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DESCRIPCIÓN 
 
Biomarcadores de respuesta a inhibidores de NAE 
 
Solicitudes relacionadas 5 
 
Esta solicitud reivindica la prioridad a la Solicitud Provisional de Estados Unidos número 61/552.686 presentada el 
28 de octubre de 2011. 
 
Listado de secuencias 10 
 
Esta solicitud contiene un Listado de Secuencias que se presenta aquí en formato de lectura electrónica. El archivo 
del Listado de Secuencias se creó el 26 de octubre de 2012, se denomina "sequencelisting.txt", y su tamaño es de 
149 kb (153.088 bytes). 
 15 
Antecedentes 
 
Las células se vuelven cancerosas cuando su genotipo o fenotipo se altera de modo que existe un crecimiento 
descontrolado que no está sujeto a los límites del entorno normal de los tejidos. Uno o más genes están mutados, 
amplificados, suprimidos, sobreexpresados o subexpresados. Las partes de cromosomas se pueden perder o mover 20 
de un lugar a otro. Algunos cánceres tienen patrones característicos por los cuales se alteran los genotipos o 
fenotipos. 
 
Muchos genes tienen mutaciones asociadas con cáncer. Algunos genes tienen múltiples sitios donde pueden ocurrir 
mutaciones. Muchos cánceres tienen mutaciones y/o expresión errónea de más de un gen. Las mutaciones 25 
genéticas pueden facilitar la progresión tumoral,, tasa de crecimiento tumoral o si un tumor hará metástasis. Algunas 
mutaciones pueden influir en si una célula tumoral responderá a terapia. 
 
Una variedad de agentes tratan el cáncer. Los cánceres de sangre y médula ósea a menudo se tratan con 
esteroides/glucocorticoides, imids, inhibidores de proteasoma y agentes alquilantes. Los cánceres de otros tejidos a 30 
menudo se tratan con agentes alquilantes, inhibidores de topoisomerasa, inhibidores de quinasa, inhibidores de los 
microtúbulos, inhibidores de angiogénesis u otros agentes. Algunos pacientes responden a una terapia mejor que a 
otra, presentando el potencial para que un paciente siga múltiples rutas terapéuticas para una terapia eficaz. Se 
puede perder un tiempo valioso temprano en el programa de tratamiento de un paciente siguiendo una terapia que 
finalmente se demuestra ineficaz para ese paciente. Muchos pacientes no pueden permitirse el tiempo de elecciones 35 
de ensayo y error de los regímenes terapéuticos. Las decisiones de tratamiento rápidas y precisas conducen a una 
gestión eficaz de la enfermedad. 
 
BASE DE DATOS GeO [en línea] ("Affymetrix GeneChip Human Genome U133 Array Set HGU133A", GeO, NCBI, 
(20020311), Registro en la base de datos n.º gl96, Páginas 61, 243, 418) describe una matriz con sondas para 40 
genes marcadores NF2, SMAD4 y FBXW7. 
 
Bignell, G. R. et al. (2010) (Signatures of mutation and selection in the cancer genome. Nature, 463(7283), 893) 
describe genes involucrados en cáncer y describe el uso de cebadores para detectar mutaciones en dichos genes. 
 45 
La solicitud internacional (PCT) publicada como WO 2011/068863 (A1) describe una combinación de agentes 
terapéuticos para uso en el tratamiento de un paciente que padece cáncer, comprendiendo la combinación al menos 
un agente inductor de poliploidía y al menos un inhibidor de proteínas de la familia Bel-2. También se describen 
ensayos de diagnóstico útiles en la clasificación de pacientes para tratamiento con uno o más agentes terapéuticos. 
 50 
Sumario 
 
La materia objeto para la que se busca protección es la definida en las reivindicaciones. La presente divulgación se 
refiere a pronóstico y planificación para tratamiento de tumores midiendo la cantidad, presencia o cambios de 
marcadores proporcionados en este documento. Los marcadores predicen si habrá un resultado favorable (por 55 
ejemplo, buena respuesta, tiempo de progresión prolongado y/o supervivencia a largo plazo) después del 
tratamiento con un inhibidor de la enzima activadora de NEDD8 (NAE), como un sulfamato de metilo 1-sustituido. El 
análisis de muestras que comprenden células tumorales, por ejemplo, in vitro, para determinar la presencia, 
cantidades o cambios de marcadores genéticos, por ejemplo, el estado mutacional de al menos un gen marcador, 
identifica pacientes particulares que se espera que tengan un resultado favorable con el tratamiento, por ejemplo, 60 
con un inhibidor de NAE, como un sulfamato de metilo 1-sustituido, y cuya enfermedad puede tratarse con un 
tratamiento estándar o menos agresivo, así como los pacientes que se espera que tengan un resultado desfavorable 
con el tratamiento y pueden requerir un tratamiento alternativo para, una combinación de tratamientos y/o 
tratamientos más agresivos con un inhibidor de NAE para asegurar un resultado favorable y/o una gestión 
satisfactoria de la enfermedad. 65 
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En un aspecto, la invención proporciona kits útiles para determinar características, por ejemplo, cantidades, 
presencia o cambios, de los marcadores. En otro aspecto, la invención proporciona métodos para determinar el 
pronóstico y el tratamiento o estrategias de gestión de enfermedades. En estos aspectos, se mide la característica, 
por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad de marcador en una muestra que comprende células 
tumorales. En una realización, el tumor es un tumor líquido, por ejemplo, tumor hematológico, por ejemplo, leucemia 5 
mielógena aguda, síndrome mielodