnivrcig
cgcgyleenh
wmppeafmeg
pgpvyrimtg
pkdpegvppl
hvnmafsgsn
legsctvppn
aatapgaghy

vdgreeksas
elgamgmelqg
gafgevyegq
vslgslprfi
fihrdiaarn
iftsktdtws
cwghgpedrp
lvsggakree
ppselhkvhg
vatgrlpgas
edtilkskns

dssgkgstgv
speyklsklr
vsgmpndpsp
llelmaggdl
clltcpgpgr
fgvllweifs
nfaiilerie
erspaapppl
srnkptslwn
lllepsslta
mngpgp

7229260)

maasmsafdp
tstimtdynp
lgvavktlpe
ksflretrpr
vakigdfgma
lgympypsks
yctgdpdvin
pttssgkaak
ptygswiftek
nmkevplfrl

lkngdeinkn
nycfagktss
vcseqdeldf
pagpsslaml
rdiyrasyyr
ngevlefvts
talpieygpl
kptaaevsvr
ptkknnpiak
rhfpcgnvny

1 cctccgcaag ccgtcetttcect ctagagttgt atatatagaa catcctggag tccaccatga
6l acggacagtt ggatctaagt gggaagctaa tcatcaaagc tcaacttggg gaggatattc

121
181
241
301
36l
421
481
541
601

ggcgaattcc
gagttttcag
atggagatct
ggatactgaa
tgaaatatct
gcttggaacc
ggaagcacca
gcaagctcecg
agacctccte

tattcataat
aggaaaactt
tataacaatt
actgacatta
ccgtcgagaa
acctggagaa
ggagctgcaa
cacctcgacc
catcagtgac

gaagatatta
ctgagtaatg
tttgatagtt
tttgttaatg
ctgatagaac
ccaggacctt
gccatgcaga
atcatgaccg
ctgaaggagg

28

cttatgatga
atgaagtaac
ctgaccttte
gccagccaad
ttcgaaataa
ccaccaatat
tggagctgca
actacaaccc
tgccgcggaa

attagtgcta
aataaagtat
ctttgcaatt
accccttgaa
agtgaatcgt
tcctgaaaat
gagccctgag
caactactgc
aaacatcacc

atgatgcaac
aaagatgaag
cagtgcagta
tcaagtcagg
ttattggata
gtgtaccgcc
tacaagctga
tttgctggca
ctcattcggg



10

661

721

781

841

901

961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581

gtctgggcca
acccaagccc
aactggattt
gctgcattgg
ggggagacct
tggccatgcect
aggaaaacca
gccctggaag
gctactatag
tcatggaagg
aaatcttttc
ttgtcaccag
taatgactca
agaggattga
atggtccact
ttectectet
caccacctct
tctctgtteg
ctcagtccaa
gcttgtggaa
ctatagcaaa
tcececacctaa
cgctgactgc
atgtcaatta
ctggtcatta
gagctcggtce
ggcaatggct
tttgaagtac
gttcatccta
cagatgtggt
aaattgtgtyg
gggtcataga
acggaaataa

tggcgeccttt
cctgcaagtg
cctcatggaa
ggtgagcctg
caagtccttc
ggaccttctg
cttcatccac
agtggccaag
aaagggaggc
aatattcact
tcttggatat
tggaggccgg
gtgctggcaa
atactgcacc
tgtggaagag
cctggtctcet
gcctaccacc
agtccctaga
ccctectteg
cccaacgtac
gaaggagcca
cgttgcaact
caatatgaag
cggctaccag
cgaggatacc
gcacactcac
ccttcacaaa
cacCaaaaaa
ttctttcgaa
tgcataaggt
tgctctgett
tgttteccttyg
aggagttatt
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ggggaggtgt
gctgtgaaga
gccctgatca
caatccctge
ctccgagaga
cacgtggctce
cgagacattg
attggagact
tgtgccatgce
tctaaaacag
atgccatacc
atggacccac
catcagcctg
caggacccgg
gaagagaaaqg
caacaggcaa
tcctectggea
gggccggceceg
gagttgcaca
ggctcecctyggt
cacgacaggqg
gggagacttc
gaggtacctc
caacagggct
attctgaaaa
ttctcttect
ccagagacca
gctgtatttt
agaagaaaat
ttttatgcat
caatgtagtc
ccttgttgat
tgtaatgact

atgaaggcca

cgctgecctga

tcagcaaatt

cccggttecat

cccgcececcteg

gggacattgc
ctgccagaaa
tcgggatgge
tgccagttaa
acacatggtc
ccagcaaaaqg
ccaagaactg
aagacaggcc
atgtaatcaa
tgcctgtgag
aacgggagga
aggctgcaaa
tggaaggggg
aggtccacgg
ttacagagaa
gtaacctggg
cgggggcecte
tgttcaggct
tgcccttaga
gcaagaatag
tgggatcecct
aatgtcacgt
gaaaatgctt
atcataaaaa
gtttgttgta
agaattagcet
gtggacatga
aaaa

Secuencia de la proteina TFGS-ALK (AAF42734.1; Gl: 7229261)*

ggtgtccgga
agtgtgctct
caaccaccag
cctgctggag
cccgagccag
ctgtggctgt
ctgcctcttg
ccgagacatc
gtggatgccc
ctttggagtg
caaccagdaa
ccctgggect
caactttgcc
caccgctttg
gcccaaggac
ggagcgcagc
Jaaacccaca
acacgtgaat
atccagaaac
acccaccaaa
gctggaggga
actgctccta
acgtcacttc
agccgctact
catgaaccag
aagaccgtgg
tttgttttgt
tagaaaggtt
tgagtgataa
tacttcctta
gcttctatgt
gccatttgag

atgcccaacg
gaacaggacg
aacattgttc
ctcatggcgg
ccctectecce
cagtatttygg
acctgtccag
tacagggcga
ccagaggcct
ctgctatggg
gttctggagt
gtataccgga
atcattttgg
ccgatagaat
cctgaggggyg
ccagctgccce
gctgcagagg
atggcattct
aagcccacca
aagaataatc
agctgtactg
gagccctett
ccttgtggga
gccecctggag
cctgggcect
aggagagaga
gccaacctat
ttgagcatgg
atacaaggcc
tgcttctttt
ttcatagttyg

gggagaggga

1 mnggldlsgk liikaglged irripihned itydelvlmm grvfrgklls ndevtikykd
61 edgdlitifd ssdlsfaiqc srilkltlfv nggprpless gvkylrreli elrnkvnrll

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

dsleppgepg
gktssisdlk

deldflmeal
slamldllhv
asyyrkggca
efvtsggrmd
eygplveeee
evsvIvprgp
npiakkephd
gnvnygyqqq

pstnipenvy
evprknitli
iiskfnhgni
ardiacgcqgy
mlpvkwmppe
ppkncpgpvy
kvpvrpkdpe
avegghvnma
rgnlglegsc
glpleaatap

rrkhgelgam
rglghgafge
vrcigvslgs
leenhfihrd
afmegiftsk
rimtgcwghg
gvppllvsqg
fsgsnppsel
tvppnvatgr
gaghyedtil

gmelgspevk
vyegqgvsgmp
lprfillelm
iaarnclltc
tdtwsfgvll
pedrpnfaii
akreeerspa
hkvhgsrnkp
lpgaslllep
ksknsmngpg

Secuencia de ATIC-ALK (translocacién cromosémica inv (2) (p23; q35))*

Secuencia de CLTC-ALK (translocaciéon cromosémica t (2; 17) (p23; g23))*

Secuencia de acido nucleico de MSN-ALK (AF295356.1; Gl: 14625823)

lsklrtstim
ndpsplgvav
aggdlksflr
pgpgrvakig
welifslgymp
lerieyctqgd
appplpttss
tslwnptygs
ssltanmkev

p

tdynpnycfa
ktlpevcseq
etrprpsqgps
dfgmardiyr
ypsksngevl
pdvintalpi
gkaakkptaa
wftekptkkn
plfrlrhfpc

1 aactccgctg cctttgeccge caccatgccc aaaacgatca gtgtgecgtgt gaccaccatg
61 gatgcagagc tggagtttgc catccagccc aacaccaccg ggaagcagct atttgaccag

121
181
241
301

gtggtgaaaa
aaaggtttct
gaaagccccece
ttgattcagg

ctattggctt
ccacctggct
tgctctttaa
acatcactca

gagggaagtt
gaaactcaat
gttccgtgcce
gcgcctgtte

29

tggttctttyg
aagaaggtga
aagttctacc
tttctgcaag

gtctgcagta
ctgcccagga
ctgaggatgt
tgaaagaggg

ccaggacact
tgtgcggaag
gtccgaggaa
cattctcaat



361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

gatgatattt
aagtatggcg
ctcccgcaga
caggtgtgge
aagattgctc
ggctcagagc
agactaactc
aagaaatttg
cggctgcgga
cgccgtcgca
aagcaccada
gcagagaagg
cagatcgagg
ctggaacttg
cgtcaagaag
actcaggaac
atggcccgac
gccatgcaga
atcatgaccg
ctgaaggagg
ggggaggtgt

actgcccgcece
acttcaataa
gagtcctgga
atgaggaaca
aagatctgga
tgtggctggg
ccaagatagg
tcatcaagcc
ttaacaagcg
agcctgatac
agcagatgga
agaaagagaa
aacagactaa
agcaggaacg
ctgaagaggc
agctggectt
agaagaagga
tggagctgca
actacaaccc
tgccgcecggaa
atgaaggcca
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tgagaccgct
ggaagtgcat
acagcacaaa
ccgtggcatg
gatgtatggt
ggtggatgcce
cttceceectgg
cattgacaaa
gatcttggcc
cattgaggtg
gcgtgctatg
gattgaacgg
gaaggctcag
gaagcgtgcc
caaggaggcc
ggaaatggca
gagtgaggct
gagccctgag
caactactgc
aaacatcacc

ggtgtccgga

gtgctgctgg
aagtctggct
ctcaacaagg
ctcagggagg
gtgaactact
ctgggtctca
agtgaaatca
aaagccccgg
ttgtgcatgg
cagcagatga
ctggaaaatg
gagaaggagg
caagaactgg
cagagcgagg
ttgctgcagg
gagctgacag
gtggagtgge
tacaagctga
tttgctggca
ctcattcggg
atgcccaacg

Secuencia de la proteina MSN-ALK (AAK71522.1; Gl: 14625824 )*

cctcgtatge
acctggccgg
accagtggga
atgctgtcct
tcagcatcaa
acatctatga
ggaacatctc
acttcgtectt
ggaaccatga
aggcacaggc
agaagaagaa
agctgatgga
aagaacagac
ctgaaaagct
cctccecggga
ctcgaatctc
agcagaagca
gcaagctcecg
agacctcctc
gtctgggcca
acccaag

tgtccagtct
agacaadgttg
ggagcggatc
ggaatatctg
gaacaagaaa
gcagaatgac
tttcaatgat
ctatgctccce
actatacatg
ccgggaggag
gcgtgaaatg
gaggctgaag
ccgtagggcet
ggccaaggag
ccagaaaaaqg
ccagctggag
ggagctgcaa
cacctcgacc
catcagtgac
tggcgccttt

1 mpktisvrvt tmdaelefai gpnttgkglf dgvvktiglr evwffglgyg dtkgfstwlk
6l lnkkvtagdv rkespllfkf rakfypedvs eeliqgditgr lfflgvkegi lnddiycppe

121
181
241
301
361
421
481

tavllasyav
gmlredavle
pwseirnisf
evgqqgmkagar
aggeleeqgtr
maeltarisqg
vcfagktssi

gskygdfnke
yvlkiagdlem
ndkkfvikpi
eekhgkgmer
ralelegerk
lemargkkes
sdlkevprkn

vhksgylagd
ygvnyfsikn
dkkapdfvfy
amlenekkkr
ragseaekla
eavewggkge
itlirglghg

kllpgrvleq
kkgselwlgv
aprlrinkri
emaekekeki
kergeaeeak
lgamgmelqgs
afgevyeggv

hklnkdgwee
dalglniyeq
lalcmgnhel
erekeelmer
eallgasrdg
pevklsklrt
sgmpndp

Secuencia de acido nucleico de TPM4-ALK variante menor (AF362887.1; Gl: 14010353)

rigvwheehr
ndrltpkigf
ymrrrkpdti
lkgieeqgtkk
kktgeglale
stimtdynpn

1 cgagaagttg agggagaaag gcgggcccgg gaacaggctg aggctgaggt ggcctccttg
61 aaccgtagga tccagctggt tgaagaagag ctggaccgtg ctcaggagcg tgcggaggtg

121

181

241

301

361

421
10

tctgaactaa
tctctggagg
aaacttctgt
gttgcaaaac
ctgcaagcca
ctcgac

aatgtggtga
ctgcatctga
ctgacaaact
tggaaaagac
tgcagatgga

cctggaagaa
aaagtattct
gaaagaggct
aattgatgac
gctgcagagc

gaactcaaga
gaaaaggagg
gagacccgtg
ctggaagtgt
cctgagtaca

atgttactaa
acaaatatga
ctgaatttgc
acctccggaa
agctgagcaa

Secuencia de la proteina TPM4-ALK variante menor (AAK51964.1; Gl: 14010354)

caatctgaaa
agaagaaatt
agagagaacg
gcaccaagag
gctcecgcacce

1 revegerrar egaeaevasl nrriglveee ldrageraev selkcgdlee elknvtnnlk
61 sleaasekys ekedkyeeeil kllsdklkea etraefaert vaklektidd levylrkhge
121 lgamgmelgs peyklsklrt 1d

15

Secuencia de acido nucleico de TPM4-ALK Variante principal (AF362886.1; Gl: 14010351)

1 ctggcagagt cccgttgcecg agagatggat gagcagatta gactgatgga ccagaacctg
61 aagtgtctga gtgctgctga agaaaagtac tctcaaaaag aagataaata tgaggaagaa
atcaagattc ttactgataa actcaaggag gcagagaccc gtgctgaatt tgcagagaga
acggttgcaa aactggaaaa gacaattgat gacctggaag tgtaccgccg gaagcaccag
gagctgcaag ccatgcagat ggagctgcag agccctgagt acaagctgag caagctccge

121
181
241
301

acctcgac

Secuencia de la proteina TPM4-ALK variante principal (AAK51963.1; Gl: 14010352)

30
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1 laesrcremd eqirlmdgnl kclsaaeeky sgkedkyeee ikiltdklke aetraefaer
61 tvaklektid dlevyrrkhg elgamgmelqg speyklsklr tst

Secuencia de MYH9-ALK (translocacion cromosoémica t (2; 22) (p23; q11.2))*

Secuencia de RANBP2-ALK (translocaciones cromosomicas t (2; 2) (p23; g13) o inv (2) (p23; q11-13))*

Secuencia de ALO17-ALK (translocacidén cromosdmica t (2; 17) (p23; q25))*

Secuencia de CARS-ALK (translocacién cromosémica t (2; 11; 2) (p23; p15; g31))*

* Con la excepcion de MSN-ALK y MYH-9, todas las proteinas de fusién contienen los 563 aminoacidos finales de
ALK. MSN-ALK y MYH9 contienen los 567 y 566 aminoacidos finales, respectivamente.

“Mutaciones de ALK” se refiere en general a modificaciones en la secuencia del acido nucleico y/o de aminoacidos
con respecto a una secuencia de referencia de la quinasa del linfoma anaplasico. En algunas realizaciones, sin
embargo, “mutaciones de ALK” puede referirse a mutaciones de la quinasa de linfomas anaplasicos especificas
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 aminoacido cisteina en la posicion 1156 (C1156)
y/o el aminoacido de leucina en la posicion 1196 (L1196) de la proteina ALK de tipo silvestre (NP_004295) a un
aminoacido distinto que confiere resistencia a los agentes inhibidores de la ALK. En una realizacién, la posicion
C1156 comprende un aminodacido tirosina y/o la posiciéon L1196 comprende un aminoacido metionina. Un experto en
la materia reconocera que las posiciones de aminoacido que corresponden con las mutaciones “C1156” y “L1196” de
la proteina ALK de tipo silvestre tendran distintos nimeros con respecto a distintas secuencias de referencia (por
ejemplo, homodlogos de ALK, proteinas ALK de fusion, 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 invencion se refiere a
mutaciones en la posicién 1156 de la ALK humana de tipo silvestre.

Un experto en la materia reconocera ademas que existe una correspondencia conocida y definida entre la secuencia
de aminoacidos de una proteina particular y la secuencia de nucleétidos que puede codificar para la proteina, como
se define por el cédigo genético (mostrado a continuacién). Asimismo, existe una correspondencia conocida y
definida entre la secuencia de nucleétidos de un acido nucleico particular y la secuencia de aminoacidos que codifica
ese acido nucleico, como se define por el cédigo genético.

CODIGO GENETICO

Alanina (Ala, A) GCA, GCC, GCG, GCT

Arginina (Arg, R) AGA, ACG, CGA, CGC, CGG, CGT
Asparragina (Asn, N) AAC, AAT

Acido aspartico (Asp, D) GAC, GAT

Cisteina (Cys, C) TGC, TGT

Acido glutamico (Glu, E) GAA, GAG

Glutamina (GIn, Q) CAA, CAG

Glicina (Gly, G) GGA, GGC, GGG, GGT

Histidina (His, H) CAC, CAT

Isoleucina (lle, 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

Triptéfano (Trp, W) TGG

Tirosina (Tyr, Y) TAC, TAT

Valina (Val, V) GTA, GTC, GTG, GTT

Senal de terminacion (final) TAA, TAG, TGA

Una caracteristica importante y bien conocida del cédigo genético es su redundancia, mediante la cual, para la
mayoria de los aminoacidos utilizados para hacer proteinas puede emplearse mas de un triplete de nucledtidos
codificante (por ejemplo, como se ilustra anteriormente). Por lo tanto, varias secuencias de nucledtidos distintas
pueden codificar una dada secuencia de aminoacidos. Tales secuencias de nucleétidos se consideran
funcionalmente equivalentes dado que dan como resultado la produccién de la misma secuencia de aminoacidos en
todos los organismos (aunque determinados organismos pueden traducir algunas secuencias de forma mas eficaz
que otros). Ademas, en una dada secuencia de nucledtidos se puede encontrar, de forma ocasional, una variante
metilada de una purina o una pirimidina. Tales metilaciones no afectan la relacion codificante entre el codon de
trinucledtidos y el correspondiente aminoacido. Ademas, un experto en la materia entendera como mutar nucleétidos
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de un codon especifico de forma que se modifique de forma especifica un aminoacido codificado a base de la tabla
de codones relevante. Por ejemplo, el coddn para la Cys-1156 es “TGC” y el de Tyr puede ser “TAT” o “TAC”. Por lo
tanto, una Unica sustitucion nucleotidica de G a A en la posicién 2 del codén codificara una tirosina en lugar de una
cisteina. Un experto en la materia puede realizar manipulaciones similares para disefiar otras mutaciones.

“Compuesto de unién” se referira a una composicion de union, tal como una molécula pequefa, un anticuerpo, un
péptido, un ligando peptidico o no peptidico, una proteina, un oligonucleétido, un analogo de oligonucleétido, tal
como un acido nucleico peptidico, una lectina o cualquier otra entidad molecular que tenga la capacidad de unirse de
forma especifica a una proteina o molécula diana, o de una formacion estable de un complejo con un analito de
interés, tal como un complejo de proteinas.

“Fracciéon de union” 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 especifica. Las fracciones de union incluyen,
pero sin limitacién, anticuerpos, composiciones de unién a anticuerpo, péptidos, proteinas, acidos nucleicos y
moléculas orgénicas que tengan un peso molecular de hasta aproximadamente 1000 daltons, y que contengan
atomos seleccionados del grupo que consiste en hidrogeno, carbono, oxigeno, nitrégeno, azufre y fosforo.

Un “biomarcador” o “marcador” es un gen, ARNm o proteina que puede modificarse, en el que dicha modificacion
esta asociada con el cancer. La modificaciéon puede ser en cantidad, estructura y/o actividad en un tejido canceroso
0 célula cancerosa, en comparacion con su cantidad, estructura y/o actividad en un tejido o célula normal o sano
(por ejemplo, un control), y esta asociada con una enfermedad, tal como el cancer. Por ejemplo, un marcador de la
presente invencion que esta asociado con cancer o es predictivo de la respuesta a una terapia antineoplasica, puede
tener una secuencia de nucledtidos, secuencia de aminodacidos, translocacidn cromosoémica, inversion
intracromosémica, numero de copias, nivel de expresién, nivel de proteina, actividad de proteina o estado de
metilacion modificado, en un tejido canceroso o célula cancerosa, en comparacion con un tejido o célula normal y
sano. Adicionalmente, un “marcador” incluye una molécula cuya estructura estd modificada, por ejemplo, mutada
(contiene una mutacion), por ejemplo, difiere de la secuencia de tipo silvestre a nivel de nucleétidos o aminoacidos,
por ejemplo, por una sustitucion, delecién o insercidn, cuando esta presente en un tejido o célula asociado con una
enfermedad, tal como el cancer.

Los términos “cancer” o “tumor” se refieren a la presencia de células que poseen caracteristicas tipicas de células
que provocan cancer, tal como proliferacion incontrolada, inmortalidad, potencial metastasico, crecimiento rapido y
velocidad de crecimiento, y determinados aspectos morfoldgicos caracteristicos. Las células cancerosas a menudo
estan 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 “cancer’
incluye canceres premalignos asi como malignos. Los canceres incluyen, pero sin limitacién, cancer de linfocitos B,
por ejemplo, mieloma multiple, 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,
gamapatia monoclonal benigna, amiloidosis inmunocitica, melanomas, cancer de mama, cancer de pulmén (tal
como carcinoma de pulmén no microcitico o CPNM), cancer de bronquios, cancer colorrectal, cancer de proéstata,
cancer pancreatico, cancer de estdmago, cancer de ovario, cancer de vejiga urinaria, cancer de cerebro o de
sistema nervioso central, cancer del sistema nervioso periférico, cancer esofagico, cancer de cuello uterino, cancer
de uUtero o de endometrio, cancer de la cavidad oral o de faringe, cancer de higado, cancer de rifién, cancer
testicular, cancer de las vias biliares, cancer de intestino delgado o de apéndice, cancer de glandula salival, cancer
de tiroidea, cancer de glandula suprarrenal, osteosarcoma, condrosarcoma, cancer de tejidos heméticos,
adenocarcinomas, tumores miofibroblasticos inflamatorios, tumor de estroma gastrointestinal (TEGI), cancer de
colon, mieloma multiple (MM), sindrome mielodisplasico (SMD), trastorno mieloproliferativo (TMP), leucemia
linfocitica agua (LLA), leucemia mielocitica aguda (LMA), leucemia mielocitica cronica (LMC), leucemia linfocitica
cronica (LLC), policitemia Vera, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin (LNH), sarcoma de tejido blanco,
fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma,
linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, liomiosarcoma,
rabdomiosarcoma, carcinoma escamoso, carcinoma basocelular, adenocarcinoma, carcinoma de glandula
sudoripara, carcinoma de glandula sebacea, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares, estadenocarcinoma,
carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma, carcinoma de via biliar,
coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilms, carcinoma de vejiga, carcinoma epitelial,
glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craniofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma
acustico, oligodendroglioma, meningioma, neuroblastoma, retinoblastoma, linfoma folicular, linfoma de linfocitos B
grandes difuso, linfoma de células del manto, carcinoma hepatocelular, cancer de tiroides, cancer gastrico, cancer
de cabeza y cuello, canceres microciticos, trombocitemia esencial, metaplasia mieloide agnogénica, sindrome
hipereosinofilico, mastocitosis sistémica, hipereosinofilia familiar, leucemia eosinofilica crénica, canceres
neuroendocrinos, tumores carcinoides y similares.

“Agente quimioterapéutico” significa una sustancia quimica, tal como un agente citotdxico o citostatico, que se utiliza
para tratar una afeccion, por ejemplo, un cancer.
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“Complementario” se refiere a un amplio concepto de complementariedad de secuencia entre regiones de dos
cadenas de acido nucleico o entre dos regiones de la misma cadena de acido nucleico. Se sabe que un resto
adenina de una primera regiéon de acido nucleico tiene la capacidad de formar enlaces de hidrégeno especificos
(“emparejamiento de bases”) con un resto de una segunda region de acido nucleico que es antiparalela con respecto
a la primera region si el resto es timina o uracilo. De forma similar, se sabe que un resto citosina de una primera
cadena de acido nucleico tiene la capacidad de emparejamiento de bases con un resto de una segunda cadena de
acido nucleico que es antiparalela con respecto a la primera cadena si el resto es guanina. Una primera region de un
acido nucleico es complementaria a una segunda regién del mismo acido nucleico o uno distinto si, cuando las dos
regiones estan dispuestas en una forma antiparalela, al menos un resto nucleotidico de la primera region tiene la
capacidad de emparejamiento de bases con un resto de la segunda regién. En determinadas realizaciones, la
primera region comprende una primera porcién y la segunda regién comprende una segunda porcion, 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 nucleotidicos de la primera porcién tienen la capacidad de emparejamiento de bases con los restos
nucleotidicos en la segunda porcién. En otras realizaciones, todos los restos nucleotidicos de la primera porcion
tienen la capacidad de emparejamiento de bases con los restos nucleotidicos de la segunda porcion.

El “nimero de copias de un gen” o el “numero de copias de un marcador” se refiere al nUmero de secuencias de
ADN en una célula que codifican un producto génico particular. En general, para un dado gen, un mamifero tiene
dos copias de cada gen. El nimero de copias puede aumentarse, sin embargo, mediante amplificacion o duplicacion
génica, o reducirse mediante delecion.

Un marcador esta “fijo” en un sustrato si estd asociado de forma covalente o no covalente con el sustrato, de forma
que el sustrato puede aclararse con un liquido (por ejemplo, solucién salina convencional de citrato, pH 7,4) sin que
una fraccién sustancial del marcador se disocie del sustrato.

“Razoén de riesgos instantaneos”, como se usa en el presente documento, se refiere un método estadistico utilizado
para generar una estimacion del riesgo relativo. “Razén de riesgos instantaneos” es la razén 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
aumentar el tiempo para una metastasis a distancia de la enfermedad, en particular con respecto al estado de
mutacion 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.

“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 biolégica de ALK. Las actividades biolégicas también pueden incluir la respuesta del
paciente como se expone en la presente solicitud. Los agentes inhibidores de ALK ejemplares incluyen, pero son
limitacion, 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)bencillcarbamato,(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 (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 “homologia” o “identidad”, como se usa indistintamente en el presente documento, se refieren a una
similitud de secuencia entre dos secuencias de polinucleétido o entre dos secuencias de polipéptido, siendo la
identidad una comparacion mas estricta. Las frases “identidad u homologia porcentual” e “identidad u homologia %)
se refiere al porcentaje de similitud de secuencia encontrado en una comparacién de dos o mas secuencias de
polinucledtido o dos o més 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 mas secuencias de
polinucledtidos. Dos 0 mas secuencias pueden ser cualquier valor entre 0-100 % similares o cualquier valor entero
entre estos. La identidad o similitud puede determinarse comparando una posicién en cada secuencia que pueda
alinearse para fines de comparaciéon. Cuando una posicién en la secuencia comparada esta ocupada por la misma
base nucleotidica o aminoacido, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion. Un grado de similitud o
identidad entre secuencias de polinucleétido es una funcién de la cantidad de nucledtidos idénticos o coincidentes
en las posiciones compartidas por las secuencias de polinucledtidos. Un grado de identidad de secuencias de
polipéptido es una funcién del nimero de aminoacidos idénticos en las posiciones compartidas por las secuencias
de polipéptido. Un grado de homologia o similitud de las secuencias de polipéptido es una funcién del nimero de
aminoacidos en las posiciones compartidas por las secuencias de polipéptido. La expresion “homologia sustancial”,
como se usa en el presente documento, se refiere a una homologia de al menos el 50 %, 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 mas.

El cancer se “inhibe” si al menos un sintoma del cancer se alivia, acaba, desacelera o previene. Como se usa en el

presente documento, el cancer también se “inhibe” si se reduce, desacelera, retrasa o previene la recaida o
metastasis del cancer.
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Un “acido nucleico marcador” o “acido nucleico biomarcador” es un acido nucleico (por ejemplo, ADN, ARNm, ADNc)
codificado por o que corresponde a un marcador de la presente invencién. Por ejemplo, tales moléculas de acido
nucleico marcadoras incluyen ADN (por ejemplo, ADN gendémico o ADNc) que comprenden toda la secuencia o una
parcial de cualquiera de las secuencias de acido nucleico expuestas en la Tabla 1, o el fragmento complementario o
que hibrida con tal secuencia. Las moléculas de acido nucleico marcadoras también incluyen ARN que comprende
toda la secuencia o una parcial de cualquiera de las secuencias de acido 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
“proteina marcadora” es una proteina codificada por, 0 que corresponde con, un marcador de la presente invencion.
Una proteina marcadora comprende toda la secuencia o una parcial de una proteina codificada por cualquiera de las
secuencias expuestas en la Tabla 1 o un fragmento de las misma. Los términos “proteina” y “polipéptido” se utilizan
indistintamente en el presente documento.

El nimero de copias “normal” de un marcador o el nivel de expresién “normal” de un marcador es el nivel de
expresion, el numero de copias del marcador, en una muestra biolégica, por ejemplo, una muestra que contiene
esputo, lavado broncoalveolar, derrame pleural, tejido, sangre entera, suero, plasma, raspado bucal, saliva, liquido
cefalorraquideo, orina, heces y médula 6sea, de un sujeto, por ejemplo, un ser humano, no aquejado de cancer.

Una “sobreexpresion” o “nivel significativamente mayor de expresion, numero 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
expresion, numero de copias y/o actividad en una muestra de prueba que es mayor que el error tipico del ensayo
empleado para evaluar la expresién o numero de copias y puede ser de al menos dos, al menos tres, al menos
cuatro, al menos cinco o al menos diez, o mas veces el nivel de expresién o nimero 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 cancer) o el nivel de expresion o numero 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.

El término “sonda” se refiere a cualquier molécula que tiene la capacidad de unirse de forma selectiva a una
molécula diana disefiada de forma especifica, por ejemplo un marcador de la presente invencion. Las sondas puede
sintetizarlas un experto en la materia u obtenerse a partir de preparaciones bioldgicas apropiadas. Con fines de
deteccién de la molécula diana, las sondas pueden disefiarse de forma especifica para estar marcadas, como se
describe en el presente documento. Los ejemplos de moléculas que pueden utilizarse como sondas incluyen, pero
sin limitacion, ARN, ADN, proteinas, anticuerpos 0 monémeros organicos.

“RECIST” significa un acrénimo que significa “response evaluation criteria in solid tumours” (criterios de evaluacion
de respuesta en tumores solidos) y es un conjunto de reglas publicadas que define cuando los pacientes con cancer
mejoran (“responden”), permanece igual (“estables”) o empeora (“progresion”) durante los tratamientos. La
respuesta, segun se define por los criterios RECIST, se ha publicado, por ejemplo, en el Journal of the National
Cancer Institute, Vol. 92, N.° 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 entendera las definiciones asociadas con los
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 reaccion 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
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 mas. 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 mas, determinado por cualquier
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 mas, mas alla 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
sin enfermedad, supervivencia global o tiempo transcurrido hasta la progresion 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
ensayo” se refieren cada una recoleccion 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 solido, como de un drgano, muestra de tejido, biopsia o
aspirado congelados y/o conservados; sangre o cualquier constituyente de la sangre; fluidos corporales tales como
liquido cefalorraquideo, liquido amnidtico, liquido peritoneal o liquido intersticial o células de cualquier momento de
la gestacién o desarrollo del sujeto. La muestra de tejido puede contener compuestos que en la naturaleza no estan
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entremezclados de forma natural con el tejido, tales como conservantes, anticoagulantes, tampones, fijadores,
nutrientes, antibiéticos o similares.

La cantidad de un marcador, por ejemplo, la expresién o nimero 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
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 tipico del ensayo empleado para evaluar la cantidad o al menos
dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos diez 0 mas 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
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 referira a un suceso en la enfermedad del paciente
que es importante segun determine un experto en la materia. Los ejemplos de sucesos significativos incluyen, por
ejemplo, pero sin limitacion, el diagnéstico principal, muerte, recurrencia, la determinacion de que la enfermedad del
paciente es metastasica, la recaida de la enfermedad del paciente o la progresiéon 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, segun
determine un experto en la materia.

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 mamifero
incluyendo uno no primate (por ejemplo, una vaca, cerdo, caballo, burro, cabra, camello, gato, perro, cobaya, rata,
ratén, oveja) y un primate (por ejemplo, un mono, tal como un mono cinomolgo, gorila, chimpancé y un ser humano).

Como se usa en el presente documento, “evolucidon temporal” se refiere a la cantidad de tiempo entre un suceso
inicial y un suceso posterior. Por ejemplo, con respecto al cancer de un paciente, la evolucion 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 diagndstico y el suceso posterior puede ser metastasis, por
ejemplo.

“Tiempo transcurrido hasta la progresion” o “TTP” se refiere al tiempo medido desde el inicio del tratamiento hasta la
progresion de un cancer o una censura. La censura puede provenir de la finalizaciéon de un estudio o de un cambio
en el tratamiento. El tiempo hasta la progresion también puede representarse como una probabilidad como, por
ejemplo, en un diagrama de Kaplein-Meier en donde el tiempo hasta la progresion puede representar la probabilidad
de estar sin progresién a lo largo de un tiempo particular, siendo ese tiempo el tiempo entre el inicio del tratamiento
hasta la progresion o censura.

Un “polinucledtido transcrito” es un polinucleétido (por ejemplo, un ARN, un ADNc o un analogo de uno de ARN o
ADNc) que es complementario a u homodlogo con todo o una parte de un ARN maduro producido mediante la
transcripcion de un marcador de la presente invencién y el procesamiento postranscripcional normal (por ejemplo,
corte y empalme), si lo hay, del transcrito y la transcripcidn inversa del transcrito.

“Tratar”, “tratamiento” y otras formas de esta palabra se refiere a la administracién de un agente inhibidor de ALK
para impedir el crecimiento de un cancer, para provocar que un cancer se retraiga en peso o volumen, para extender
el tiempo de supervivencia esperado del sujeto y o el tiempo hasta la progresion del tumor, o similar.

Una “subexpresion” o “nivel de expresién, numero 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
a un nivel de expresién o numero de copias en una muestra de prueba que es mayor que el error tipico del ensayo
empleado para evaluar la expresion o numero de copias, por ejemplo, al menos dos, al menos, al menos cuatro, al
menos cinco o al menos diez 0 mas veces menos que el nivel de expresion, niumero 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 cancer), o el nivel de
expresion, numero 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.

Il. Métodos ejemplares de la invencion

La presente invencion esta basada, al menos en parte, en la identificacién de regiones especificas del genoma,
incluyendo, por ejemplo, mutaciones de ALK asociadas con la prediccion de la eficacia de los inhibidores de ALK en
el tratamiento del cancer. El andlisis de las secuencias de expresion génica de ALK ha conducido a la identificacion
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
terapia con los inhibidores de ALK. Por consiguiente, la presente y/o ausencia de uno o mas de tales biomarcadores
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en diversos métodos descritos en el presente documento esta dentro del ambito de la presente divulgacion. Las
realizaciones de la invencion se refieren a mutaciones en la posicién 1156 de la ALK humana de tipo silvestre.

En algunas realizaciones, los métodos de la presente invencién pueden utilizarse para controlar la progresion de un
cancer en un sujeto, en los que, si una muestra de un sujeto presenta una o mas mutaciones de ALK (por ejemplo,
mutaciones de EML4-ALK) identificadas en el presente documento durante la progresion del cancer, por ejemplo, en
un primer punto temporal y en un punto temporal posterior, entonces es menos probable que el cancer responda al
tratamiento mediado por un inhibidor de ALK y viceversa. En aun otra realizacion, entre el primer punto temporal y
un punto temporal posterior el sujeto se ha sometido a un tratamiento, por ejemplo, quimioterapia, radioterapia,
cirugia o cualquier otra estrategia terapéutica util para inhibir el cancer, ha completado el tratamiento o esta en
remision.

Como se describe adicionalmente en el presente documento, uno o mas biomarcadores de la presente invencion
(por ejemplo, mutaciones de ALK, incluyendo mutaciones de EML4-ALK) pueden identificarse de forma especifica
por la presencia en la secuencia gendmica (por ejemplo, de estirpe germinal y/o somatica) cuando se compara con
una secuencia de referencia, tal como la SEQ ID NO: 1. Por ejemplo, los métodos descritos en el presente
documento pueden implicar la deteccion de biomarcadores de la presente invencién llevando a cabo una reaccion
de amplificacion de acidos nucleicos diana de un tramo de ADN que comprende una o mas mutaciones enumeradas
en la Tabla 1 y analizando la presencia de una o mas mutaciones en el acido nucleico diana amplificado.

Se conocen en la técnica diversas técnicas para amplificar acidos nucleicos, tales como: la PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa), descrita en la Patente de Estados Unidos N.° 4.683.195, Patente de Estados Unidos N.°
4.683.202 y Patente de Estados Unidos N.° 4.800.159, y su alternativa RT-PCR (transcripcion inversa-PCR), en
particular en su formato de una etapa, como se divulga en la Patente EP-B-0.569.272, la LCR (reaccién en cadena
de la ligasa), como se describe por ejemplo en la solicitud de patente EP-A-0.201.184, la RCR (reaccion de
reparacion en cadena), como se describe por ejemplo en la solicitud internacional WO-A-90/01069, 3SR (replicacion
de secuencia autosostenida), como se describe por ejemplo en la solicitud de patente WO-A-90/06995, NASBA
(Amplificacion basada en secuencia de acidos nucleicos), como se describe por ejemplo en el documento EP-B-
0.397.269 y la Patente de Estados Unidos N.° 5.466.586, que utiliza como molde ADN bicatenario, y TMA
(amplificacion mediada por transcripcion), como se describe por ejemplo en la Patente de Estados Unidos N.°
5.399.491.

La deteccion de la presencia de una o mas de las mutaciones en el producto amplificado puede realizarse de
diversas manera que son bien conocidas en la técnica, tales como las metodologias de secuenciacion de ADN,
como la secuenciacion de Sanger y la secuenciacion profunda, el uso de enzimas de restriccion, amplificacion
especifica de alelos, PCR mediada por acido peptidonucleico (APN), deteccion de diferencias conformacionales,
como el polimorfismo de conformacién de cadena simple (SSCP) y ensayos de electroforesis en gel en gradiente
desnaturalizante (DGGE) con etapas de detecciébn en membranas (transferencia puntual), utilizando sondas
oligonucleotidicas marcadas, ensayos con etapas de deteccién en placas de microtitulacion, como hibridacion
inversa, ensayo de ligamiento de oligonucleétidos (OLA, MLPA), tecnologia del cambio del primer nucleétido (FNC),
tecnologia de reticulacion, PCR de ciclo rapido y analisis simultaneo de fluorescencia (por ejemplo, de nucleasa
5'/Tagman) y PCR seguido de minisecuenciacion utilizando espectrometria de masas o electroforesis capilar.

Ill. Moléculas de acido nucleico aisladas ejemplares

Un aspecto de la presente divulgacion esta relacionado con moléculas de acido nucleico aisladas que corresponden
a un biomarcador de la presente invencién, incluyendo acidos nucleicos que codifican un polipéptido que
corresponde a un marcador de la presente invenciéon o una porcién de tal polipéptido. Las moléculas de acido
nucleico de la presente divulgacion incluyen las moléculas de acido nucleico que residen en las regiones genémicas
de ALK o relacionadas con ALK (por ejemplo, de estirpe germinal y/o somatica) identificadas en el presente
documento, y/o codifican polipéptidos ALK o relacionados con ALK (por ejemplo, EML4-ALK). Las moléculas de
acido 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 acido nucleico aisladas también incluyen
moléculas de acido nucleico suficientes para su uso como sondas de hibridacién para identificar moléculas de acido
nucleico que corresponden a un marcador de la presente invencién, incluyendo moléculas de acido nucleico que
codifican un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invencion y fragmentos de tales moléculas
de acido nucleico, por ejemplo, las adecuadas para su uso como cebadores de PCR para la amplificacion o la
mutacion de moléculas de acido nucleico. Como se usa en el presente documento, la expresion “molécula de acido
nucleico” se pretende que incluya moléculas de ADN (por ejemplo, ADNc o ADN genémico) y moléculas de ARN
(por ejemplo, ARNm), y analogos de los ADN o ARN generados utilizando analogos de nucleotido. La molécula de
acido nucleico puede ser mono o bicatenaria; en determinadas realizaciones la molécula de acido nucleico es ADN
bicatenario.

Una molécula de acido nucleico “aislada” es una que esta separada de otras moléculas de acido nucleico que estan

presentes en la fuente natural de la molécula de acido nucleico. En determinadas realizaciones, una molécula de
acido nucleico “aislada” esta libre de las secuencias (tales como secuencias que codifican proteinas) que flanquean
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de forma natural al acido nucleico (es decir, secuencias emplazadas en los extremos 5’ y 3’ del acido nucleico) en el
ADN genoémico del organismo del que procede el acido nucleico. Por ejemplo, en diversas realizaciones, la molécula
de acido 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 nucleétidos que flanquean de
forma natural a la molécula de acido nucleico en el ADN gendmico de la célula de la que procede el acido nucleico.
Ademas, una molécula de &cido 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 quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza de forma quimica.

La expresion “sustancialmente libre de otro material celular o medio de cultivo” incluye preparaciones de moléculas
de acido nucleico en las que la molécula esta separada de componentes celulares de las células a partir de las que
se aisla o se produce de forma recombinante. Por lo tanto, una molécula de acido nucleico que esta sustancialmente
libre de material celular incluye preparaciones de la molécula de &cido nucleico que tienen 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 otro material celular o medio de cultivo.

Una molécula de acido nucleico de la presente divulgacion (por ejemplo las mutaciones del gen de ALK expuestas
en la Tabla 1) puede aislarse utilizando técnicas de biologia molecular convencionales y la informacion de
secuencias en los registros de las bases de datos descritas en el presente documento. Utilizando todas o una
porcién de tales secuencias de acido nucleico, las moléculas de acido nucleico de la presente divulgacion pueden
aislarse utilizando técnicas de hibridacion y clonacién convencionales (por ejemplo, como se describe en Sambrook
et al., ed., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1989).

Una molécula de acido nucleico de la presente divulgacion puede amplificarse utilizando como molde ADNc, ARNm
o ADN genodmico (por ejemplo, ADN genémico de estirpe germinal y/o somatico) y cebadores oligonucleotidicos
apropiados, de acuerdo con técnicas de amplificacion por PCR convencionales. Las moléculas de acido nucleico asi
amplificadas pueden clonarse en un vector apropiado y caracterizarse mediante anadlisis de secuencia de ADN.
Ademas, mediante técnicas de sintesis convencionales pueden prepararse oligonucleétidos que corresponden a
toda o una porcion de una molécula de acido nucleico de la presente invencién, por ejemplo, utilizando un
sintetizador de ADN automatizado.

En otra realizacién, una molécula de acido nucleico aislada de la presente divulgacion comprende una molécula de
acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétidos complementaria con la secuencia de nucleétidos de un acido
nucleico que corresponde a un marcador de la presente invencién o a la secuencia de nucleétidos de un acido
nucleico que codifica una proteina que corresponde a un marcador de la presente invencién. Una molécula de acido
nucleico que es complementaria a una dada secuencia de nucledtidos es una que es suficientemente
complementaria a la dada secuencia de nucleétidos como para hibridar con la secuencia de nucleétidos dada para
formar de este modo un duplex estable.

Ademas, una molécula de acido nucleico de la presente divulgacion puede comprender solo una porcion de una
secuencia de acido nucleico, en la que la secuencia de acido nucleico de longitud completa comprende un marcador
de la presente invencion o que codifica un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invencion.
Tales moléculas de acido nucleico pueden utilizarse, por ejemplo, como una sonda o cebador. La sonda/cebador
normalmente se utiliza como uno o mas oligonucledtidos sustancialmente purificados. El oligonucleétido
normalmente comprende una region de secuencia de nucleétidos 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
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
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 85kb, al menos aproximadamente 90, al menos aproximadamente 95, al menos
aproximadamente 100 o mas nucleétidos consecutivos de un acido nucleico de la presente invencion.

Las sondas basadas en la secuencia de una molécula de acido nucleico de la presente divulgacion pueden utilizarse
para detectar transcritos o secuencias gendmicas correspondientes a uno o mas marcadores de la presente
invencién. La sonda comprende un grupo marcador unido a la misma, por ejemplo, un radioisétopo, un compuesto
fluorescente, una enzima o un cofactor enzimatico. Tales sondas pueden utilizarse como parte de un kit de prueba
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diagnostica para identificar células o tejidos que expresan de forma errénea la proteina, tal como midiendo niveles
de una molécula de acido nucleico que codifica la proteina en una muestra de células de un sujeto, por ejemplo,
detectando niveles de ARNm o determinando si un gen que codifica la proteina se ha mutado o delecionado.

La divulgacion abarca adicionalmente moléculas de &cido nucleico que son sustancialmente homodlogas a las
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 mas. En otras realizaciones, la invencion
abarca adicionalmente moléculas de acido nucleico que son sustancialmente homélogas 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
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 nucledtidos o cualquier intervalo entre ellos.

La expresion “polimorfismo de nucledtido Unico” (SNP, forma siglada de single nucleotide polymorphism) se refiere a
un sitio polimérfico ocupado por un Unico nucleétido, que es el sitio de variacion entre las secuencias alélicas. El sitio
habitualmente estd precedido por y seguido de secuencias altamente conservadas del alelo (por ejemplo,
secuencias que varian en menos de 1/100 o 1/1000 miembros de una poblacién). Un SNP habitualmente surge
debido a la sustitucion de un nucledtido por otro en el sitio polimorfico. Los SNP también pueden surgir por una
delecion de un nucledtido o una insercion de un nucledétido con respecto a un alelo de referencia. Normalmente, el
sitio polimoérfico esta 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 polimérfico, el alelo modificado puede contener una “C” (citidina),
“G” (guanina) o “A” (adenina) en el sitio polimoérfico. Los SNP pueden aparecer en secuencias de acido nucleico que
codifican proteinas, en cuyo caso pueden dar lugar a una proteina defectuosa o variante de otra forma, o a una
enfermedad genética. Tal SNP puede modificar la secuencia codificante del gen y, por lo tanto, especificar otro
aminoacido (un SNP “de cambio de aminoacido”) o un SNP puede introducir un codén de terminacion (un SNP
“finalizador”). Cuando un SNP no modifica la secuencia de aminoacidos de una proteina, el SNP se denomina
“silencioso”. Los SNP también pueden aparecer en regiones no codificantes de la secuencia de nucleétidos. Esto
puede dar como resultado la expresion defectuosa de proteinas, por ejemplo, como resultado de un corte y empalme
alternativo, o puede no tener efecto en la funcién de la proteina.

En otra realizacién, una molécula de acido nucleico aislada de la presente divulgacion 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
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 mas nucledtidos de
longitud e hibrida en condiciones rigurosas con una molécula de acido nucleico que corresponde a un marcador de
la presente invencion o con una molécula de acido nucleico que codifica una proteina que corresponde a un
marcador de la presente invencién. Como se usa en el presente documento, la expresion “hibrida en condiciones
rigurosas” esta destinada a describir condiciones de hibridacion y de lavado en las cuales las secuencias de
nucledtidos 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 si normalmente permanecen hibridadas entre si. Tales condiciones rigurosas son
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 hibridacion
rigurosas son la hibridacion en cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) 6X a aproximadamente 45 °C, seguido de uno
o mas lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1 % a 50-65 °C.

La invencion también incluye moléculas de &cido nucleico baliza molecular que tienen al menos una regién que es
complementaria con una molécula de acido nucleico de la presente divulgacion, de forma que la baliza molecular es
util para cuantificar en una muestra la presencia de la molécula de acido nucleico de la presente invencion. Un acido
nucleico “baliza molecular” es una molécula de acido nucleico que comprende una pareja de regiones
complementarias y que tiene un fluoréforo y un inactivador fluorescente asociados a ella. El fluoréforo y el
inactivador estan asociados con distintas porciones del acido nucleico en una orientacion tal que cuando las
regiones complementarias estan apareadas entre si, el inactivador inactiva la fluorescencia del fluoréforo. Cuando
las regiones complementarias de las moléculas de acido nucleico no estan apareadas entre si, la fluorescencia del
fluoréforo se inactiva en un menor grado. Las moléculas de acido nucleico baliza molecular se describen, por
ejemplo, en la Patente de Estados Unidos 5.876.930.
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IV. Proteinas y anticuerpos aislados ejemplares

Un aspecto de la presente divulgacion se refiere a proteinas aisladas que corresponden a marcadores individuales
de la presente invencién y a porciones biolégicamente activas de las mismas. En una realizacién, el polipéptido
nativo que corresponde a un marcador puede aislarse a partir de fuentes celulares o tisulares mediante un esquema
de purificacién apropiado, utilizando técnicas convencionales de purificacién de proteinas. En otra realizacion, los
polipéptidos que corresponden a un marcador de la presente invencion se producen mediante técnicas de ADN
recombinante. De forma alternativa a la expresiéon recombinante, un polipéptido que corresponde a un marcador de
la presente invencion puede sintetizarse de forma quimica utilizando técnicas convencionales de sintesis peptidica.

Una proteina “aislada” o “purificada”, o una porcioén biolégicamente activa de la misma, esta sustancialmente libre de
material celular u otras proteinas contaminantes procedentes de la fuente tisular o celular de la que procede la
proteina, o sustancialmente libre de precursores quimicos u otros productos quimicos, cuando se sintetiza de forma
quimica. La expresién “sustancialmente libre de material celular” incluye preparaciones de proteina en que la
proteina esta separada de los componentes celulares de las células de las que se aislé o se produjo de forma
recombinante. Por lo tanto, la proteina que estad sustancialmente libre de material celular incluye preparaciones de
proteina 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 proteina heterdloga (también
denominada en el presente documento como una “proteina contaminante”). Cuando la proteina o porcidon
biolégicamente activa de la misma se produce de forma recombinante, puede estar sustancialmente libre de medio
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 preparacién de proteina. Cuando
la proteina se produce por sintesis quimica, puede estar sustancialmente libre de precursores quimicos u otros
productos quimicos, es decir, estd separada de precursores quimicos u otros productos quimicos que estan
implicados en la sintesis de la proteina. Por consiguiente, tales preparaciones de la proteina tienen menos de
aproximadamente el 30 %, menos de aproximadamente el 20 %, menos de aproximadamente el 10 %, menos de
aproximadamente el 5 % (en peso seco) de precursores quimicos o compuestos distintos del polipéptido de interés.

Las porciones biolégicamente activas de un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invencion
incluye polipéptidos que comprenden secuencias de aminoacidos suficientemente idénticas a, o que proceden de, la
secuencia de aminoacidos de la proteina 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 invencion, las cuales incluyen menos
aminoacidos que la proteina de longitud completa y presentan al menos una actividad de la correspondiente proteina
de longitud completa. Normalmente, las porciones biolégicamente activas comprenden un domino o motivo con al
menos una actividad de la correspondiente proteina. Una porcién biolégicamente activa de una proteina de la
presente invencién 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 mas aminoacidos de longitud. Ademas,
pueden prepararse mediante técnicas recombinantes otras porciones biolégicamente activas, en las cuales otras
regiones de la proteina se delecionan, y evaluarse para una o mas actividades funcionales de la forma nativa de un
polipéptido de la presente invencién.

En determinadas realizaciones, el polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos de una proteina codificada por
una molécula de acido nucleico enumerada en la Tabla 1. Otras proteinas Utiles 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
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
mas) a una de estas secuencias y conservan la actividad funcional de la proteina (por ejemplo, conferir resistencia o
sensibilidad a un inhibidor de ALK) de la correspondiente proteina de longitud completa, aunque difieren en la
secuencia de aminoacidos.

Para determinar la identidad porcentual de dos secuencias de aminoacidos o de dos acidos nucleicos, las
secuencias se alinean con el fin de una comparacién 6ptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en la
secuencia de una primera secuencia de aminoacidos o de acido nucleico para el alineamiento 6ptimo con una
segunda secuencia de aminoacidos o de acido nucleico). Después se comparan los restos de aminoacidos o
nucledtidos en las correspondientes posiciones de aminoacidos o posiciones de nucleétidos. Cuando una posicion
en la primera secuencia esta ocupada por el mismo resto de aminoacido o nucleétido que la posicion
correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion. La identidad
porcentual entre dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias
(por ejemplo, identidad % = n.° de posiciones idénticas/n.° total de posiciones (por ejemplo, posiciones solapantes) x
100). En una realizacion, las dos secuencias tienen la misma longitud.

La determinacion de la identidad porcentual entre dos secuencias puede llevarse a cabo utilizando un algoritmo
matematico. Otro ejemplo no limitativo de un algoritmo matematico utilizado para la comparacion 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
XBLAST de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410. Las busquedas de nucledtidos por BLAST pueden
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realizarse con el programa NBLAST, puntuaciéon = 100, longitud de palabra = 12, para obtener secuencias de
nuclestidos homélogas a moléculas de acido nucleico de la presente invencion. Las busquedas de proteinas por
BLAST pueden realizarse con el programa XBLAST, puntuacién = 50, longitud de palabra = 3, para obtener
secuencias de aminoacidos homélogas a moléculas proteicas de la presente invencion. Para obtener alineamientos
con huecos con el fines de comparacion, puede utilizarse Gapped BLAST como se describe en Altschul et al. (1997)
Nucleic Acids Res. 25:3389-3402. Como alternativa, puede utilizarse PSI-Blast para realizar una busqueda iterativa
que detecta relaciones distantes entre moléculas. Cuando se utilizan los programas BLAST, Gapped BLAST y PSI-
Blast, pueden utilizarse los parametros predeterminados de los programas respectivos (por ejemplo, XBLAST y
NBLAST) (véase la pagina del NCBI en la internet en nc-bi.nIm.nih.gov). Otro ejemplo no limitativo de un algoritmo
matematico utilizado para la comparacion de secuencias es el algoritmo de Myers y Miller, (1988) Comput Appl
Biosci, 4: 11-7. Tal algoritmo se incorpora en el programa ALIGN (version 2.0) que es parte del paquete de
programas informaticos de alineamiento de secuencias GCG. Cuando se utiliza el programa ALIGN para comparar
secuencias de aminoacidos, puede utilizarse una tabla de restos de pesos PAM120, una penalizacién de longitud de
hueco de 12 y una penalizacion de hueco de 4. Aun otro algoritmo util para identificar regiones de similitud y
alineamiento de secuencias locales es el algoritmo FASTA, como se describe en Pearson y Lipman (1988) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444-2448. Cuando se utiliza el algoritmo FASTA para comparar secuencias de nucleétidos
0 aminoacidos, 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 calculo de la identidad porcentual solo se cuentan las coincidencias
exactas.

Un polipéptido aislado que corresponde a un marcador de la presente invencién, o un fragmento del mismo, puede
utilizarse como inmunégeno para detectar anticuerpos utilizando técnicas convencionales para la preparacion de
anticuerpos policlonales y monoclonales. Puede utilizarse el polipéptido o proteina de longitud completa o, como
alternativa, la invencién proporciona fragmentos peptidicos antigénicos para su uso como inmundgenos. El péptido
antigénico de una proteina de la presente invencion comprende al menos 8 (o al menos 10, al menos 15, al menos
20 o al menos 30 o mas), restos de aminoacido de la secuencia de aminoacidos de uno de los polipéptidos de la
presente invencion, y abarca un epitopo de la proteina de forma que un anticuerpo generado frente al epitopo forme
un complejo inmunitario especifico con un marcador de la presente invencién al que corresponde la proteina. Los
epitopos ejemplares que abarca el péptido antigénico son regiones que se emplazan en la superficie de la proteina,
por ejemplo, regiones hidréfilas. Pueden utilizarse un andlisis de hidrofobicidad de secuencias, un analisis de
hidrofilicidad de secuencias o analisis similares para identificar regiones hidrdfilas.

Un inmundgeno normalmente se utiliza para preparar anticuerpos inmunizando un sujeto adecuado (es decir,
inmunocompetente) tal como un conejo, cabra, ratéon u otro mamifero o vertebrado. Una preparaciéon inmunogénica
apropiada puede contener, por ejemplo, un polipéptido expresado de forma recombinante o sintetizado de forma
quimica. La preparacion puede incluir adicionalmente un adyuvante, tal como adyuvante de Freund completo o
incompleto, o un agente inmunoestimulante similar.

Por consiguiente, otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a anticuerpos dirigidos contra a un polipéptido de
la presente divulgacién. Las expresiones “anticuerpo “y “sustancia de anticuerpo” que se usan indistintamente en el
presente documento se refieren a moléculas de inmunoglobulina y porciones inmunolégicamente activas de
moléculas de inmunoglobulina, es decir, moléculas que contienen un sitio de unién a antigeno que se une de forma
especifica a un antigeno, tal como un polipéptido de la presente invencién. Una molécula que se une de forma
especifica a un dado polipéptido de la presente invencién es una molécula que se une al polipéptido, pero no se une
sustancialmente a otras moléculas en una muestra, por ejemplo, una muestra biolégica, que contiene de forma
natural al polipéptido. Los ejemplos de porciones inmunolégicamente activas de las moléculas de inmunoglobulina
incluyen fragmentos F(ab) y F(ab’), que pueden generarse tratando el anticuerpo con una enzima tal como pepsina.
La divulgacion proporciona anticuerpos policlonales y monoclonales. La expresién “anticuerpo monoclonal” o
“composicion de anticuerpo monoclonal’, como se usa en el presente documento, se refiere a una poblaciéon de
moléculas de anticuerpos que contiene sola una especie de un sitio de unién a antigeno que tiene la capacidad de
inmunorreaccionar con un epitopo particular.

Los anticuerpos policlonales pueden prepararse como se describe anteriormente, inmunizando un sujeto adecuado
con un polipéptido de la presente invencién como inmunégeno. El titulo 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 cromatografia con proteina A para obtener la fraccion IgG. En un tiempo
apropiado tras la inmunizacién, por ejemplo, cuando los titulos de anticuerpos especificos es el mas 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., pag. 77-96 en Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss, Inc., 1985) o técnicas de trioma. La tecnologia para la produccién 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 invencidon 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.

De forma alternativa a la preparacion de hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales, puede identificarse un
anticuerpo monoclonal dirigido contra un polipéptido de la presente divulgacién y aislarse mediante exploracion de
una biblioteca de inmunoglobulinas combinatoria recombinante (por ejemplo, una biblioteca de anticuerpos de
presentacion en fagos) con el polipéptido de interés. Los kits para la generacion y exploracion de bibliotecas de
presentacion en fagos estan disponibles en el mercado (por ejemplo, el Recombinant Phage Antibody System de
Pharmacia, N.° de Catalogo 27-9400-01 y el SurfZAP Phage Display Kit de Stratagene, N.° de Catalogo 240612). De
forma adicional, los ejemplos de los métodos y reactivos particularmente susceptibles del uso en la generacion y
exploracion de una biblioteca de presentacion de anticuerpos pueden encontrar en, por ejemplo, la Patente de
Estados Unidos N.° 5.223.409; la Publicacion PCT N.° WO 92/18619; la Publicacion PCT N.° WO 91/17271; la
Publicacion PCT N.° WO 92/20791; la Publicacién PCT N.° WO 92/15679; la Publicacién PCT N.° WO 93/01288; la
Publicacion PCT N.° WO 92/01047; la Publicacion PCT N.° WO 92/09690; la Publicacion PCT N.° 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
humanizados, que comprenden tanto porciones humanas como no humanas, que pueden fabricarse utilizando
técnicas de ADN recombinante convencionales, estan dentro del ambito de la presente divulgacion. 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 Publicacion PCT N.° WO 87/02671;
Solicitud de Patente Europea 184.187; Solicitud de Patente Europea 171.496; Solicitud de Patente Europea 173.494;
Publicacion PCT N.° WO 86/01533; Patente de Estados Unidos N.° 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
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
de expresar los genes enddgenos 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 porcién de un polipéptido que corresponde a un marcador de la
presente divulgacién. Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno pueden obtenerse utilizando la
tecnologia de hibridomas convencional. Los transgenes de inmunoglobulina de ser humano que portan los ratones
transgénicos se reordenan durante la diferenciacion de los linfocitos B y posteriormente experimentan el cambio de
clase y mutacion somatica. Por lo tanto, utilizando tal técnica, es posible producir anticuerpos 1gG, IgA e IgE
terapéuticamente utiles. Para una visién de conjunto de esta tecnologia de producciéon de anticuerpos humanos,
véase Lonberg y Huszar (1995) Int. Rev. Immunol. 13:65-93). Para una discusién detallada de esta tecnologia de
produccién de anticuerpos humanos y de anticuerpos monoclonales humanos, y de protocolos de produccion de
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. Ademas, pueden contratarse compafiias tales como Abgenix, Inc. (Freemont, CA) para
proporcionar anticuerpos humanos dirigidos contra un antigeno seleccionado utilizando una tecnologia similar a la
descrita anteriormente.

Los anticuerpos completamente humanos que reconocen un epitopo seleccionado pueden generarse utilizando una
técnica denominada “seleccidon guiada”. En esta estrategia se utiliza un anticuerpo monoclonal no humano
seleccionado, por ejemplo, un anticuerpo murino, para guiar la seleccion de un anticuerpo completamente humano
que reconoce el mismo epitopo (Jespers et al., 1994, Bio/technology 12: 899-903).

Un anticuerpo dirigido contra un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invencion (por ejemplo,
un anticuerpo monoclonal) puede utilizarse para aislar el polipéptido mediante técnicas convencionales, tales como
cromatografia de afinidad o inmunoprecipitacion. Ademas, tal anticuerpo puede utilizarse para detectar el marcador
(por ejemplo, en un lisado celular o sobrenadante celular) para evaluar el nivel y patron de expresion del marcador.
Los anticuerpos pueden utilizarse también para controlar de forma diagnéstica los niveles de proteinas en tejidos y
fluidos corporales (por ejemplo, en un fluido corporal que contiene células tumorales) como parte de un
procedimiento de analisis clinico, por ejemplo, para, por ejemplo, determinar la eficacia de un dado régimen de
tratamiento. La deteccion puede facilitarse acoplando el anticuerpo a una sustancia detectable. Los ejemplos de
sustancias detectables incluyen, pero sin limitacién, diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes,
materiales luminiscentes, materiales bioluminiscentes y materiales radioactivos. Los ejemplos de enzimas
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adecuadas incluyen, pero sin limitacion, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa o
acetilcolinesterasa; los ejemplos de complejos de grupos prostéticos adecuados incluyen, pero sin limitacion,
estreptavidina/biotina y avidina/biotina; los ejemplos de materiales fluorescentes adecuados incluyen, pero sin
limitacion, umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina fluoresceina,
cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente incluye, pero sin limitacién, luminol; los
ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen, pero sin limitacion, luciferasa, luciferina y aequorina, y los
ejemplos de materiales radioactivos adecuados incluyen, pero sin limitaciéon 125, 131, 35, 3 limitado a, |, I, S o H.

V. Vectores de expresion recombinantes y células hospedadoras ejemplares

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a vectores, tales como vectores de expresion, que contienen un
acido nucleico que codifica un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente divulgacion (o una porcién
de tal polipéptido). Como se usa en el presente documento, el término “vector” se refiere a una molécula de acido
nucleico que tiene la capacidad de transportar otro acido nucleico al que se la ha ligado. Un tipo de vector es un
“plasmido”, que se refiere a un bucle de ADN bicatenario circular en el que se han ligado segmentos de ADN
adicionales. Otro tipo de vector es un vector virico, en el que pueden ligarse en el genoma virico segmentos de ADN
adicionales. Determinados vectores tienen capacidad de replicacion auténoma en una célula hospedadora en la que
se han introducido (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen bacteriano de replicacion y vectores
episémicos de mamifero). Otros vectores (por ejemplo, vectores no episémicos de mamifero) se integran en el
genoma de una célula hospedadora después de la introduccién en la célula hospedadora y, de este modo, se
replican junto con el genoma del hospedador. Ademds, determinados vectores, en concreto los vectores de
expresion, tienen la capacidad de dirigir la expresion de genes a los que estan unidos operativamente. En general,
los vectores de expresion de utilidad en las técnicas de ADN recombinante a menudo estan en forma de plasmidos
(vectores). Sin embargo, se pretende que la divulgacion incluya tales otras formas de vectores de expresion, tales
como los vectores viricos (por ejemplo, retrovirus, adenovirus y virus adenoasociados con replicacion defectuosa),
que desempefian funciones equivalentes.

Los vectores de expresion recombinante de la presente divulgacion comprenden un acido nucleico de la presente
invencién en una forma adecuada para la expresion del acido nucleico en una célula hospedadora. Esto significa
que los vectores de expresion recombinante incluyen una o mas secuencias reguladoras, seleccionadas sobre la
base de las células hospedadoras a utilizar para la expresion, que estan unidas operativamente a la secuencia de
acido nucleico a expresar. Dentro de un vector de expresion recombinante, “unido operativamente” pretende
significar que la secuencia de nucledtidos de interés esta ligada a la secuencia (o secuencias) reguladora de una
manera que permite la expresion de la secuencia de nucledtidos (por ejemplo, en un sistema de
transcripcién/traducciéon in vitro o en una célula hospedadora cuando el vector se introduce en la célula
hospedadora). La expresion “secuencia reguladora” pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de
control de la expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilacion). 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 expresién constitutiva de una secuencia de
nucledtidos en muchos tipos de células hospedadoras y las que dirigen la expresion de la secuencia de nucledétidos
solo en determinadas células hospedadoras (por ejemplo, secuencias reguladoras especificas de tejido). Los
expertos en la materia apreciaran que el disefio del vector de expresion puede depender de factores tales como la
eleccion de la célula hospedadora a transformar, el nivel de expresion de proteina deseado y similares. Los vectores
de expresion de la presente divulgacion pueden introducirse en las células hospedadoras para, de este modo,
producir proteinas o péptidos, incluyendo proteinas o péptidos de fusién, codificados por los acidos nucleicos como
se describe en el presente documento.

Los vectores de expresion recombinante de la presente divulgacién pueden disefiarse para la expresién de un
polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invencion en células procariotas (por ejemplo, E. coli) o
eucariotas (por ejemplo, células de insecto {utilizando vectores de expresion de baculovirus}, células de levadura o
células de mamifero). Las células hospedadoras adecuadas se discuten adicionalmente en Goeddel, citado
anteriormente. Como alternativa, el vector de expresion recombinante puede transcribirse y traducirse in vitro, por
ejemplo utilizando secuencias reguladoras del promotor T7 y la polimerasa T7.

La expresion de proteinas en los procariotas se lleva a cabo con mayor frecuencia en E. coli con vectores que
contienen promotores constitutivos o inducibles, que dirigen la expresion de proteinas de fusién o que no son de
fusion. Los vectores de fusion afiaden una cantidad de aminoacidos a una proteina codificada en ellos,
habitualmente al extremo amino de la proteina recombinante. Tales vectores de fusidon normalmente sirven para tres
propositos: 1) aumentar la expresion de la proteina recombinante; 2) aumentar la solubilidad de la proteina
recombinante y 3) ayudar en la purificacidon de la proteina recombinante actuando como un ligando en la purificacion
por afinidad. A menudo, en los vectores de expresion de fusidon se introduce un sitio de escision proteolitica en la
unién de la fraccion de fusion y la proteina recombinante para permitir la separacion de la proteina recombinante de
la fraccion de fusién posterior a la purificacién de la proteina de fusién. Tales enzimas y sus secuencias de
reconocimiento afines incluyen el Factor Xa, la trombina y la enteroquinasa. Los vectores de expresion de fusion
tipicos incluyen pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith y Johnson, 1988, Gene 67: 31-40), pMAL (New England
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Biolabs, Beverly, MA) y pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ), los cuales fusionan la glutation S-transferasa (GST), la
proteina de unién a maltosa E o la proteina A, respectivamente, a la proteina recombinante diana.

Los ejemplos de vectores de expresion en E. coli no de fusion inducibles adecuados incluyen pTrc (Amann et al.,
1988, Gene 69: 301-315) y pET 11d (Studier et al., pag. 60-89, en Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology vol.185, Academic Press, San Diego, CA, 1991). La expresion del gen diana a partir del vector pTrc se
basa en la transcripcion con la ARN polimerasa del hospedador a partir de un promotor de fusion hibrido trp-lac. La
expresion del gen diana a partir del vector pET 11d se basa en la transcripcion a partir de un promotor de fusion T7
gn10-lac mediada por una ARN polimerasa virica coexpresada (T7 gn1). Esta polimerasa virica es suministrada por
las cepas hospedadoras BL21 (DE3) o HMS174(DE3) a partir de un profago residente que hospeda un gen T7 gn1
bajo el control transcripcional del promotor lacUV 5.

Una estrategia para maximizar la expresién de una proteina recombinante en E. coli es expresar la proteina en una
bacteria hospedadora con una capacidad deteriorada para escindir de forma proteolitica la proteina recombinante
(Gottesman, pag. 119-128, En Gene Expression Technology: Methods in Enzymology vol. 185, Academic Press, San
Diego, CA, 1990). Otra estrategia es modificar la secuencia de &cido nucleico del acido nucleico a insertar en un
vector de expresion de forma que los codones individuales para cada aminoacido puedan estar entre los mas
utilizados en E. coli (Wada et al., 1992, Nucleic Acids Res. 20: 2111-2118). Tal modificacion de las secuencias de
acido nucleico de la presente invencién puede llevarse a cabo mediante técnicas de sintesis de ADN
convencionales.

En otra realizacion, el vector de expresion es un vector de expresion en levaduras. Los ejemplos de vectores para la
expresion 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).

Como alternativa, el vector de expresidén es un vector de expresion de baculovirus. Los vectores de baculovirus
disponibles para la expresidon de proteinas 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).

En aun otra realizacién, un acido nucleico de la presente divulgacion se expresa en células de mamifero utilizando
un vector de expresion en mamifero. Los ejemplos de vectores de expresion en mamiferos incluyen pCDM8 (Seed,
1987, Nature 329: 840) y pMT2PC (Kaufman et al., 1987, EMBO J. 6: 187-195). Cuando se utiliza en células de
mamifero, las funciones de control del vector de expresion a menudo estan proporcionadas por elementos
reguladores viricos. Por ejemplo, los promotores habitualmente utilizados se obtienen de polioma, adenovirus 2,
citomegalovirus y virus de simio 40. Para otros sistemas de expresion adecuados tanto para células procariotas
como eucariotas, véanse los capitulos 16 y 17 de Sambrook et al., citado anteriormente.

En otra realizacion, el vector de expresion en mamifero recombinante tiene la capacidad de dirigir la expresion del
acido nucleico en un tipo celular particular (por ejemplo, se utilizan elementos reguladores especificos de tejidos
para expresar el acido nucleico). Los elementos reguladores especificos de tejidos son conocidos en la técnica. Los
ejemplos no limitativos de promotores especificos de tejido adecuados incluyen el promotor de la albumina
(especifico de higado; Pinkert et al., 1987, Genes Dev. 1: 268-277), promotores especifico linfoides (Calame e
Eaton, 1988, Adv. Immunol. 43: 235-275), tales como promotores de receptores de linfocitos T (Winoto y Baltimore,
1989, EMBO J. 8: 729-733) e inmunoglobulinas (Baner;ji et al., 1983, Cell 33: 729-740; Queen y Baltimore, 1983, Cell
33: 741-748), promotores especificos de neurona (por ejemplo, el promotor del neurofilamento; Byrne y Ruddle,
1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 5473-5477), promotores especificos de pancreas (Edlund et al., 1985, Science
230: 912-916) y promotores especificos de glandula mamaria (por ejemplo, promotor del suero de la leche; Patente
de Estados Unidos N.° 4.873.316 y Solicitud Europea N.° de Publicacion 264.166). También estan abarcados
promotores regulados durante desarrollo, por ejemplo los promotores murinos hox (Kessel y Gruss, 1990, Science
249: 374-379) y el promotor de la a-fetoproteina (Camper y Tilghman, 1989, Genes Dev. 3: 537-546).

La divulgacién proporciona adicionalmente un vector de expresién recombinante que comprende una molécula de
ADN de la presente divulgacion clonada en el vector de expresion en una orientacion antisentido. Es decir, la
molécula de ADN esta unida operativamente a una secuencia reguladora de una manera que permite la expresion
(mediante la transcripcién de la molécula de ADN) de una molécula de ARN que es antisentido para el ARNm que
codifica una polipéptido de la presente divulgacion. Pueden escogerse secuencias reguladoras unidas
operativamente a un acido nucleico clonado en orientacion antisentido, que dirijan la expresion continua de la
molécula de ARN antisentido en una diversidad de tipos celulares, por ejemplo promotores y/o potenciadores viricos,
0 pueden escogerse secuencias reguladoras que dirigen la expresion constitutiva, especifica de tejido o especifica
de tipo celular de un ARN antisentido. El vector de expresiéon antisentido puede estar en forma de un plasmido
recombinante, fagémido o virus atenuado, en el cual se producen acidos nucleicos antisentido bajo el control de una
regiéon reguladora de alta eficacia, cuya actividad puede estar determinada por el tipo celular en que el vector se
introduce. Para una discusion de la regulacion de la expresién génica utilizando genes antisentido véase Weintraub
et al., 1986, Trends in Genetics, Vol. 1(1).
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Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a células hospedadoras en las que se ha introducido un vector de
expresion recombinante de la presente invencion. 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 mutacién o a la influencia del
entorno, tal progenie puede, de hecho, no ser idéntica a la célula parental, pero estar aun incluida dentro del ambito
de la expresién 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 mamifero).

El ADN de vector puede introducirse en las células procariotas o eucariotas a través de técnicas de transformacion o
transfeccion convencionales. Como se usa en el presente documento, los términos “transformacion” y “transfeccion”
estan destinados a referirse a una diversidad de técnicas reconocidas en la materia para la introduccién de un acido
nucleico extrafio en una célula hospedadora, incluyendo la coprecipitacion con fosfato de calcio o cloruro de calcio,
la transfeccion mediada por DEAE-dextrano, la lipofeccion o la electroporacion. Los métodos adecuados de
transformacion o transfeccion de células hospedadoras pueden encontrarse en Sambrook, et al. (citado
anteriormente) u otros manuales de laboratorio.

Para la transfeccion estable de células de mamifero se sabe que, dependiendo del vector de expresion y de la
técnica de transfeccion utilizada, solo una pequefia fraccion 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 seleccion (por ejemplo, para la resistencia a antibidticos) junto con el gen de interés. Los
marcadores de seleccion ejemplares incluyen los que confieren resistencia a farmacos, tales como G418,
higromicina y metotrexato. Las células transfectadas de forma estable con el acido nucleico introducido pueden
identificarse mediante seleccién con farmacos (por ejemplo, las células que han incorporado el gen marcador de
seleccion sobreviviran, mientras que las otras células mueren).

Una célula hospedadora de la presente divulgacion, tal como una célula hospedadora procariota o eucariota en
cultivo, puede utilizarse para producir un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invencion. Por
consiguiente, la divulgacion proporciona adicionalmente métodos de produccion de un polipéptido que corresponde
a un marcador de la presente invencion que utilizan las células hospedadoras de la presente invencion. En una
realizacién, el método comprende cultivar la célula hospedadora de la invencion (en la cual se ha introducido un
vector de expresion recombinante que codifica un polipéptido de la presente invencién) en un medio adecuado, de
forma que se produzca el marcador. En otra realizacion, el método comprende adicionalmente aislar el polipéptido
marcador del medio o de la célula hospedadora.

Las células hospedadoras de la presente divulgacion también pueden utilizarse para producir animales transgénicos
no humanos. Por ejemplo, en una realizacién, una célula hospedadora de la presente divulgacién es un ovocito
fertilizado o una célula madre embrionaria en la que se han introducido secuencias que codifican un polipéptido que
corresponde a un marcador de la presente invencion. Tales células hospedadoras pueden utilizarse después para
crear animales transgénicos no humanos en los que se han introducido secuencias exdgenas que codifican una
proteina marcadora de la presente invenciéon en su genoma o animales recombinantes homoélogos en los que se ha
modificado un gen (o0 genes) enddgeno que codifica un polipéptido que corresponde a un marcador de las
secuencias de la presente invencion. Tales animales son Utiles para estudiar la funcién y/o actividad del polipéptido
que corresponde al marcador, para identificar y/o evaluar moduladores de actividad de polipéptidos, asi como en un
analisis preclinico de las moléculas terapéuticas o diagndsticas, para el descubrimiento o evaluacién de marcadores,
por ejemplo, el descubrimiento o evaluacion de marcadores terapéuticos y diagnosticos o de criterio indirecto de
valoracion de la eficacia y especificidad de farmacos.

Como se usa en el presente documento, un “animal transgénico” es un animal no humano, por ejemplo, un
mamifero, tal como un roedor, por ejemplo, una rata o ratén, en el que una o mas 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 exdgeno que esta 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
expresion de un producto génico codificado en uno o mas tipos celulares o tejidos del animal transgénico. Como se
usa en el presente documento, un “animal recombinante homodlogo” es un animal no humano, tal como un mamifero,
por ejemplo, un ratén, en el cual se ha modificado un gen enddégeno por recombinacion homéloga entre el gen
enddgeno y una molécula de ADN exdgena introducida en una célula del animal, por ejemplo, una célula
embrionaria del animal, antes del desarrollo del animal. Los animales transgénicos también incluyen animales
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 divulgacién puede crearse introduciendo un acido nucleico que codifica un

polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invencién en los pronucleos masculinos de un ovocito
fertilizado, por ejemplo, por microinyeccion o infeccion retrovirica y permitiendo que el ovocito se desarrolle en un
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animal de acogida hembra seudoprefiada. También pueden estar incluidas en el transgén secuencias intrénicas y
sefiales de poliadenilacion para aumentar la eficacia de la expresion del transgén. Una secuencia (o secuencias)
reguladora especifica de tejido puede estar unida operativamente al transgén para dirigir la expresion del polipéptido
de la presente invencion a células particulares. Los métodos para la generacion de animales transgénicos a través
de la manipulacion de embriones y de microinyeccion, en particular animales tales como ratones, se han vuelto una
técnica convencional en la materia y se describen, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos n.° 4.736.866 y
4.870.009, la Patente de Estados Unidos n.° 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 produccion de otros
animales transgénicos. Un animal fundador transgénico puede identificarse a base de la presencia del transgén en
su genoma y/o la expresion de ARNm que codifica el transgén en los tejidos o células de los animales. Después, un
animal fundador transgénico puede utilizarse para criar animales adicionales que porten el transgén. Ademas, los
animales transgénicos que portan el transgén pueden adicionalmente criarse para obtener otros animales
transgénicos que portan otros transgenes.

Para crear un animal recombinante homélogo, se prepara un vector que contiene al menos una porciéon de un gen
que codifica un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invencién en el cual se ha introducido una
delecion, adicion o sustitucion para, de este modo, modificar, por ejemplo, alterar de forma funcional el gen. En otra
realizacion, el vector se disefia de forma que, tras la recombinacion homdloga, el gen enddgeno esta funcionalmente
alterado (por ejemplo, ya no codifica una proteina funcional; también denominado como vector “genosuprimido”).
Como alternativa, el vector puede disefiarse de forma que, tras la recombinacién homéloga, el gen enddgeno esta
mutado o modificado de otra forma pero aun codifica la proteina funcional (por ejemplo, la regidn reguladora cadena
arriba puede modificarse para, de este modo, alterar la expresién de la proteina enddgena). En el vector de
recombinacion homdloga, la porcion modificada del gen esta flanqueada en sus extremos & y 3’ por un &cido
nucleico adicional del gen para permitir que se produzca la recombinaciéon homdloga entre el gen exdgeno que porta
el vector y un gen enddgeno en una célula madre embrionaria. Las secuencias de acido nucleico flanqueantes
adicionales son de suficiente longitud para una recombinacion homologa satisfactoria con el gen endégeno.

Normalmente, estan 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 descripcién de vectores de recombinacion
homologa). El vector se introduce en una linea de células madre embrionarias (por ejemplo, mediante
electroporacion) y se seleccionan las células en las cuales el gen introducido ha recombinado de forma homdéloga
con el gen enddgeno (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 ratén) para formar quimeras de agregacion (véase, por
ejemplo, Bradley, Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, Robertson, Ed., IRL, Oxford,
1987, pag. 113-152). Después, puede implantarse un embrién quimérico en un animal de acogida hembra
seudoprenada y llevar el embriéon a término. La progenie que alberga el ADN recombinado de forma homdloga en
sus células germinales puede utilizarse para criar animales en los que todas las células del animal contienen el ADN
recombinado de forma homdloga por transmision del transgén en la estirpe germinal. Los métodos para construir
vectores de recombinacién homéloga y animales recombinantes homodlogos se describen adicionalmente en Bradley
(1991) Current Opinion in Bio/Technology 2: 823-829 y en las Publicaciones PCT n.° WO 90/11354, WO 91/01140,
WO 92/0968 y WO 93/04169.

En otra realizacion, pueden producirse animales no humanos transgénicos que contengan sistemas seleccionados
que permitan la expresion regulada del transgén. Un ejemplo de tal sistema es el sistema de recombinasa cre/loxP
del bacteriéfago P1. Para una descripcion del sistema de recombinasa cre/loxP, véase, por ejemplo, Lakso et al.
(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 expresion del transgén, se requieren animales que contengan
transgenes que codifican la recombinasa Cre y una proteina seleccionada. Tales animales pueden proporcionarse a
través de la construccion de animales “doble” transgénicos, por ejemplo, apareando dos animales transgénicos, uno
conteniendo un transgén que codifica una proteina 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
PCT n.° 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
ejemplo, una sonda, para detectar de forma especifica un marcador de la presente invencién, promocionando,
distribuyendo o vendiendo la manufactura como una unidad para realizar los métodos de la presente invencion.
Cuando las composiciones, kits y métodos de la presente invencion se utilizan para llevar a cabo los métodos de la
presente invencion, las mutaciones y/o productos génicos del gen ALK (por ejemplo, los marcadores expuestos de la
Tabla 1) de la presente invencién pueden seleccionarse de forma que se obtiene un resultado positivo en al menos
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 cancer de la correspondiente fase, grado, tipo
histolégico o naturaleza benigna/premaligna/maligna. En determinadas realizaciones, el marcador o panel de
marcadores de la presente invencién puede seleccionarse de forma que se obtiene un VPP (valor predictivo positivo)
mayor de aproximadamente el 10 % para la poblacién general (por ejemplo, acoplado con una especificidad de
ensayo mayor del 99,5 %).

Cuando en las composiciones, kits y métodos de la presente invencion 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 invencion,
la cantidad, estructura y/o actividad de cada marcador o nivel de expresion, o nimero de copias puede compararse
con la cantidad, estructura y/o actividad normal de cada uno de la pluralidad de marcadores o nivel de expresion, o
ndmero de copias, en muestras no cancerosas del mismo tipo, ya sea en una Unica mezcla de reacciéon (es decir,
utilizando reactivos, tales como distintas sondas fluorescentes, para cada marcador) o en mezclas de reaccion
individuales que corresponden a una o mas 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
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 mas marcadores individuales.

La invencion 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
descritos anteriormente, excepto en que, cuando es necesario, los métodos se adaptan para su uso con
determinados tipos de muestras.

La divulgacion 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).
El kit puede comprender uno o mas 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 invencioén, por
ejemplo, uniéndose de forma especifica a un acido 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 invencion.
Los reactivos adecuados para la union con un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invencion
incluyen anticuerpos, derivados de anticuerpos, fragmentos de anticuerpos y similares. Los reactivos adecuados
para la unién con un acido nucleico (por ejemplo, un ADN genémico, un ARNm, un ARNm cortado y empalmado, un
ADNCc o similar) incluyen acidos nucleicos complementarios. Por ejemplo, los reactivos de acido nucleico pueden
incluir oligonucleétidos (marcados o no marcados) fijados a un sustrato, oligonucleétidos marcados no unidos a un
sustrato, parejas de cebadores de PCR, sondas de baliza molecular y similares. En algunas realizaciones, los kits
pueden comprender reactivos Utiles 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 acido nucleico que
rodea al menos un tramo de acido nucleico que comprende al menos una mutacién enumerada en la Tabla 1 y
medios para detectar la presencia de dicha mutacion en el acido nucleico diana amplificado.

El kit de la presente divulgacion puede opcionalmente comprender componentes adicionales utiles para realizar los
métodos de la presente invencion. A modo de ejemplo, el kit puede comprender liquidos (por ejemplo, tampon SSC)
adecuados para el apareamiento de acidos nucleicos complementarios o para la unién de un anticuerpo con una
proteina con la que se unen de forma especifica uno 0 mas compartimentos de muestra, un material instructivo que
describe la ejecucion de un método de la presente invencion, una muestra de células normales, una muestra de
células cancerosas y similares.

Un kit de la presente divulgacion puede comprender un reactivo Util para determinar el nivel de proteina o la
actividad de proteina de un marcador. En otra realizacién, un kit de la presente divulgacion puede comprender un
reactivo para determinar el estado de metilacion de un marcador o puede comprender un reactivo para determinar la
modificacién de la estructura de un marcador, por ejemplo, la presencia de una mutacion.

VI. Medicina predictiva

La presente invencién también se refiere al campo de la medicina predictiva, en la cual se utilizan pruebas de
diagnostico, farmacogendmica y ensayos clinicos de control para fines predictivos para, de este modo, tratar un
individuo de forma profilactica. Por consiguiente, un aspecto de la presente invencién se refiere a ensayos para
determinar la cantidad, estructura y/o actividad de polipéptidos o acidos nucleicos que corresponden a uno 0 mas
marcadores de la presente invencion, para determinar si un individuo con cancer o en riesgo de desarrollar cancer
tendra mas probabilidades de responder a la terapia mediada por inhibidores de ALK.

Por consiguiente, en un aspecto, la invencion se dirige a un método para determinar si un sujeto con cancer es
probable que responda a un tratamiento con un agente inhibidor de la ALK. En otro aspecto, la invencion se dirige a
un método para predecir un suceso significativo en la evolucién temporal de la enfermedad. En aun otro aspecto, el
método se dirige a un método para predecir la probabilidad de un suceso significativo en la evolucion de la
enfermedad. En determinadas realizaciones, el método comprende detectar un biomarcador o combinacién 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 exploracion citogenética de una muestra de tejido biolégico de un
paciente que se ha diagnosticado con o se sospecha que tiene cancer (por ejemplo, presenta sintomas de cancer)
para detectar mutaciones de ALK (por ejemplo, las enumeradas en la Tabla 1).

Los resultados del método de exploracion y la interpretacion 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
presente invencion, la presencia de una mutacion de ALK es indicativa de que el tratamiento con los agentes
inhibidores de ALK (por ejemplo, PF-02341066 y/o PDD) proporcionara un beneficio terapéutico potenciado frente a
las células cancerosas con respecto a los pacientes que no tienen una mutacion de ALK.

En una realizacién, los métodos de la presente invencién comprenden poner en contacto una muestra de ADN, por
ejemplo, una muestra que contiene ADN de estirpe germinal y/o somatico, tal como una muestra cromosomica,
obtenida de células aisladas del paciente con sondas de polinucleétido que son especificas para e hibridan en
condiciones rigurosas con el ADN gendmico de regiones cromosdmicas asociadas con anomalias citogenéticas (por
ejemplo, mutaciones de ALK descritas en el presente documento), para determinar la presencia o ausencia de una o
mas anomalias (por ejemplo, mutaciones) en las células del paciente. Los resultados del analisis son predictivos de
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 realizacion, se mide una evolucién temporal determinando el tiempo entre sucesos significativos en el curso
de la enfermedad de un paciente, en el que la medicion es predictiva de si un paciente tiene un evoluciéon temporal
extensa. En otra realizacion, el suceso significativo es la progresion desde el diagnostico primario hasta el
fallecimiento. En otra realizacién, el suceso significativo es la progresion desde el diagnéstico primario hasta la
enfermedad metastasica. En otra realizacion, el suceso significativo es la progresion desde el prondstico primario
hasta la recaida. En otra realizacion, el suceso significativo es la progresion desde la enfermedad metastasica hasta
el fallecimiento. En otra realizacion, el suceso significativo es la progresion desde la enfermedad metastasica hasta
la recaida. En otra realizacion, el suceso significativo es la progresion desde la recaida hasta el fallecimiento. En
determinadas realizaciones, la evolucidon temporal se mide con respecto a la tasa de supervivencia global, tiempo
transcurrido hasta la progresién 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
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 mutacion (o mutaciones) de ALK
y un subgrupo que no tiene una mutacién (o mutaciones) de ALK. En determinadas realizaciones, el estado de
mutacion de ALK en el sujeto se compara con el subgrupo que tiene o el que no tiene una mutacién (o mutaciones)
de ALK; si el paciente tiene una mutacion (o mutaciones) de ALK, entonces es improbable que el paciente responda
a un inhibidor de ALK (por ejemplo, PF-02341066 y/o PDD) y/o es probable que el paciente tenga una evolucion
temporal larga. En determinadas realizaciones, el nimero de subgrupos es mayor de dos, incluyendo, pero sin
limitacion, tres subgrupos, cuatro subgrupos, cinco subgrupos y seis subgrupos, dependiendo de la estratificacion 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
transcurrido hasta la progresion y/o utilizando los criterios RECIST. En determinadas realizaciones, el inhibidor de
ALK es PF-02341066 y/o PDD.

En otro aspecto, la invencion se dirige a un método para determinar si un sujeto con un cancer positivo para una
mutacion de ALK es probable que responda al tratamiento con un agente inhibidor de ALK (por ejemplo, PF-
02341066 y/o PDD) y/o si la evolucion temporal de la enfermedad es extensa. En otro aspecto, la invencion se dirige
a un método para predecir la evolucion temporal de la enfermedad en un sujeto con un cancer positivo para una
mutacion de ALK. En otro aspecto, la invencién se dirige a un método para predecir la probabilidad de un suceso
significativo en un sujeto con un cancer positivo para una mutaciéon de ALK.

1. Métodos para la deteccion 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
hibridacion. Por ejemplo, un método de evaluacion del nimero de copias de un acido nucleico codificante en una
muestra implica una transferencia de Southern. En una transferencia de Southern, el ADN genémico (normalmente
fragmentado y separado en un gel electroforético) se hibrida con una sonda especifica para la regiéon diana. La
comparacion de la intensidad de la sefial de hibridacién de la sonda para la region diana con la sefal de la sonda de
control a partir del analisis del ADN gendémico normal (por ejemplo, una porciéon no amplificada de la misma célula,
tejido, 6rgano o uno relacionado, etc.) proporciona una estimacién de la presencia/ausencia y el niumero de copias
relativo del acido nucleico diana. Como alternativa, puede utilizarse una transferencia Northern para evaluar el
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numero de copias de un acido nucleico codificante en una muestra. En una transferencia de Northern, se hibrida
ARNmM con una sonda especifica para la region diana. La comparacion de la intensidad de la sefial de hibridacién
procedente de la sonda para la regién diana con la sefial de la sonda de control del analisis del ARNm normal (por
ejemplo, una porcion no amplificada de la misma célula, tejido, érgano o uno relacionado, etc.) proporciona una
estimacion de la presencia/ausencia y el numero de copias relativo del acido nucleico diana.

Un medio alternativo para determinar el numero de copias es la hibridacion in situ (por ejemplo, Angerer (1987)
Meth. Enzymol 152: 649). En general, la hibridacién in situ comprende las siguientes etapas: (1) la fijacion del tejido
o estructura biolégica a analizar; (2) un tratamiento de prehibridacion de la estructura biolégica para aumentar la
accesibilidad del ADN diana y para reducir la unién no especifica; (3) la hibridaciéon de la mezcla de acidos nucleicos
con el acido nucleico en la estructura bioldgica o tejido; (4) lavados poshibridacion para eliminar los fragmentos de
acido nucleico no unidos en la hibridaciéon y (5) la deteccion de los fragmentos de acido nucleico hibridados. El
reactivo utilizado en cada una de las etapas y las condiciones de uso varian dependiendo de la aplicacién particular.

Los ensayos basados en hibridacion ejemplares incluyen, pero sin limitacién, métodos de “sonda directa”
tradicionales tales como transferencias de Southern o hibridacion in situ (por ejemplo, FISH y FISH mas SKY) y
métodos de “sonda comparativa” tales como hibridaciéon genémica comparativa (CGH), por ejemplo, CGH basada en
ADNc o basada en oligonucledtidos. Los métodos pueden utilizarse en una amplia diversidad de formatos
incluyendo, pero sin limitacion, métodos de unién a un sustrato (por ejemplo, membrana o vidrio) o estrategias
basadas en matrices.

En un aspecto, se utiliza analisis 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 andlisis citogenético apropiado
conocido en la técnica, por ejemplo, el método FISH. En una realizacion, puede realizarse FISH de acuerdo con el
sistema Vysis™ (Abbott Molecular).

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 utiles de acuerdo con
la invencion, y el marcaje y la hibridaciéon de sondas con las muestras se describe en dos patentes de Estados
unidos para Vysis, Inc. las Patentes de Estados Unidos n.° 5.491.224 y 6.277.569 para Bittner, et al.

Las sondas cromosémicas son normalmente de aproximadamente 50 a aproximadamente 10° nucledtidos de
longitud. Las sondas mas largas normalmente comprenden fragmentos mas pequefios de aproximadamente 100 a
aproximadamente 500 nucleétidos de longitud. Las sondas que hibridan con ADN centrométrico y ADN especifico de
locus estan disponibles en el mercado, por ejemplo, de Vysis, Inc. (Downers Grove, lll.), Molecular Probes, Inc.
(Eugene, Oreg.) o de Cytocell (Oxfordshire, RU). Como alternativa, las sondas pueden fabricarse de forma no
comercial a partir de ADN cromosdmico o genémico mediante técnicas convencionales. Por ejemplo, las fuentes de
ADN que pueden utilizarse incluyen ADN gendmico, secuencias de ADN clonadas, hibridos de células somaticas
que contienen un, o una parte de un cromosoma (por ejemplo, un cromosoma humano) junto con el complemento
cromosémico normal del huésped, y cromosomas purificados por citometria de flujo o microdiseccion. La region de
interés puede aislarse a través de clonaciéon o por amplificacion especifica de sitio a través de reaccion 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.° 5.491.224.

Las sondas a utilizar hibridan con una region especifica de un cromosoma para determinar si esta presente en esta
regién una anomalia citogenética. Un tipo de anomalia citogenética es una delecién. Aunque las deleciones pueden
ser de uno o mas cromosomas completos, las deleciones normalmente implican la pérdida de parte de uno o mas
cromosomas. Si toda la regién de un cromosoma que esta contenida en una sonda esta delecionada de una célula,
normalmente no se producira la hibridacion de esa sonda con el ADN de la célula y no estara presente una seial en
ese cromosoma. Si la regién de un cromosoma que esta contenido parcialmente dentro de una sonda esta
delecionado de una célula, la hibridacidon de esa sonda con el ADN de la célula aun podria producirse, pero estara
presente menos de una sefial. Por ejemplo, la pérdida de una sefial se compara con la hibridacién de la sonda a
ADN de las células de control que no contienen las anomalias 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 mas células para la presencia de la anomalia citogenética.

Las anomalias citogenéticas a detectar pueden incluir, pero sin limitacion, translocaciones no reciprocas, inversiones
intracromosoémicas, mutaciones puntuales, deleciones, cambios en el numero de copias de genes, cambios del nivel
de expresion génica y mutaciones en la estirpe germinal. En particular, un tipo de anomalia citogenética es una
duplicacion. Las duplicaciones pueden ser de cromosomas completos o de regiones mas pequefas que un
cromosoma completo. Si la regidon de un cromosoma que esta contenida en una sonda esta duplicada en una célula,
la hibridacion de la sonda con el ADN de la célula normalmente producira al menos una sefial adicional en
comparacién con el numero de sefiales presentes en las células de control sin anomalia en la regién cromosémica
contenida en la sonda. No obstante, puede utilizarse cualquiera de las sondas que detectan el cromosoma humano
2p23 o un ortélogo del mismo, o cualquier regiéon cromosomica que comprende una translocacion con el gen de ALK

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 660 149 T3

de 2p23 o un ortélogo del mismo. Las sondas adecuadas son bien conocidas en la técnica (por ejemplo, las
disponibles de Vysis, Inc. (Downers Grove, IL).

Las sondas cromosémicas estan marcadas de forma que puede detectarse la regién cromosémica con la que
hibridan. Normalmente, las sondas estan marcadas directamente con un fluoréforo, una molécula organica que
fluoresce tras la absorcion de luz de una longitud de onda més baja/energia mas alta. El fluoréforo permite visualizar
la sonda sin una molécula de deteccién secundaria. Después de unir de forma covalente un fluoréforo a un
nucleétido, el nucledtido puede incorporarse directamente en la sonda con técnicas convencionales tales como
marcaje por relleno, unién aleatoria y marcaje por PCR. Como alternativa, pueden transaminarse nucleétidos de
desoxicitidina con un enlazador dentro de la sonda. Después, el fluoréforo se une de forma covalente a los
nuclestidos de desoxicitidina transaminados. Véase la Patente de Estados Unidos N.° 5.491.224 (incorporada como
referencia).

La Patente de Estados Unidos N.° 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
forma fluorescente es suficiente para generar una sefial fluorescente detectable aunque los segmentos de ADN
individuales asi marcados conservan esencialmente sus propiedades de unién complementaria (hibridacion)
especificas con respecto al cromosoma o region 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 nucleétidos
desoxicitidina en el segmento, enlazando de forma covalente un marcador fluorescente a al menos una porcién de
las bases de desoxicitidina transaminadas.

Las sondas también pueden marcarse mediante mercado por relleno, marcaje con unién aleatorio o marcaje por
PCR. El marcaje se realiza utilizando ya sea nucleétidos fluorescentes (directo) o marcados con hapteno (indirecto).
Los ejemplos representativos no limitativos de marcadores incluyen: AMCA-6-dUTP, CascadeBlue-4-dUTP,
fluoresceina-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 isétopos
radioactivos tales como *?P y *H, aunque después son necesarias moléculas de deteccion secundarias o0 un
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
enzimatico tal como fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano picante. Los marcadores enzimaticos 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
utilizarse diaminobenzoato como un catalizador de la peroxidasa de rabano picante.

Las sondas también pueden prepararse de forma que un marcador fluorescente u otro, no sea parte del ADN antes
o durante la hibridacion, y se afade tras la hibridaciéon para detectar el cebador hibridado a un cromosoma. Por
ejemplo, pueden utilizarse sondas que tengan moléculas antigénicas incorporadas en el ADN. Tras la hibridacién,
estas moléculas antigénicas se detectan utilizan anticuerpos especificos 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
reaccionado, residuales (por ejemplo, moléculas de fluorocromo incorporadas en el ADN) antes del uso en
hibridacion.

Antes de la hibridacién, las sondas cromosémicas se desnaturalizan de acuerdo con métodos bien conocidos en la
técnica. En general, las etapas de hibridacion comprenden afiadir un exceso de ADN bloqueante a la composicion
de sonda marcada, poner en contacto la composicidon de sonda bloqueada en condiciones de hibridaciéon con la
region cromosémica a detectar, por ejemplo, en un portaobjetos en donde el ADN se ha desnaturalizado, lavar la
sonda no hibridada y detectar la unién de la composicién de la sonda al cromosoma o regién cromosomica.

Las sondas se hibridan o aparean al ADN cromosémico en condiciones de hibridacién. “Condiciones de hibridacién”
son las condiciones que facilitan el apareamiento entre una sonda y el ADN cromosémico diana. Dado que el
apareamiento de distintas sondas variara dependiendo de la longitud de la sonda, de la concentracion de bases y
similares, el apareamiento se facilita variando la concentracion de la sonda, la temperatura de hibridacion, la
concentracion de sales y otros factores bien conocidos en la técnica.

Las condiciones de hibridacién se facilitan variando las concentraciones, las composiciones de las bases, la
complejidad y la longitud de las sondas, asi como las concentraciones de sales, las temperaturas y la duracion de la
incubacién. Por ejemplo, las hibridaciones in situ normalmente se realizan en un tampén de hibridacion que contiene
SSC 1-2x, formamida al 50-65 % y ADN bloqueante para suprimir la hibridaciéon no especifica. En general, las
condiciones de hibridacion, como se describe anteriormente, incluye temperaturas de aproximadamente 25 °C a
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aproximadamente 55 °C, y duraciones de incubacion de aproximadamente de 0,5 horas a aproximadamente 96
horas.

La union no especifica de las sondas cromosomicas al ADN fuera de la region diana puede eliminarse mediante una
serie de lavados. La temperatura y la concentracion de sales en cada lavado se varian para controlar la rigurosidad
de los lavados. Por ejemplo, para condiciones de alta rigurosidad, los lavados pueden llevarse a cabo de
aproximadamente 65°C a aproximadamente 80°C, utiizando SSC de 0,2x a aproximadamente 2x y
aproximadamente el 0,1 % a aproximadamente el 1 % de un detergente no iénico, 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 hibridacion de las secuencias
repetitivas. Por lo tanto, en algunas realizaciones, se utiliza ARNt, ADN genémico humano o ADN Cot-l para
bloquear la hibridacién no especifica.

Tras el lavado, se permite que el portaobjetos escurra y se seque al aire, después se aplican al portaobjetos un
medio de montaje, una contratincion tal como DAPI y un cubreobjetos. Los portaobjetos pueden visualizarse
inmediatamente o almacenarse a -20 °C antes del examen.

Para las sondas fluorescentes utilizadas en las técnicas de hibridacion de fluorescencia in situ (FISH), la
fluorescencia puede visualizarse con un microscopio de fluorescencia equipado con un filtro apropiado para cada
fluoréforo, o utilizando conjuntos de filtro de paso de banda doble o triple para observar multiples fluoréforos. Véase,
por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N.° 5.776.688. Como alternativa, pueden utilizarse técnicas tales como la
citometria de flujo para examinar el patron de hibridacion de las sondas cromosémicas. Puede utilizarse FISH para
detectar el numero de copias de cromosomas o el reordenamiento de regiones de cromosomas. Estas sondas
hibridan o se unen al ADN complementario y, debido a que estan marcadas con etiquetas fluorescentes, permiten a
los investigadores observar el emplazamiento de las secuencias de ADN utilizando un microscopio de fluorescencia.
A diferencia de la mayoria 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 estan en division,
haciéndola un procedimiento altamente versatil. Por lo tanto, la FISH puede realizarse utilizando células en interfase
o células en metafase del ciclo de division celular. Muchas de las técnicas implicadas en el analisis por FISH se
describen en la Patente de Estados Unidos N.° 5.447.841 por Gray y Pinkel.

Los resultados de FISH pueden interpretarse con referencia a células de control que se sabe que no contienen la
anomalia citogenética especifica para la que la sonda esta disefiada para detectar. El patrén de hibridacién por FISH
de la sonda con el ADN de las células de control se compara con la hibridacion de la misma sonda con el ADN de
las células que se estan analizando o ensayando para la anomalia citogenética especifica. Cuando se disefia una
sonda para detectar una delecién de un cromosoma o regién cromosémica, normalmente hay menos hibridacion de
la sonda con el ADN de las células que se estan analizando que con el de las células de control. Normalmente, en
las células analizadas hay una ausencia de una sefal de sonda, lo que es indicativo de una pérdida de la region de
un cromosoma con la que normalmente hibrida la sonda. Cuando se disefia una sonda para detectar una duplicacion
0 adiciéon cromosomica, normalmente hay mas hibridaciéon de la sonda con el ADN de las células que se estan
analizando que con el de las células de control. Normalmente, hay una adicion de la sefial de sonda en las células
analizadas, lo que es indicativo de la presencia de una region cromosoémica con la que la sonda normalmente hibrida
adicional.

En los métodos de CGH, se marca una primera colecciéon de acidos nucleicos (por ejemplo, de una muestra, por
ejemplo, de un posible tumor) con un primer marcador, mientras se marca una segunda coleccién de acidos
nucleicos (por ejemplo, un control, por ejemplo, de una célula/tejido sano) con un segundo marcador. La proporcion
de hibridacion de los &cidos nucleicos se determina por la proporcion de los dos marcadores (el primero y el
segundo) que se unen a cada fibra en la matriz. Cuando hay deleciones o multiplicaciones cromosdmicas, se
detectara las diferentes en la proporcion de las sefiales de los dos marcadores y la proporcidon proporcionara una
medida del nimero de copias. El CGH basado en matrices puede realizarse también con marcaje de un unico color
(en lugar de marcar el control y la posible muestra tumoral con dos tintes distintos y mezclarlos antes de la
hibridacion, lo que producira una proporcion debido a la hibridacion competitiva de las sondas en las matrices). En el
CGH de color unico, los controles se marcan e hibridan a una matriz y se leen las sefiales absolutas, y la posible
muestra tumoral se marca e hibrida a una segunda matriz (con un contenido idéntico) y se leen las sefales
absolutas. Se calcula la diferencia en el nimero de copias a base de las sefiales absolutas de las dos matrices. Los
protocolos de hibridacion adecuados para su uso con los métodos de la presente invencion se describen, por
ejemplo, en Albertson (1984) EMBO J. 3: 1227-1234; Pinkel (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 9138-9142; EPO
N.° Pub. 430.402; Methods in Molecular Biology, Vol. 33: In situ Hybridization Protocols, Choo, ed., Humana Press,
Totowa, N.J. (1994), etc. En una realizacién, se utiliza el protocolo de hibridacion de Pinkel, et al. (1998) Nature
Genetics 20: 207-211 o de Kallioniemi (1992) Proc. Natl Acad Sci USA 89: 5321-5325 (1992). EI CGH basado en
matrices se describe en la Patente de Estados Unidos N.° 6.455.258.

En aun otra realizacion, pueden utilizarse ensayos basados en amplificacién para medir la presencia/ausencia y el

numero de copias. En tales ensayos basados en amplificacion, las secuencias de acido nucleico actian como un
molde en una reaccion de amplificacion (por ejemplo, reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)). En una
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amplificacion cuantitativa, la cantidad de producto de amplificacion sera proporcional a la cantidad de molde en la
muestra original. La comparacién con controles apropiados, por ejemplo, tejido sano, proporciona una medida del
numero de copias.

Los métodos de amplificacion “cuantitativa” son bien conocidos para los expertos en la materia. Por ejemplo, la PCR
cuantitativa implica la coamplificacion simultanea de una cantidad conocida de una secuencia de control utilizando
los mismos cebadores. Esto proporciona un patrén interno que puede utilizarse para calibrar la reaccion 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 mediciéon del numero de copias de ADN en locus de
microsatélites utilizando el analisis por PCR cuantitativa se describe en Ginzonger, et al. (2000) Cancer Research
60: 5405-5409. La secuencia de acido nucleico conocida de los genes es suficiente para permitir que un experto en
la técnica seleccione de forma rutinaria cebadores para amplificar cualquier porcion del gen. En los métodos de la
presente invencién también puede utilizarse PCR cuantitativa fluorogénica. En la PCR cuantitativa fluorogénica, la
cuantificacion es a base de la cantidad de sefiales de fluorescencia, por ejemplo, TagMan y verde sybr.

Otros métodos de amplificacion adecuados incluyen, pero sin limitacién, reaccién 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), amplificacion por transcripcion (Kwoh, et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173), replicacion
de secuencia autosostenida (Guatelli, et al. (1990) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 87: 1874), PCR puntual y PCR de
adaptador enlazador, etc.

También puede utilizarse para identificar regiones de amplificaciéon o delecién 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).

2. Métodos para evaluar la expresion génica

También puede ensayarse el nivel de expresion de marcadores. La expresion de un marcador de la presente
invencion puede evaluarse mediante cualquiera de una amplia diversidad de métodos bien conocidos para detectar
la expresion de una molécula transcrita o una proteina. Los ejemplos no limitativos de tales métodos incluyen
métodos inmunoldgicos para la deteccion de proteinas secretadas, de superficie celular, citoplasmaticas o
nucleares, métodos de purificacion de proteinas, ensayos de funcion o actividad de proteinas, métodos de
hibridacion de acidos nucleicos, métodos de transcripcion inversa de acidos nucleicos y métodos de ampilificacion de
acidos nucleicos.

En determinadas realizaciones, la actividad de un gen particular esté caracterizada por una medida de un transcripto
génico (por ejemplo, ARNm), mediante la medida de la cantidad de proteina traducida o mediante una medida de la
actividad de un producto génico. La expresion de marcadores puede controlarse en una diversidad de formas,
incluyendo la deteccién de los niveles de ARNm, los niveles de proteina o la actividad de proteina, cualquiera de los
cuales puede medirse utilizando técnicas convencionales. La deteccion puede implicar la cuantificacion del nivel de
expresion génica (por ejemplo, ADN genémico, ADNc, ARNm, proteina o actividad enzimatica) o, como alternativa,
puede ser una evaluacion cualitativa del nivel de expresion génica, en particular en comparaciéon con un nivel de
control. El tipo de nivel que se esta detectando estara claro a partir del contexto.

Los métodos de deteccion y/o cuantificacion del transcrito génico (ARNm o el ADNc hecho a partir de él) utilizando
técnicas de hibridacién de acidos 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 aisla (por ejemplo, utilizando
un método de extraccion por guanidinio-fenol-cloroformo, Sambrook et al. citado anteriormente) y transcribiendo de
forma inversa para producir ADNc. Después, el ADNc se dirige de forma opcional y se procesa en un gel en un
tampodn y se transfiere a membranas. Después, se lleva a cabo la hibridacion utilizando sondas de acido nucleico
especificas para el ADNc diana.

Un principio general de tales ensayos de diagnéstico y pronéstico implica la preparacién de una muestra o mezcla
de reaccién 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 asi un complejo que puede retirarse y/o
detectarse en la mezcla de reaccion. Estos ensayos pueden realizarse en una diversidad de modos.

Por ejemplo, un método para realizar tan ensayo implicaria anclar el marcador o sonda en un soporte en fase sélida,
también denominado sustrato, y detectar los complejos de marcador/sonda anclados en la fase sélida al final de la
reaccion. En una realizaciéon de tal método, puede anclarse sobre un transportador o soporte en fase sélida una
muestra de un sujeto, la cual se va a ensayar para la presencia y/o concentracion del marcador. En otra realizacion
es posible la situacion inversa, en que la sonda puede anclarse a una fase sélida y puede permitirse reaccionar una
muestra de un sujeto como un componente no anclado del ensayo.
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Existen muchos métodos establecidos de anclaje de componentes de ensayo a una fase sélida. Estos incluyen, pero
sin limitacion, moléculas de marcador o sonda que se inmovilizan a través de la conjugacién 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 biotinilacién, Pierce Chemicals,
Rockford, IL) e inmovilizarse en pocillos de placas de 96 pocillos recubiertos de estreptavidina (Pierce Chemical). En
determinadas realizaciones, las superficies con componentes de ensayo inmovilizados pueden prepararse con
antelacién y almacenarse.

Otros transportadores o soportes en fase sélida 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
muy conocidos incluyen, pero sin limitacion, 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 afiade el componente no inmovilizado
a la fase solida, tras lo cual se ancla el segundo componente. Después de acabar la reaccion, los componentes que
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 solida. La deteccion de los complejos
marcador/sonda anclados a la fase solida puede realizarse en una serie de métodos descritos en el presente
documento.

En otra realizacion, cuando la sonda es el componente no anclado del ensayo puede marcarse con el fin de
deteccion 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 formacion del complejo de marcador/sonda sin manipulacién adicional o
marcaje de cualquiera de los componentes (marcador o sonda), por ejemplo utilizando la técnica de transferencia de
energia de fluorescencia (véase, por ejemplo, Lakowicz et al., Patente de Estados Unidos N.° 5.631.169;
Stavrianopoulos, et al., Patente de Estados Unidos N.° 4.868.103). Se selecciona un marcador fluoréforo en la
primera molécula “donante” de forma que, tras la excitacion con una luz incidente de la longitud de onda apropiada,
su energia fluorescente emitida sera absorbida por un marcador fluorescente en una segunda molécula “aceptora”,
que a su vez es capaz de fluorescer debido a la energia absorbida. Como alternativa, la molécula de proteina
“‘donante” puede simplemente utilizar la energia fluorescente natural de los restos triptéfano. 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 energia entre los marcadores esta relacionada con la distancia que separa las moléculas. En una
situacion en que se produce la union entre las moléculas, en el ensayo la emision fluorescente del marcador de
molécula “aceptora” deberia ser maxima. Un suceso de unién de FET puede medirse de forma conveniente a través
de medios convencionales de deteccién fluorométricos bien conocidos en la técnica (por ejemplo, utilizando un
fluorimetro).

En otra realizacion, la determinacién de la capacidad de una sonda para reconocer un marcador puede llevarse a
cabo sin marcaje de cualquier componente (sonda o marcador) utilizando una tecnologia tal como el analisis de
interaccion 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 plasmon superficial” es una tecnologia para estudiar las interacciones biespecificas en tiempo
real, sin marcar ninguno de los elementos que interactian (por ejemplo, BlAcore). Los cambios en la masa en la
superficie de unién (indicativo de un suceso de unién) da como resultado modificaciones en el indice de refraccion
de la luz cerca de la superficie (el fendmeno 6ptico de resonancia de plasmén superficial (RPS)), dando como
resultado una sefal detectable que puede utilizarse como una indicacion de reacciones en tiempo real entre
moléculas bioldgicas.

Como alternativa, en otra realizacion pueden realizarse ensayos de diagnéstico y prondstico analogos con un
marcador y una sonda como solutos en una fase liquida. En tal ensayo, el marcador y la sonda que estan formando
un complejo se separan de los componentes que no han formado complejo mediante cualquiera de varias técnicas
convencionales incluyendo, pero sin limitacion: centrifugacion diferencial, cromatografia, electroforesis e
inmunoprecipitacién. En la centrifugacion 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 centrifugacion, debido al
equilibrio de diferenciacién distinto de los complejos a base de sus distintos tamafos y densidades (véase, por
ejemplo, Rivas, G. y Minton, A.P., 1993, Trends Biochem Sci. 18(8): 284-7). También pueden utilizarse técnicas
cromatograficas convencionales para separar las moléculas que forman complejo de las que no forman complejo.

Por ejemplo, la cromatografia de filtracion en gel separa moléculas a base de su tamafio y a través de la utilizacion
de una resina de filtracion en gel apropiada en un formato de columna, por ejemplo, puede separarse un complejo
relativamente mas grande de los componentes que no forman complejo relativamente mas pequefios. De forma
similar, las propiedades de carga relativamente distintas del complejo de marcador/sonda, en comparacion con los
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 utilizacion de resinas de cromatografia de intercambio idnico. Tales
resinas y técnicas cromatograficas 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 estan formando complejo de los componentes no unidos (véase, por ejemplo, Ausubel et al., ed.,
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, 1987-1999). En esta técnica, los complejos
de proteina o acido nucleico se separan a base de su tamafio o carga, por ejemplo. Para mantener la interaccion de
union durante el procedimiento electroforético son tipicos 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 seran conocidos por un experto en la materia.

En una realizacion particular, puede determinarse en una muestra bioldgica el nivel de ARNm correspondiente al
marcador mediante formatos in situ e in vitro, utilizando métodos conocidos en la técnica. Se pretende que la
expresion “muestra biolégica” incluya tejidos, células, liquidos corporales y aislados del mismo, aislados de un
sujeto, asi como tejidos, células y liquidos presentes en un sujeto. Muchos métodos para la deteccién de la
expresion utilizan ARN aislado. Para los métodos in vitro, para la purificacién 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 facilmente 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 Unica etapa de
Chomczynski (1989, Patente de Estados Unidos N.° 4.843.155).

El acido nucleico aislado puede utilizarse en ensayos de hibridacion o amplificacién que incluyen, pero sin limitacion,
analisis de Southern o Northern, analisis por reaccion en cadena de la polimerasa y matrices de sondas. Un método
de diagndstico para la deteccion de los niveles de ARNm implica poner en contacto el ARNm aislado con una
molécula de acido nucleico (sonda) que puede hibridar con el ARNm que codifica el gen que se esta detectando. La
sonda de acido nucleico puede, por ejemplo, ser un ADNc de longitud completa o una porcion del mismo, tal como
un oligonucledtido de al menos 7, 15, 30, 50, 100, 250 o 500 nucledtidos de longitud y que es suficiente para hibridar
de forma especifica en condiciones rigurosas con un ARNm o ADN gendmico que codifica un marcador de la
presente invencion. En el presente documento se describen otras sondas adecuadas para su uso en los ensayos
diagnosticos de la presente invencion. La hibridacion de un ARNm con la sonda indica que el marcador en cuestiéon
se esta expresando.

En un formato, el ARNm se inmoviliza en una superficie sélida 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
nitrocelulosa. En un formato alternativo, la sonda (o sondas) se inmovilizan en una superficie sélida 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 facilmente los métodos de deteccion de ARNm conocidos para su uso en la deteccion del
nivel del ARNm codificado por los marcadores de la presente invencion.

Las sondas pueden ser de longitud completa o de menos de la longitud completa de la secuencia de acido nucleico
que codifica la proteina. La especificidad de las sondas mas cortas se analiza de forma empirica. Las sondas de
acido nucleico ejemplares son de una longitud de 20 bases o mas largas (véase, por ejemplo, Sambrook et al. para
los métodos de seleccion de secuencias de sondas de acido nucleico para su uso en hibridacién de acidos
nucleicos). La visualizacién de las porciones hibridadas permite la determinacion cualitativa de la presencia o
ausencia de ADNc.

Un método alternativo para determinar el nivel de un transcrito correspondiente a un marcador de la presente
invencién implica el procedimiento de amplificacion de acidos nucleicos, por ejemplo, mediante rtPCR (la realizacion
experimental expuesta en Mullis, 1987, Patente de Estados Unidos N.° 4.683.202), la reaccion en cadena de la
ligasa (Barany, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 189-193), la replicacion de secuencia autosostenida (Guatelli et
al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1874-1878), el sistema de amplificacion transcripcional (Kwoh et al., 1989,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173-1177), replicasa Q-beta (Lizardi et al., 1988, Bio/Technology 6: 1197),
replicacién en circulo rodante (Lizardi et al., Patente de Estados Unidos N.° 5.854.033) o cualquier otro método de
amplificacion de acidos nucleicos, seguido de la deteccion de las moléculas amplificadas utilizando técnicas muy
conocidas para los expertos en la materia. En los métodos de la presente invencion también puede utilizarse rtPCR
fluorogénica. En la rtPCR fluorogénica la cuantificacién estd basada en la cantidad de sefiales fluorescentes, por
ejemplo, de TagMan o verde sybr. Estos esquemas de deteccién son especialmente Utiles para la deteccion de
moléculas de acido nucleico si tales moléculas estan presentes en cantidades muy bajas. Como se usa en el
presente documento, los cebadores de amplificacién se definen como siendo una pareja de moléculas de acido
nucleico que pueden aparearse en regiones 5 o 3’ de un gen (cadenas positiva y negativa, respectivamente, o
viceversa) y que contienen una region corta en el medio. En general, los cebadores de amplificacion son de
aproximadamente 10 a 30 nucledtidos y flanquean una region de aproximadamente 50 a 200 nucleétidos de
longitud. En condiciones apropiadas y con los reactivos apropiados, tales cebadores permiten la amplificaciéon de
una molécula de &cido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos flanqueada por los cebadores.
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Para los métodos in situ no se necesita aislar el ARNm de las células antes de la deteccion. En tales métodos, se
prepara o procesa una muestra de células o tejido utilizando métodos histoldgicos 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.

Como una alternativa para hacer determinaciones basadas en el nivel de expresién absoluto del marcador, las
determinaciones pueden basarse en el nivel de expresion normalizado del marcador. Los niveles de expresion se
normalizan corrigiendo el nivel de expresion absoluto de un marcador comparando su expresion con la expresion de
un gen que no es un marcador, por ejemplo, un gen constitutivo que se expresa de forma constitutiva. Los genes
adecuados para la normalizacion incluyen genes constitutivos tales como el gen de la actina o genes especificos de
células epiteliales. Esta normalizaciéon permite la comparacién del nivel de expresiéon 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 expresién puede proporcionarse como un nivel de expresion relativa. Para determinar
un nivel de expresién relativa de un marcador, el nivel de expresion del marcador se determina para 10 o mas
muestras de aislados de células cancerosas frente a células normales, o incluso 50 o mas muestras, antes de la
determinacion del nivel de expresidn para la muestra en cuestion. Se determina el nivel de expresion medio de cada
uno de los genes ensayados en el nimero de muestras mas grande y esto se utiliza como un nivel de expresion de
referencia para el marcador. El nivel de expresion del marcador determinado para la muestra de prueba (nivel de
expresion absoluta) se divide después por el valor medio de expresion obtenido para ese marcador. Esto
proporciona un nivel de expresion relativa.

En determinadas realizaciones, las muestras utilizadas en la determinacion de la medida de referencia seran de
células cancerosas o células normales del mismo tipo de tejido. La eleccién de la fuente de células depende del uso
del nivel de expresion relativa. El uso de la expresiéon hallada en tejidos normales como una puntuaciéon de la
expresion media ayuda validar si el marcador ensayado es especifico para el tejido del que procede la célula (frente
a células normales). Ademas, a medida que se acumulan mas datos, el valor de expresién medio puede revisarse,
proporcionando valores de expresion relativa mejorados basados en los datos acumulados. Los datos de expresion
de las células normales proporcionan un medio para clasificar la gravedad del estado del cancer.

En otra realizacion, la expresion de un marcador se evaltua preparando ADN gendémico o ARNm/ADNCc (es decir, un
polinucledtido transcrito) de células en una muestra de un sujeto e hibridando el ADN genémico o el ARNm/ADNc
con un polinucleétido de referencia que sea uno complementario de un polinucleétido que comprende el marcador, y
fragmentos del mismo. El ADNc puede, de forma opcional, amplificarse utilizando cualquiera de una diversidad de
métodos de reaccion en cadena de la polimerasa antes de la hibridacion con el polinucleétido de referencia. La
expresion de uno o mas marcadores puede, asimismo, detectarse utilizando PCR cuantitativa (PCRQ) para evaluar
el nivel de expresion del marcador (o marcadores). Como alternativa, puede utilizarse cualquiera de los muchos
métodos conocidos de deteccion de mutaciones o variantes (por ejemplo, polimorfismos de nucleétido unico,
deleciones) de un marcador de la presente invencién para detectar la aparicion de un marcador mutado en un
sujeto.

En una realizacion relacionada, se pone en contacto una mezcla de polinucleétidos transcritos obtenidos de la
muestra con un sustrato que tiene fijado a él un polinucleétido complementario u homélogo a al menos una porcion
(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
50, al menos 100, al menos 500 o mas restos de nucledtido) de un marcador de la presente invencion. Si los
polinucledtidos complementarios u homoélogos a un marcador de la presente invenciéon son detectables de forma
diferencial sobre el sustrato (por ejemplo, detectables utilizando distintos cromoéforos o fluoréforos, o fijados a
distintas posiciones seleccionadas), entonces los niveles de expresion de una pluralidad de marcadores puede
evaluarse de forma simultanea utilizando un Unico sustrato (por ejemplo, una micromatriz en “chip génico” de
polinucledtidos fijados en posiciones seleccionadas). Cuando se utiliza un método de evaluacion de la expresion de
marcadores que implica la hibridacion de un acido nucleico con otro, la hibridacién puede realizarse en condiciones
de hibridacion rigurosas.

En otra realizacion, se utiliza una combinacién de métodos para evaluar la expresién de un marcador.

Dado que las composiciones, kit y métodos de la presente invencion se basan en la deteccidon de una diferencia en
el nivel de expresion o nimero de copias de uno o0 mas marcadores de la presente invencién, en determinadas
realizaciones el nivel de expresidon o numero de copias del marcador es significativamente mayor que el limite de
deteccién minimo del método utilizado para evaluar la expresion o numero de copias en al menos uno de células
normales y células cancerosas.

3. Métodos para evaluar la proteina expresada

La actividad o el nivel de una proteina marcadora también pueden detectarse y/o cuantificarse detectando o
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 bioquimicos analiticos
tales como electroforesis, electroforesis capilar, cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), cromatografia en
capa fina (CCF), cromatografia de hiperdifusion y similares, o diversos métodos inmunolégicos tales como
reacciones de precipitina en gel o fluida, inmunodifusién (Unica o doble), inmunoelectroforesis, radioinmunoensayo
(RIA), ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), ensayos inmunofluorescentes, transferencia de
Western, inmunohistoquimica y similares. Un experto en la materia puede adaptar facilmente métodos de deteccion
de proteinas/anticuerpos conocidos para su uso en la determinacion de si las células expresan un marcador de la
presente invencion.

Otro agente para detectar un polipéptido de la presente invencion es un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse
a un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invencién, 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');). 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 fisicamente) una sustancia detectable a la sonda o anticuerpo, asi como el marcaje indirecto de la sonda
0 anticuerpo por reactividad con otro reactivo que esta marcado directamente. Los ejemplos de marcaje indirecto
incluyen la deteccion 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.

En otra realizacion, el anticuerpo estd marcado, por ejemplo, un anticuerpo radiomarcado, marcado con cromoforo,
marcado con fluoréforo o marcado con enzima. En otra realizacion, se utiliza un derivado de anticuerpo (por ejemplo,
un anticuerpo conjugado con un sustrato, o con la proteina o ligando de una pareja de proteina-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 especifica a una proteina que corresponde al
marcador, tal como la proteina codificada por la fase de lectura abierta que correponde al marcador o la proteina que
ha experimentado toda o una parte de su modificacién postraduccional normal.

La inmunohistoquimica o IHQ se refiere al procedimiento de localizacion de antigenos (por ejemplo, proteinas) en
células de un corte de tejido que aprovecha el principio de que los anticuerpos se unen de forma especifica a los
antigenos en tejidos biolégicos. La tincion inmunohistoquimica se utiliza ampliamente en el diagnéstico de células
andmalas, como las que se encuentran en tumores cancerosos. Marcadores moleculares especificos son
caracteristicos de sucesos celulares particulares tales como la proliferacion o muerte celular (apoptosis). La IHQ
también se utiliza ampliamente en investigacion para comprender la distribucion y emplazamiento de biomarcadores
y proteinas expresadas de forma diferencial en distintas partes de un tejido biolégico. La visualizacion de una
interaccion anticuerpo-antigeno se puede llevar a cabo de varias maneras. En el caso mas comun, se conjuga un
anticuerpo con a una enzima, tal como la peroxidasa, que puede catalizar una reaccion de produccion de color.
Como alternativa, el anticuerpo también se puede etiquetar con un fluoréforo, tal como fluoresceina, rodamina,
DyLight Fluor o Alexa Fluor.

Las proteinas de las células se pueden aislar usando técnicas que son bien conocidas por los expertos en la
materia. Los métodos de aislamiento de proteinas 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).

En un formato, se pueden utilizar anticuerpos o fragmentos de anticuerpos en métodos tales como transferencias
Western o técnicas de inmunofluorescencia para detectar las proteinas expresadas. En tales usos, se puede
inmovilizar el anticuerpo o las proteinas en un soporte solido. Los soportes o transportadores en fase sélida
adecuados incluyen cualquier soporte capaz de unirse a un antigeno o a un anticuerpo. Los soportes o
transportadores bien conocidos incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano, nylon, amilasas,
celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, gabros y magnetita.

Un experto en la materia conocera muchos otros vehiculos adecuados para unir un anticuerpo o antigeno, y podra
adaptar tal soporte para su uso con la presente invencion. Por ejemplo, la proteina aislada de las células puede
correrse en una electroforesis en gel de poliacrilamida e inmovilizarse en un soporte de fase sodlida, tal como
nitrocelulosa. Después, el soporte puede lavarse con tampones adecuados seguido de tratamiento con el anticuerpo
marcado de forma detectable. Después, el soporte de fase sélida se puede lavar con el tampén una segunda vez
para eliminar el anticuerpo no unido. La cantidad de marcador unido sobre el soporte sélido puede detectarse
entonces por medios convencionales. Los medios para detectar proteinas usando técnicas electroforéticas son bien
conocidos para los expertos en la materia (véase en general, R. Scopes (1982) Protein Purification, Springer-Verlag,
NY.; Deutscher, (1990) Methods in Enzymology vol. 182: Guide to Protein Purification, Academic Press, Inc., NY).

En otra realizacion, se utiliza analisis de transferencia Western (inmunotransferencia) para detectar y cuantificar la
presencia de un polipéptido en la muestra. En general, esta técnica comprende separar las proteinas de la muestra
por electroforesis en gel a base del peso molecular, transferir las proteinas separadas a un soporte sélido adecuado
(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 especifica a un polipéptido. Los anticuerpos anti polipéptido se unen de forma
especifica al polipéptido en el soporte sélido. 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 especifica al anti polipéptido.

En otra realizacién, 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 especifica al analito. El
inmunoensayo se caracteriza asi por la deteccion de la unién especifica de un polipéptido a un anti anticuerpo en
oposicion al uso de otras propiedades fisicas o quimicas para aislar, dirigirse a y cuantificar el analito.

El polipéptido se detecta y/o cuantifica utilizando cualquiera de una serie de ensayos de unién inmunoldgica bien
reconocidos (véase, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N.° 4.366.241 ; 4.376.110 ; 4.517.288 y
4.837.168). Para una revision 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 72 Edicion.

Los ensayos de unién inmunoldgica (o inmunoensayos) normalmente utilizan un "agente de captura" para unirse de
forma especifica y a menudo para inmovilizar el analito (polipéptido o subsecuencia). El agente de captura es una
fraccion que se une de forma especifica al analito. En otra realizacién, el agente de captura es un anticuerpo que se
une de forma especifica a un polipéptido. El anticuerpo (antipéptido) puede producirse mediante cualquiera de una
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 especifica y marcar el
complejo de unién 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
polipéptido marcado o un anti anticuerpo marcado. Como alternativa, el agente de marcaje puede ser una tercera
fraccion, tal como otro anticuerpo, que se une de forma especifica al complejo de anticuerpo/polipéptido.

En una realizacién, 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
anticuerpo marcado especifico para anticuerpos de la especie de la procede el segundo anticuerpo. El segundo
puede modificarse con una fracciéon detectable, por ejemplo, tal como biotina, a la que se puede unir de forma
especifica una tercera molécula marcada, tal como estreptavidina marcada con una enzima.

También se pueden utilizar como agente marcador otras proteinas que tengan la capacidad de unirse de forma
especifica a las regiones constantes de las inmunoglobulinas, tales como la proteina A o la proteina G. Estas
proteinas son constituyentes normales de las paredes celulares de las bacterias estreptocécicas. 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).

Como se indica anteriormente, los inmunoensayos para la deteccion y/o cuantificacion 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
inmunoensayos no competitivos son ensayos en los cuales se mide de forma directa la cantidad de analito
capturado. En un ensayo de tipo "sandwich", por ejemplo, el agente de captura (anticuerpos anti péptido) se puede
unir directamente a un sustrato solido donde estan inmovilizados. Después, estos anticuerpos inmovilizados
capturan el polipéptido presente en la muestra de prueba. El polipéptido asi inmovilizado se une entonces por un
agente de marcaje, tal como un segundo anticuerpo humano que porta un marcador.

En ensayos competitivos, la cantidad de analito (polipéptido) presente en la muestra se mide de forma indirecta
midiendo la cantidad de un analito (polipéptido) afiadido (exégeno) desplazado (o competido) de un agente de
captura (anticuerpo anti péptido) por el analito presente en la muestra. En un ensayo competitivo, se afiade a la
muestra una cantidad conocida de, en este caso, un polipéptido y después se pone en contacto la muestra con un
agente de captura. La cantidad de polipéptido unido al anticuerpo es inversamente proporcional a la concentracion
de polipéptido presente en la muestra.

En otra realizacion, el anticuerpo se inmoviliza en un sustrato sdlido. La cantidad de polipéptido unido al anticuerpo
puede determinarse midiendo la cantidad de polipéptido presente en un de complejo polipéptido/anticuerpo o, como
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 puntian (como positivos o negativos o como cantidad de

polipéptido) de acuerdo con métodos convencionales bien conocidos para los expertos en la técnica. EI método
particular de puntuacion dependera del formato del ensayo y la eleccién del marcador. Por ejemplo, un ensayo de
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transferencia de Western puede puntuarse visualizando el producto coloreado producido por el marcador enzimatico.
Una banda o mancha de color claramente visible con el peso molecular correcto se puntia como un resultado
positivo, mientras que la ausencia de una mancha o banda claramente visible se puntia como negativo. La
intensidad de la banda o mancha puede proporcionar una medida cuantitativa del polipéptido.

Los anticuerpos para su uso en los diversos inmunoensayos descritos en el presente documento pueden producirse
como se describe en el presente documento.

En ofra realizacion, el nivel (actividad) se ensaya midiendo la actividad enzimatica del producto génico. Los métodos
para ensayar la actividad de una enzima son bien conocidos para los expertos en la materia.

Las técnicas in vivo para la deteccion de una proteina marcadora incluyen la introduccién en un sujeto de un
anticuerpo marcado dirigido frente a la proteina. Por ejemplo, el anticuerpo puede marcarse con un marcador
radioactivo cuya presencia y emplazamiento en un sujeto pueden detectarse mediante técnicas de formacion de
imagenes convencionales.

Determinados marcadores identificados por los métodos de la presente invencion pueden ser proteinas secretadas.
Es una cuestion simple para el experto en la materia determinar si cualquier proteina marcadora particular es una
proteina secretada. Para realizar esta determinacion, la proteina marcadora se expresa en, por ejemplo, una célula
de mamifero, por ejemplo, una linea celular humana, se recoge liquido extracelular y se evalla la presencia o
ausencia de la proteina en el liquido extracelular (por ejemplo, utilizando un anticuerpo marcado que se una de
forma especifica a la proteina).

El siguiente es un ejemplo de un método que puede usarse para detectar la secrecion de una proteina. Se incuban
aproximadamente 8 x 10° células 293T a 37 °C en pocillos que contienen medio de cultivo (medio de Eagle
modificado por Dulbecco {DMEM} complementado con el 10 % de suero fetal bovino) en COz al 5 % (v/v), el 95 % de
atmosfera de aire a aproximadamente el 60-70 % de confluencia. después, las células se transfectan utilizando una
mezcla de transfeccidon convencional que comprende 2 microgramos de ADN que comprende un vector de expresion
que codifica la proteina y 10 microlitros de LipofectAMINE™ (GIBCO/BRL n.° de catalogo 18342-012) por pocillo. La
mezcla de transfeccion se mantiene durante aproximadamente 5 horas y después se reemplaza con medio de
cultivo recién preparado y se mantiene en una atmdsfera de aire. Cada pocillo se enjuaga suavemente dos veces
con DMEM que no contiene metionina o cisteina (DMEM-MC; ICN n.° de catdlogo 16-424-54). Se afade
aproximadamente 1 mililitro de DMEM-MC y aproximadamente 50 microcurios del reactivo Trans->S™ (ICN n.° de
catalogo 51006) a cada pocillo. Los pocillo se mantienen en la atmésfera de CO; al 5 % descrita anteriormente y se
incuba a 37 °C durante un periodo seleccionado. Después de la incubacion, se retiran 150 microlitros de medio
acondicionado y se centrifuga para retirar las células flotantes y los residuos. La presencia de la proteina en el
sobrenadante es una indicacion de que la proteina se secreta.

Se apreciara que las muestras objeto, por ejemplo, una muestra que contiene esputo, lavado broncoalveolar,
derrame pleural, tejido, sangre entera, suero, plasma, raspado bucal, saliva, liquido cefalorraquideo, orina, heces y
médula ésea, pueden contener células en ellas, en particular cuando las células son cancerosas y mas en particular
cuando el cancer es metastatizante y, por lo tanto, pueden usarse en los métodos de la presente invencion. La
muestra de células puede, por supuesto, someterse a una diversidad de técnicas conocidas de almacenamiento y
preparativas posrecoleccion (por ejemplo, extraccion de acidos nucleicos y/o proteinas, fijacion, almacenamiento,
congelacion, ultrafiltraciéon, concentracion, evaporacion, centrifugacion, etc.) antes de evaluar el nivel de expresion
del marcador en la muestra. Por lo tanto, las composiciones, kits y métodos de la presente invencion se pueden usar
para detectar la expresion de marcadores correspondientes a proteinas que tengan al menos una porcién que esta
presentada en la superficie de las células que las expresan. Es una cuestién simple para el experto en la materia
determinar si la proteina que corresponde a cualquier marcador particular comprende una proteina de superficie
celular. Por ejemplo, pueden usarse métodos inmunolégicos para detectar tales proteinas en células enteras o
pueden usarse métodos bien conocidos de anadlisis 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 proteinas secretadas como proteinas que tienen al menos un
dominio de superficie celular). La expresién de un marcador que corresponde a una proteina que tiene al menos una
porcién que se presenta en la superficie de una célula que la expresa puede detectarse sin necesariamente lisar la
célula (por ejemplo, utilizando un anticuerpo marcado que se une de forma especifica a un dominio de superficie
celular de la proteina).

La descripcién también abarca kits para la deteccién de la presencia de un polipéptido o acido nucleico que
corresponde a un marcador de la presente invencién en una muestra bioldgica, por ejemplo, una muestra que
contiene esputo, lavado broncoalveolar, derrame pleural, tejido, sangre entera, suero, plasma, raspado bucal, saliva,
liquido cefalorraquideo, orina, heces y médula dsea. Dichos kits pueden utilizarse para determinar si un sujeto
padece o tiene un riesgo aumentado de desarrollar cancer. 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 invencion en una muestra biolégica y medios para determinar la cantidad
del polipéptido o ARNm en la muestra (por ejemplo, un anticuerpo que se une al polipéptido o una sonda de
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oligonucledtido 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 solido) que se une a un polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invencién y, de
forma opcional, (2) un segundo anticuerpo distinto que se une al polipéptido o al primer anticuerpo, y esta conjugado
con un marcador detectable.

Para kits basados en oligonucleétidos, el kit puede comprender, por ejemplo: (1) un oligonucleétido, por ejemplo, un
oligonucledtido marcado de forma detectable, que hibrida con una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido que corresponde a un marcador de la presente invencidon o (2) una pareja de cebadores utiles para
amplificar una molécula de acido nucleico que corresponde a un marcador de la presente invencién. El kit también
puede comprender, por ejemplo, un agente tamponante, un conservante o un agente estabilizante de proteinas. 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
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 Unico envase, junto con instrucciones para
interpretar los resultados de los ensayos realizados utilizando el kit.

4. Método para evaluar modificaciones estructurales

La invencién también proporciona un método para evaluar la presencia de una modificacion estructural, por ejemplo,
una mutacion.

Otro método de deteccion es la hibridacion especifica de alelos que utiliza sondas que solapan con el sitio
polimérfico y que tienen aproximadamente 5, aproximadamente 10, aproximadamente 20, aproximadamente 25 o
aproximadamente 30 nucleétidos alrededor de la region polimérfica. En otra realizacion de la presente invencion,
varias sondas que tienen la capacidad de hibridar de forma especifica con las mutaciones estan unidas a un soporte
en fase solida, por ejemplo, un “chip”. Los oligonucledtidos pueden unirse a un soporte sélido mediante una
diversidad de procedimientos, incluyendo la litografia. Por ejemplo, un chip puede contener hasta 250.000
oligonucledtidos (GeneChip, Affymetrix™). El andlisis de deteccion de mutaciones utilizando estos chips que
comprenden oligonucleétidos, también denominados “matrices de sondas de ADN” se describe, por ejemplo, en
Cronin et al. (1996) Human Mutation 7: 244. En una realizacion, un chip comprende todas las mutaciones de al
menos una region polimoérfica de un gen. El soporte en fase solida se pone en contacto después con un acido
nucleico de prueba y se detecta la hibridacién con las sondas especificas. Por consiguiente, la identidad de
numerosas mutaciones de uno o mas genes puede identificarse en un experimento de hibridacién simple. Por
ejemplo, la identidad de la mutacién del polimorfismo de nucleétido en elemento regulador 5’ cadena arriba puede
determinarse en un experimento de hibridacién unico.

En otros métodos de deteccion, es necesario amplificar en primer lugar al menos una porciéon de un marcador antes
de identificar la mutacion. La amplificacion 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 realizacion, el ADN
gendémico de una célula se expone a dos cebadores de PCR y la amplificacion durante un numero 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.

Los métodos de amplificacion alternativos incluyen: replicacién de secuencia autosostenida (Guatelli, J.C. et al.,
(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1874-1878), sistema de amplificacién 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
replicacion de secuencia autosostenida (Guatelli et al., (1989) Proc. Nat. Acad. Sci. 87: 1874), y amplificaciéon de
secuencia basada en acidos nucleicos (NABSA) o cualquier otro método de amplificacion de acidos nucleicos,
seguido de la deteccidon de las moléculas amplificadas utilizando técnicas bien conocidas para los expertos en la
materia. Estos esquemas de deteccion son especialmente Utiles para la deteccion de moléculas de acido nucleico si
tales moléculas estan presentes en cantidades muy bajas.

En una realizacién, puede utilizarse cualquiera de una diversidad de reacciones de secuenciacién conocidas en la
técnica para secuenciar de forma directa al menos una porciéon 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 secuenciacion 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,
cuando se realizan los ensayos objeto, pueda utilizarse cualquiera de una diversidad de procedimientos de
secuenciacion automatizados (Biotechniques (1995) 19: 448), incluyendo secuenciacion por espectrometria de
masas (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos Numero 5.547.835 y la solicitud de Patente Internacional
Numero de Publicacion WO 94/16101, titulada "Secuenciacion de ADN por espectrometria de masas" por H. Koster;
la Patente de Estados Unidos Numero 5.547.835 y la solicitud de Patente Internacional Numero de Publicacion WO
94/21822 titulada "Secuenciacion de ADN por espectrometria de masas a través de degradacion con exonucleasa”
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por H. Koster) y la Patente de Estados Unidos Numero 5.605.798, y la solicitud de Patente Internacional Numero
PCT/US96/03651 titulada "Diagndstico de ADN basado en espectrometria 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). Sera evidente para
un experto en la materia que, para determinadas realizaciones, necesita determinarse en la reaccion de
secuenciacion la aparicion de solo una, dos o tres bases de acido nucleico. Por ejemplo, puede llevarse a cabo un
tramo de A o similar, por ejemplo, en donde solo se detecta un nucleétido.

Aun otros métodos de secuenciacion se divulgan en, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos Numero 5.580.732
titulada “Método de secuenciacion de ADN empleando una sonda mixta de ADN-cadena polimérica” y la Patente de
Estados Unidos Numero 5.571.676 titulada “Método para la secuenciacion de ADN in vitro dirigida por
desapareamiento”.

En algunos casos, la presencia de un alelo especifico de un marcador en el ADN de un sujeto puede demostrarse
por un analisis de enzima de restriccion. Por ejemplo, un polimorfismo de nucleétido especifico puede dar como
resultado una secuencia de nucleotidos que comprende un sitio de restriccion que esta ausente en la secuencia de
nucleétidos de otra mutacion.

En una realizacién adicional, la proteccion frente a agentes de escision (tales como una nucleasa, hidroxilamina o
tetroxido de osmio y con piperidina) puede utilizarse para detectar las bases desapareadas en heteroduplex de
ARN/ARN ADN/ADN o ARN/ADN (Myers, et al. (1985) Science 230: 1242). En general, la técnica de “escision por
desapareamiento” se inicia proporcionando heteroduplex formados hibridando un acido nucleico de control, que
opcionalmente estd marcado, por ejemplo ARN o ADN, que comprende una secuencia de nucleétidos de una
mutacién marcadora con un acido nucleico de muestra, por ejemplo ARN o ADN, obtenido de una muestra de tejido.
Los duplex bicatenarios se tratan con un agente que escinde regiones monocatenarias del duplex, tal como duplex
formados a base de desapareamientos de pares de bases entre las cadenas de control y de muestra. Por ejemplo,
los duplex de ARN/ADN pueden tratarse con ARNasa y los hibridos de ADN/ADN tratarse con nucleasa S1 para
digerir de forma enzimatica las regiones desapareadas. En otras realizaciones, los duplex de ADN/ADN o ARN/ADN
pueden tratarse con hidroxialmina o tetréxido de osmio y con piperidina para digerir las regiones desapareadas. Tras
la digestion de las regiones desapareadas, el material resultante se separa entonces por tamafo en geles de
poliacrilamida desnaturalizantes para determinar si los &cidos nucleicos de control y de muestra tienen una
secuencia de nucleétidos idéntica o en qué nucleétidos son diferentes. Véase, por ejemplo, Cotton et al (1988) Proc.
Natl Acad Sci USA 85: 4397; Saleeba et al (1992) Methods Enzymol. 217: 286-295. En otra realizacién, el acido
nucleico de control o de muestra esta marcado para la deteccion.

En otra realizacion, puede identificarse una mutacion por cromatografia liquida de alto rendimiento desnaturalizante
(DHPLC) (Oefner y Underhill, (1995) Am. J. Human Gen. 57: Supl. A266). La DHPLC utiliza cromatografia de par
i6nico de fase inversa para detectar los heteroduplex que se generan durante la amplificacién de fragmentos de PCR
a partir de individuos que son heterocigotas en un locus de nucleétidos 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 andlisis por DHPLC y los cromatogramas
resultantes se analizan para identificar modificaciones o deleciones de pares de bases a base de perfiles
cromatograficos especificos (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
mutacion marcadora. Por ejemplo, puede utilizarse polimorfismo de conformaciéon de cadena simple (SSCP) para
detectar diferencias en la movilidad electroforética entre los acidos nucleicos mutante y de tipo silvestre (Orita et al.
(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 acidos nucleicos de muestra y de
control se desnaturalizan y se permite que renaturalicen. La estructura secundaria de los &cidos nucleicos
monocatenarios varia segun la secuencia y la modificacidon resultante de la movilidad electroforética permite la
deteccién incluso de un Unico cambio base. Los fragmentos de ADN pueden marcarse o detectarse con sondas
marcadas. La sensibilidad del ensayo puede potenciarse utilizando ARN (en lugar de ADN), en el que la estructura
secundaria es mas sensible a un cambio de secuencia. En otra realizacion, el método objeto utiliza un analisis de
heteroduplex para separar moléculas de heteroduplex bicatenarias sobre la base de cambios en la movilidad
electroforética (Keen et al. (1991) Trends Genet 7: 5).

En audn otra realizacion, la identidad de una mutacién de una region polimérfica se obtiene analizando el movimiento
de un acido nucleico que comprende la regién polimérfica 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 analisis, el ADN se modificara para asegurar
que no se desnaturaliza de forma completa, por ejemplo, afiadiendo un anclaje de GC de aproximadamente 40 pb
de un ADN rico en GC de alta fusién por PCR. En una realizacién 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 nucleétido entre dos acidos nucleicos incluyen,
pero sin limitacion, la hibridacion selectiva de oligonucleétidos, la amplificacion selectiva o la extension de cebador
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selectiva. Por ejemplo, pueden prepararse sondas de oligonucledtido en las cuales el nucleétido polimérfico
conocido se coloca de forma central (sondas especificas de alelo) y después se hibridan con el ADN diana en
condiciones que permiten la hibridacidn 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 hibridacion de oligonucledtidos especificos de alelo pueden utilizarse para la deteccion simultanea
de varios cambios de nucleétidos en distintas regiones polimérficas del marcador. Por ejemplo, los oligonucledtidos
que tienen secuencias de nucleétidos de mutaciones especificas se unen a una membrana de hibridacion y esta
membrana se hibrida después con un acido nucleico marcado de muestra. El analisis de la sefial de hibridacion
revelara después la identidad de los nucleétidos del acido nucleico de muestra.

Como alternativa, puede utilizarse junto con la presente invencion la tecnologia de amplificacién especifica de alelos,
que depende de una amplificacién por PCR selectiva. Los oligonucleotidos utilizados como cebadores para la
amplificacion especifica pueden portar la mutacién de interés en el centro de la molécula (de forma que la
amplificacion depende de una hibridacién 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
reducirse la extension 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 (extensién de bases de
oligonucledtido de sonda). Ademas, puede ser conveniente introducir un sitio de restriccion nuevo en la region de la
mutacion para crear una deteccidn basada en escision (Gasparini et al (1992) Mol. Cell Probes 6: 1).

En otra realizacion, la identificacion de la mutacién se lleva a cabo utilizando un ensayo de ligamiento de
oligonucledtido (OLA), como se describe, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos Numero 4.998.617 y en
Landegren, U. et al., (1988) Science 241: 1077-1080. El protocolo del OLA usa dos oligonucledtidos que se disefian
para que tengan la capacidad de hibridar con secuencias colindantes de una Unica cadena de una diana. Uno de los
oligonucleétidos esta unido a un marcador de separacion, por ejemplo, biotinilado, y el otro estda marcado de forma
detectable. Si en una molécula diana se encuentra la secuencia complementaria precisa, los oligonucledtidos
hibridaran de forma que sus extremos colindan y crean un sustrato de ligamiento. Después, el ligamiento permite
recuperar los oligonucleétidos marcados utilizando avidina u otro ligando de la biotina. Nickerson, D. A. et al. han
descrito un ensayo de deteccion de acidos 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
amplificacion exponencial del ADN diana, el cual se detecta después utilizando OLA.

La invencién proporciona adicionalmente métodos para detectar polimorfismos de nucledtido unico en un marcador.
Dado que los polimorfismos de nucleétido Unico constituyen sitios de variacion flanqueados por regiones de
secuencia invariable, su analisis requiere no mas que la determinacion de la identidad del nucleétido Unico presente
en el sitio de variacién y no es necesario determinar una secuencia génica completa para cada sujeto. Se han
desarrollado varios métodos para facilitar el andlisis de tales polimorfismos de nucleétido Unico.

En una realizacién, el polimorfismo de nucleétido Unico puede detectarse utilizando un nucledtido resistente a
exonucleasa especializado, como se divulga, por ejemplo, en Mundy, C. R. (Patente de Estados Unidos Numero
4.656.127). De acuerdo con el método, se permite que un cebador complementario a la secuencia alélica
inmediatamente 3’ con respecto al sitio polimorfico hibride con una molécula diana obtenida de un animal o ser
humano particular. Si el sitio polimérfico en la molécula diana contiene un nucleétido que es complementario al
derivado del nucledtido resistente a exonucleasa particular presente, entonces el derivado se incorporara en el
extremo del cebador hibridado. Tal incorporacion hace resistente al cebador a una exonucleasa y permite de este
modo su deteccion. 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 nucleétido presente en el sitio
polimoérfico de la molécula diana era complementario del derivado de nucleétido utilizado en la reaccion. Este
método tiene la ventaja de que no requiere la determinacion de grandes cantidades de datos de secuencia ajenos.

En otra realizacion de la presente invencion, se utiliza un método basado en solucion para determinar la identidad
del nucledtido de un sitio polimérfico (Cohen, D. et al. Patente Francesa 2.650.840; Sol. PCT N.° W091/02087).
Como en el método de Mundy de la Patente de Estados Unidos Numero 4.656.127, se emplea un cebador que es
complementario con las secuencias alélicas inmediatamente 3’ de un sitio polimérfico. EI método determina la
identidad del nucledtido de ese sitio utilizando derivados de didesoxinucledtido marcados, el cual, si es
complementario con el nucleétido del sitio polimérfico se incorporara en el extremo del cebador.

Un método alternativo, conocido como analisis de trozo genético o GBA (forma siglada de genetic bit analysis se
describe en Goelet, P. et al. (Sol. PCT N.° 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 polimoérfico. El terminador
marcado que se incorpora se determina asi por el nucleétido presente en el sitio polimérfico, 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.° W0O91/02087) el método de Goelet, P. et al. es un ensayo de fase heterogénea, en el cual
se inmoviliza en una fase solida el cebador o la molécula diana.
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Se han descrito varios procedimientos de incorporacion de nucledtidos guiada por cebador para ensayar sitios
polimérficos 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
que todos se basan en la incorporacion de desoxinucledtidos marcados para discriminar entre bases en un sitio
polimérfico. En tal formato, dado que la sefal es proporcional a la cantidad de desoxinucleétidos incorporados, los
polimorfismos que aparecen en los recorridos del mismo nucleétido pueden dar como resultado sefiales que son
proporcionales a la longitud del recorrido (Syvanen, A.C., et al., (1993) Amer. J. Hum. Genet. 52: 46-59).

Para determinar la identidad de la mutaciéon de una region polimérfica emplazada en la regiéon codificante de un
marcador, pueden utilizarse no obstante otros métodos ademas de los descritos anteriormente. Por ejemplo, puede
realizarse la identificacion de una mutacién que codifica un marcador mutado utilizando un anticuerpo que reconoce
de forma especifica la proteina mutante en, por ejemplo, una inmunohistoquimica o inmunoprecipitacion. Los
anticuerpos frente a marcadores de tipo silvestre o formas mutadas de los marcadores pueden prepararse de
acuerdo con los métodos conocidos en la técnica.

Como alternativa, también se puede medir la actividad de un marcador, tal como la unién a un ligando del marcador.
Los ensayos de unién son conocidos en la técnica e implican, por ejemplo, la obtencion de células del sujeto y la
realizacion de experimentos de unién con un ligando marcado para determinar si la unién a la forma mutada de la
proteina difiere de la unién al tipo silvestre de la proteina.

VI. Métodos de exploracion ejemplares basados en la inhibicién de ALK

La presente invencién proporciona adicionalmente métodos para identificar sustancias que inhiben los polipéptidos
ALK (por ejemplo, polipéptidos EML4-ALK), para inhibir de este modo la proliferacién, crecimiento, diferenciacion,
apoptosis y/o metastasis 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 inhibicion por uno o mas inhibidores de ALK. Un
compuesto que es un inhibidor de metastasis tumoral puede identificarse determinando el efecto de un compuesto
de prueba sobre la actividad de la variante de polipéptido ALK (incluyendo, por ejemplo, la unién a ligando tal como
la uniéon a ATP y/o la actividad tirosina quinasa). En un ejemplo particular, un compuesto de prueba que inhibe la
actividad tirosina quinasa en comparacion con la actividad en ausencia del compuesto de prueba identifica el
compuesto de prueba como un inhibidor de la metastasis tumoral. Si el compuesto inhibe la actividad de una ALK
variante, puede evaluarse adicionalmente su capacidad de inhibir el crecimiento o metastasis tumoral.

En particular, los mutantes activadores de tirosina quinasa, incluyendo los nuevos biomarcadores de la presente
invencién enumerados en la Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK), son Uutiles para identificar compuestos que
pueden utilizarse para tratar, mejorar o prevenir neoplasias, por ejemplo, inhibiendo o previniendo la proliferacion,
crecimiento, diferenciacion, apoptosis y/o metastasis de células cancerosas. La exploracion de bibliotecas quimicas
para moléculas que modulen, por ejemplo, inhiban, antagonicen o agonicen, o imiten, son conocidas en la técnica.
Por ejemplo, las bibliotecas quimicas pueden ser bibliotecas de péptidos, bibliotecas de peptidomiméticos,
bibliotecas sintetizadas de forma quimica, recombinantes, por ejemplo, bibliotecas de presentacion en fagos, y
bibliotecas basadas en traduccion in vitro, otras bibliotecas organicas sintéticas no peptidicas.

La exploraciéon o creacion, identificacion y seleccion de inhibidores de alta afinidad apropiados de un nuevo
biomarcador de la presente invencién 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 limitacion, dos
estrategias generales. Una estrategia es utilizar el conocimiento estructural sobre la proteina diana para disefiar una
molécula candidata con la que interactuara de forma precisa. Un ejemplo seria el disefio molecular asistido por
ordenador, en particular basado en la informacién de estructura-funcion 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
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 invencion enumerado en la Tabla 1 (por ejemplo,
mutantes de ALK). Los compuestos de prueba pueden evaluarse para su probable capacidad de tratar lesiones
neoplasicas de forma directa, o de forma indirecta comparando sus actividades frente a compuestos conocidos
como utiles para tratar una neoplasia. Por ejemplo, la capacidad de los compuestos de prueba para inhibir la unién a
ligando tal como la unién a ATP y/o la actividad tirosina quinasa frente a los nuevos biomarcadores de la presente
invencién 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 realizacion, tales compuestos de prueba tendrian al
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
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
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 inhibicidn de un biomarcador nuevo de la presente invencion 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 construcciéon que
codifica un biomarcador nuevo de la presente invencién enumerado en la Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK),
ponerse en contacto con un compuesto de prueba que esta 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 comparacion con células que no se han transfectado con
un biomarcador nuevo de la presente invencién enumerado en la Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK), lo que es
una indicacién de que el compuesto de prueba se esta uniendo a un biomarcador nuevo de la presente invencion
enumerado en la Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK) expresado por esas células. La union 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 BlAcore.

Los compuestos pueden explorarse para los efectos inhibidores, u otros, sobre la actividad de un biomarcador nuevo
de la presente invencién enumerado en la Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK) utilizando una version
recombinante de la enzima expresada o un homoélogo u ortélogo 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 fosforilacién de una diana especifica, por
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 fosforilacion de la tirosina quinasa
(por ejemplo, inhibicién) son bien conocidos para los expertos en la materia. En algunos ejemplos, la actividad
tirosina quinasa puede determinarse evaluando la incorporacion 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 invencion
enumerado en la Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK) (por ejemplo, una proteina o un fragmento peptidico, en
especial los de los componentes de sefializacion 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.)).

En otra realizaciéon, se proporcionan métodos de exploracion que implican determinar adicionalmente si el
compuesto reduce el crecimiento de célula tumorales, por ejemplo, células tumorales que se sabe que expresan una
mutacion de tirosina quinasa activada, tal como un biomarcador nuevo de la presente invenciéon enumerado en la
Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK). Pueden utilizarse diversas lineas 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
ejemplo, muchas lineas celulares estan bien caracterizadas y por ejemplo, el United States National Cancer Institute
(NCI) las utiliza en su programa de exploracién de nuevos farmacos antineoplasicos.

Una inhibicidn significativa y estadisticamente significativa del crecimiento de células tumorales, tal como se produce
para mas de aproximadamente el 50 % a una dosis de 100 pyM, 90 uM, 80 uM, 70 pM, 60 uM, 50 uM, 40 pM, 30 uM,
20 uM, 10 M, 9 uM, 8 uM, 7 uM, 6 pM, 5 uM, 4.5 uM, 4 pM, 3,5 uM, 3 uM, 2,5 uyM, 2 uM, 1,5 uM, 1 M, 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, 25nM, 20 nM, 15nM, 10 nM, 5nM, 4 nM, 3nM, 2nM, 1 nM o por debajo, es adicionalmente
indicativa de que el compuesto es Util para tratar lesiones neoplasicas. Puede determinarse un valor de Clsp y
utilizarse para fines comparativos. Este valor es la concentracién de farmaco 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
exploracion proporcionados en el presente documento implican adicionalmente determinar si el compuesto de
prueba induce apoptosis en cultivos de células tumorales. Pueden describirse por criterios morfolégicos y
bioquimicos dos formas distintas de muerte celular: necrosis y apoptosis. La necrosis estd acompafiada de una
permeabilidad aumentada de la membrana plasmatica, mediante lo cual las células se hinchan y la membrana
plasmatica se rompe al cabo de minutos. La apoptosis esta caracterizada por la formacion de protuberancias en la
membrana, la condensacion de citoplasma y la activacion de endonucleasas enddgenas.
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La apoptosis se produce de forma natural durante la renovacion normal de los tejidos y durante el desarrollo
embrionario de los érganos y las extremidades. La apoptosis también puede estar inducida por diversos estimulos,
incluyendo los linfocitos T citotoxicos y los linfocitos citoliticos naturales, por radiacién ionizante y por determinados
farmacos quimioterapéuticos. Se cree que la regulacion inapropiada de la apoptosis desempefia un papel importante
en muchas afecciones patoldgicas incluyendo el cancer, el SIDA o la enfermedad de Alzheimer, etc.

Los compuestos de prueba pueden explorarse para la induccidon de la apoptosis utilizando cultivos de células
tumorales mantenidas en las condiciones descritas anteriormente. En algunas ejemplos de tales métodos de
exploracion, el tratamiento de las células con compuestos de prueba implica cultivos pre o posconfluentes y el
tratamiento durante uno a siete dias a diversas concentraciones de los compuestos de prueba. Las células
apoptéticas 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 centrifugacién (10 minutos, 200 rpm). Después del tratamiento con un
compuesto de prueba, los cultivos pueden evaluarse para apoptosis y necrosis, por ejemplo mediante microscopia
de fluorescencia seguido de marcaje con naranja de acridina y bromuro de etidio. Los expertos en la materia
conocen muchos métodos para medir células apoptoéticas, por ejemplo, se ha descrito un método para medir la
cantidad de células apoptéticas 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 alicuotas 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.
Después, la mezcla puede colocarse en la platina de un microscopio y examinarse las caracteristicas morfoldgicas
de apoptosis. Ademas, la apoptosis puede cuantificarse midiendo un aumento de la fragmentacién del ADN en las
células que se han tratado con los compuestos de prueba. Estan disponibles inmunoensayos enzimaticos (EIA)
fotométricos comerciales para la determinacién cuantitativa in vitro de fragmentos citoplasmaticos de ADN asociados
con histonas (mono- y oligonucleosomas) (por ejemplo, ELISA de Deteccion de Muerte Celular, Boehringer
Mannheim).

En realizaciones adicionales, los métodos de exploracién proporcionados en el presente documento incluyen
adicionalmente determinar si el compuesto de prueba disminuye la metéstasis tumoral, por ejemplo, en un modelo
animal de metastasis. Los métodos de evaluacion de metastasis tumoral son bien conocidos en la técnica (véase,
por ejemplo, Khanna y Hunter, Carcinogenesis 26: 513-523, 2005). Un modelo de metastasis implica xenoinjertos de
humano-ratén, en los cuales se trasplantan lineas celulares o tejidos de cancer humanos en ratones
inmunodeficientes (tales como ratones SCID o ratones desnudos). En métodos similares, puede trasplantarse una
linea celular que se ha disefiado técnicamente para expresar un biomarcador nuevo de la presente invencion
enumerado en la Tabla 1 (por ejemplo, mutantes de ALK) en un ratén inmunodeficiente. En un ejemplo, se inyectan
células o lineas celulares tumorales de forma directa en la circulacion general. El sitio de inyeccion define en gran
medida el sitio en el que se desarrolla la metastasis en estos sistemas experimentales. El sitio mas comun de
inyeccion de células tumorales empleado para los modelos de metastasis experimental es la vena lateral de la cola
de ratones, lo que principalmente da como resultado metastasis pulmonares. Por el contrario, la inyeccion de células
tumorales intraesplénica o en la vena porta es el sitio mas comunmente empleado para desarrollar metastasis en el
higado y la inyeccion intracardiaca de células puede dar como resultado metastasis en varios sitios, incluyendo el
hueso. Después de la inyeccion de células tumorales u otras lineas celulares en la circulacion, se controla el
desarrollo de metastasis en el sitio de interés (tal como pulmén) a lo largo de un periodo de dias o semanas.

Otro modelo para evaluar la metastasis tumoral utiliza el trasplante ortotépico, en el que las células cancerosas se
trasplantan en el emplazamiento anatémico o tejido del que se obtuvo el tumor (por ejemplo, por inyeccion directa o
implante quirargico de fragmentos tumorales). Las metastasis espontaneas que surgen del tumor ortotépico pueden
evaluarse a lo largo de un periodo de dias o semanas. La capacidad de un compuesto de prueba para disminuir o
prevenir la metastasis tumoral puede evaluarse administrando un compuesto de prueba a un animal después de la
inyeccion de células tumorales por via subcutanea, via intramuscular o en la circulacion, o por trasplante ortotdpico.
Puede evaluarse el numero, tamafio o tiempo de desarrollo de la metastasis. Un compuesto que inhibe la metastasis
tumoral puede disminuir el nimero de metastasis, 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
comparacion con una muestra de control. Un compuesto que inhibe la metastasis tumoral también puede disminuir
el tamano de la metastasis en comparacion con una muestra de control. De forma similar, un compuesto que inhibe
la metastasis tumoral puede retrasar el inicio de desarrollo de la metastasis, por ejemplo en al menos una semana,
dos semanas, un mes, seis meses, un afio o incluso de forma indefinida.

VII. Inhibidores de ALK ejemplares

Los métodos divulgados en el presente documento incluyen la identificacién de un sujeto como un candidato para el
tratamiento con un inhibidor de un biomarcador nuevo de la presente invencién 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 metéastasis tumoral. Los inhibidores de los polipéptidos ALK son conocidos para un experto en la
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)benzillcarbamato,(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.

EJEMPLIFICACION

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no deben considerarse como
limitativos.

Ejemplo 1 - Materiales y métodos para los ejemplos 2-4
a. Secuenciacion de ADN

Se generaron los ADNc cebados con oligo(dT) a partir de los ARN de muestras de ensayo extraidos con el uso del
sistema EZ1 (Qiagen, Valencia, CA) y se sometieron a una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de 30 ciclos
(que consistian en 90 °C durante 10 s y 68 °C durante 1 min) con ADN polimerasa PrimeSTAR HS (Takara Bio Inc.,
Shiga, Japon) 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 Il (GAIll) de lllumina para 76 bases desde ambos
extremos mediante el sistema de secuenciacion de extremos emparejados (lllumina, San Diego, CA). Se filtrd 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 secuenciacion capilar con 3130x1 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA), se prepararon
productos PCR a partir de los ADNc con el mismo conjunto de cebadores o con la combinacién de los cebadores
EA-F-g-S (5-CCACACCTGGGAAAGGACCTAAAG-3’) y ALK-TK-R2 (5-CCTCCAAATACTGACAGCCACAGG-3)).

b. EML4-ALK mutante

Se insertd un ADNc que codificaba EML4-ALK variante 1 etiquetado con el epitopo FLAG (Soda, M. et al. (2007)
Nature 448: 561-566) en el vector retrovirico pMX-iresCD8 (Yamashita Y. et al. (2001) J. Biol. Chem. 276: 39012-
39020) para la expresion simultanea de EML4-ALK etiquetada con FLAG y de CD8 de ratdon. Los cambios de
nucledtidos correspondientes a las mutaciones C1156Y y L1196M de ALK se introdujeron en el plasmido de forma
individual o en combinacién para la expresion de EML4-ALK(C1156Y), EML4-ALK(L1196M) o EML4-
ALK(C1156Y/L1196M). Los retrovirus recombinantes basados en estos plasmidos se generaron con el uso de la
linea celular empaquetadora BOSC23 (Pear, W.S. et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 8392-8396) y se
utilizaron para infectar la linea 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 separacién de células
miniMACS y perlas magnéticas conjugadas con anticuerpos frente a CD8 (ambas de Miltenyi Biotec, Gladbach,
Alemania). PF-02341066 se obtuvo de Selleck.

Para el examen de la fosforilacion de tirosinas de EML4-ALK, se expusieron células BA/F3 que expresaban la
proteina de fusién a inhibidores de ALK durante 15 h, tras lo cual se inmunoprecipité EML4-ALK de los lisados
celulares con anticuerpos frente a FLAG (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y se sometid6 a analisis por
inmunotransferencia con anticuerpos frente a ALK fosforilada en Tyr'®® (Cell Signaling Technology, Danvers, MA).
Se realiz6 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).

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 afos sin antecedentes como fumador y al que se le habia diagnosticado un
adenocarcinoma de pulmén en una fase clinica T4AN3M1 en abril de 2008. Dado que el tumor no portaba ninguna de
las mutaciones de EGFR, el paciente se traté con quimioterapia convencional, lo que dio como resultado una
progresion de la enfermedad con la formacién de multiples metastasis en el cerebro y hueso. En noviembre de 2008,
la presencia de ARNm para EML4-ALK variante 1 en el tumor se confirmo por andlisis por transcripcion inversa-PCR
de esputo asi como por analisis de hibridacion de fluorescencia in situ de una muestra de ensayo de biopsia. El
paciente se incorpor6 asi a un ensayo de PF-02341066 y experimentd una notable mejora de su estado general
(reduccion del nivel 4 a 2). Aunque mostré una “respuesta parcial” al tratamiento, no se habia erradicado totalmente
su derrame pleural. Tras 5 meses de tratamiento, sin embargo, el tumor comenzé abruptamente a crecer de nuevo,
dando como resultado un aumento del derrame pleural y la formacion de multiples nédulos cancerosos en ambos
pulmones. El paciente se retir6 del ensayo en mayo de 2009 y después se obtuvo derrame pleural para el analisis
molecular.
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Dado que el tumor reanudé el crecimiento a pesar de la administracion sostenida del inhibidor de ALK, se determind
si el tumor habia adquirido cambios genéticos secundarios que conferian resistencia al farmaco. Ademas, dado que
la resistencia a los TKI a menudo es el resultado de mutaciones adquiridas dentro de las quinasas diana, se
examino la posibilidad de que la propia EML4-ALK hubiera experimentado cambios de aminoacidos.

Estaba disponibles muestras de ensayo de esputo (ID J-#1) y derrame pleural (ID J-#113) para el analisis molecular
del tumor del paciente antes y después del tratamiento, respectivamente. Dado que la proporcion de células
tumorales en las dos muestras de ensayo podian haber diferido, se utilizd6 un secuenciador de ultima generacion
para realizar secuenciacion profunda de los ADNc de EML4-ALK obtenidos de estas muestras de ensayo. Los ADNc
que correspondian al dominio de tirosina quinasa de ALK se amplificaron asi a partir de ambas muestras de ensayo
(Figura 1A), se fragmentaron y se sometieron a secuenciacion de nucleétidos con el sistema GAIl. Para la
comparacion, se analizaron de forma similar una linea celular de CPNM positiva para EML4-ALK, H2228 y otras tres
muestras de ensayo clinicas positivas también para la proteina de fusién. Se detectd un polimorfismo de nucleétido
unico conocido, rs3795850 en los ADNc de cuatro muestras de ensayo (Figura 1B). Ademas, el cambio T—C en una
posicion que correspondia al nucleétido 4230 del ADNc de la ALK de tipo silvestre (numero de referencia de
GenBank, NM_004304) se detectd con una baja frecuencia (8,9 %) en los ADNc de J-#1. Ademas, se detectaron
dos modificaciones nuevas, los cambios G—A y C—A en las posiciones que correspondian a los nucleétidos 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.

Estos cambios de nucleétidos se confirmaron posteriormente utilizando un secuenciador de Sanger. Para excluir la
posibilidad de que las mutaciones hubiesen aparecido en la ALK de tipo silvestre endégena en lugar de en EML4-
ALK, también se realiz6 PCR con un cebador directo dirigido al ADNc de EML4 de forma que solo se amplificara el
ADNCc de fusién (Figura 1A). El cambio T4230C no se detecto entre los cientos de ADNc de fusion obtenidos de J-
#1, lo que indica que era un artefacto que surgié en la PCR inicial o en la etapa de secuenciacién por GAll.

Sin embargo, ambos cambios G4374A y C4493A se confirmaron facilmente mediante secuenciacién de Sanger.
Entre los 73 clones de ADNc de fusion secuenciados para J-#113, 34 clones (46,6 %) eran positivos para G4374A,
11 (15,1 %) eran positivos para C4493A vy el resto (38,4 %) eran del tipo de silvestre (Figura 1C). Mientras que el
analisis por PCR cubria ambas posiciones de nucledtidos en los mismos productos, ninguno de los productos
contuvo ambas mutaciones, lo que indica que cada mutacion aparecié de forma independiente. Los fragmentos
gendmicos que abarcaban las posiciones G4374 o C4493 también se amplificaron por PCR y se sometieron a
secuenciacion de nucleétidos, dando como resultado la confirmaciéon de cada cambio en el genoma tumoral (Figura
2).

Las sustituciones G4374A y C4493A dan como resultado los cambios Cys—Tyr y Leu—Met en las posiciones que
corresponden a los aminoacidos 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

A continuacion, se examind si tales cambios de aminoacidos 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 inhibié de una manera dependiente de la concentracion el crecimiento
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 farmaco notablemente reducida,
mostrando repetidos experimentos que las células BA/F3 que expresaban EML4-ALK(L1196M) eran mas 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
demostraron que las mutaciones C1156Y y L1196M confieren cada una resistencia a este farmaco.

Se examind la fosforilacion de tirosinas de EML4-ALK mediante analisis de inmunotransferencia con anticuerpos
especificos para ALK fosforilada en Tyr1604. Aunque la exposicion de las células BA/F3 a PF-02341066 inhibio
notablemente la fosforilacién de tirosinas en EML4-ALK de tipo silvestre, no tuvo efecto sustancial sobre la de EML4-
ALK(C1156Y) o EML4-ALK(L1196M) (Figura 4B). De forma coherente con esos hallazgos, un ensayo de quinasa in
vitro revelé que los mutantes C1156Y y L1196M de EML4-ALK eran menos sensibles a la inhibicién de la actividad
enzimatica por PF-02341066 que la proteina de tipo silvestre (Figura 4C). Como fue el caso para la inhibicion del
crecimiento celular (Figura 4A), el mutante L1196M era mas resistente a la inhibicién de la actividad quinasa por PF-
02341066 que el mutante C1156Y (Figura 4C).

Ejemplo 4 - Relaciones de estructura-funcion 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
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 aC predicha asi como cerca de la cubierta superior
del bolsillo de unién a ATP. No se han informado mutaciones activadoras en esta posiciéon 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 mas 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 “guardian” se
emplaza en la superficie del fondo del bolsillo de unién a ATP (Figura 5) y se sabe que la presencia en esta posicion
de un aminoacido con una cadena lateral voluminosa interfiere con la uniéon 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
resistencia a multiples inhibidores de ALK. Dado que no se observaron ADNc de EML4-ALK que portaban ambas
mutaciones, se cree que cada mutacién se desarrollé de forma independiente en distintos subclones del tumor.

Sin cefiirse a teoria alguna, dado que los ADNc preparados de esputo del paciente antes del tratamiento no
contenian cambios de nucleétidos que correspondian con las mutaciones C1156Y o L1196M, es probable que los
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 admisién inicial del paciente. Si este era el caso, el tumor podria haber adquirido otras
mutaciones, aun desconocidas, durante el periodo de tratamiento de 5 meses con PF-02341066 que permitieran su
posterior crecimiento rapido. Sin embargo, los subclones de células tumorales con las mutaciones C1156Y o
L1196M deberian haber sido resistentes al tratamiento inicial y deberian haberse expandido durante el curso del
tratamiento. Por el contrario, no hubo signos de expansion 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 esta avalada adicionalmente por el hecho de que la mutacion T790M de EGFR, que confiere resistencia a
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 aminoacidos en la posiciéon de guardian 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;
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 aminoacidos en la posicion de guardian de NPM-ALK, otra oncoquinasa de tipo fusion para ALK (Lu, L. et al.
(2009) Biochemistry 48: 3600-3609). De forma coherente con el presente analisis de células tumorales in vivo, se
descubrié que la introduccion de una Met en esta posicion hace que NPM-ALK sea mas resistente a multiples
inhibidores de ALK.

En contraste con las sustituciones del guardian, no se han informado para otras tirosina quinasas mutaciones
activadoras en la posicion inmediatamente amino terminal con respecto a la hélice aC (Cys1156 en ALK). Aunque se
describié en un caso de CPNM un cambio Thr—lle en la correspondiente posicion de EGFR, no se examiné su
importancia para la sensibilidad a farmacos (Tsao, M.S. et al. (2005) N. Engl. J. Med. 353: 133-144). La importancia
de la hélice aC para la regulacién alostérica de la actividad enzimatica 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 podria, por lo
tanto, interferir alostéricamente con la union del TKI o la Cys1156 podria estar directamente implicada en la
interaccion fisica entre el dominio quinasa y los TKI.

Equivalentes
Los expertos en la materia reconoceran o tendra la capacidad de determinar, utilizando no mas que experimentacion

de rutina, muchos equivalentes de las realizaciones especificas de la presente invencién descrita en el presente
documento.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar a un sujeto que tiene cancer o en riesgo de desarrollar un cancer, como que tiene un
riesgo aumentado de falta de respuesta al tratamiento con un inhibidor de ALK, que comprende:

analizar una muestra obtenida del sujeto para detectar la presencia de una o mas moléculas de polinucleétido
ALK mutantes que codifican un polipéptido ALK mutante, que comprende una mutaciéon en una posiciéon que
corresponde a la posicion 1156 de la ALK humana de tipo silvestre o para detectar la presencia de uno o mas
polipéptidos ALK mutantes que comprenden una mutacidn en una posicion que corresponde a la posicion 1156
de la ALK humana de tipo silvestre,

en el que la presencia de las una o mas moléculas de polinucleétido 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 reivindicacién 1, en el que el sujeto no ha sido tratado anteriormente con un inhibidor de ALK, o
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 reivindicacion 1, en el que el cancer se selecciona del grupo que consiste en linfoma anaplasico
de células grandes, neuroblastoma, cancer de mama, cancer colorrectal, tumores miofibroblasticos inflamatorios y
canceres de pulmon no microciticos.

4. El método de la reivindicacién 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)benzillcarbamato, (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.

5. El método de la reivindicacion 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, liquido cefalorraquideo,
orina, heces, células tumorales en circulacién, acidos nucleicos en circulacion y médula 6sea.

6. El método de la reivindicacion 5, en el que la muestra es tejido; y el tejido es un tejido tumoral o canceroso.
7. El método de la reivindicacion 1, en el que la muestra comprende células.

8. El método de la reivindicacion 1, en el que las una o mas moléculas de polinucleétido o polipéptidos de ALK
mutantes se seleccionan del grupo que consiste en moléculas de polinucleétido de ALK mutantes que codifican una
proteina ALK mutante que comprende una mutacion Cys1156Tyr y polipéptidos ALK mutantes que comprenden un
mutacion Cys1156Tyr.

9. El método de la reivindicacién 1, en el que las una o mas mutaciones de ALK se evaltan por un ensayo de
hibridacion de acidos nucleicos o por reaccién en cadena de la polimerasa.

10. El método de la reivindicacion 1, en el que la presencia de los uno o mas polipéptidos ALK se detecta utilizando
un reactivo que se une de forma especifica a uno o mas polipéptidos ALK, de forma opcional, en el que el reactivo
se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo, un derivado de anticuerpo y un fragmento de anticuerpo.

11. El método de la reivindicacién 1, en el que las una o mas mutaciones de ALK se evalian en un primer punto
temporal y al menos un punto temporal posterior.

12. El método de la reivindicacion 1, en el que la muestra comprende ADN gendmico de estirpe germinal o somatico.

13. Un método in vitro de determinacion de si un compuesto de prueba modula la actividad de uno o mas
polipéptidos ALK mutantes que comprende:

(a) poner en contacto células de mamifero transfectadas con una construccién que codifica los uno o mas
polipéptidos ALK mutantes que comprenden una mutacidn en una posicion que corresponde a la posicion 1156
de la ALK humana de tipo silvestre con el compuesto de prueba; y

(b) evaluar la actividad del uno o mas polipéptidos ALK mutantes en las células de mamifero, en las 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 de los uno o mas polipéptidos ALK mutantes.

14. El método de la reivindicacion 13, en el que los uno o mas polipéptidos mutantes son polipéptidos ALK mutantes
que comprenden una mutacion Cys1156Tyr.
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15. El método de la reivindicacion 13 o 14, en el que el control comprende células de mamifero que expresan un
polipéptido ALK de tipo silvestre y, de forma opcional, en el que la actividad del uno o mas polipéptidos ALK
mutantes se seleccionan del grupo que consiste en: unién a ATP, actividad tirosina quinasa, proliferacion de células
cancerosas, crecimiento tumoral, numero de tumores, apoptosis y metastasis tumoral.

16. El método de la reivindicacién 13 o 14, en el que el experimento de control comprende células de mamifero que
expresan los uno o mas polipéptidos ALK mutantes en ausencia del compuesto de prueba, de forma opcional, en el
que la actividad de los uno o mas polipéptidos ALK mutantes se selecciona del grupo que consiste en: union a ATP,
actividad tirosina quinasa, proliferacion de células cancerosas, crecimiento tumoral, niUmero de tumores, apoptosis y
metastasis tumoral.

17. Uso de una molécula de polinucledtido de ALK mutante que codifica un polipéptido ALK mutante que comprende
una mutacién en una posicion que corresponde a la posicién 1156 de la ALK humana de tipo silvestre o el uso de un
polipéptido ALK mutante que comprende una mutacion en una posicion que corresponde a la posicién 1156 de la
ALK humana de tipo silvestre en un método de diagnéstico in vitro del riesgo aumentado de un sujeto de falta
respuesta a un tratamiento con un inhibidor de ALK.

18. El uso de una molécula de polinucledtido de ALK mutante o el uso de una molécula de polipéptido ALK mutante
de acuerdo con la reivindicacion 17, en el que la molécula de polinucledtido de ALK mutante o el polipéptido mutante
se selecciona del grupo que consiste en una molécula de polinucleétido de ALK mutante que codifica una proteina
ALK mutante que comprende una mutacion Cys1156Tyr y polipéptidos ALK mutantes que comprenden una
mutacion Cys1156Tyr.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4

PF-02341066

% de tipo silvestre

G nid
16 kg
543 ryivd -

0 i -
500 ofd 4

wiffs Tipo silvestre wiffps C1156Y =~ |1198M - Doble

B
KM Tipo silvestre  C1158Y L1196M
o 8 o & o &
PF-02341066(M): © o S © o 8 8 o 8 8
Fosfo-ALK N — mﬁmww
ALK Emmmmmmmmmw

C
Tipo silvestre KM C1158Y L1196M
o & o § g b o B8
PF-02341066 (NM), o 2 2 o =2 2 < Qo

Ensayo de quinasa

Tipo silvestre

Kt
C1158Y
L1186M

Inmunotransferencia

71



ES 2 660 149 T3

Figura 5
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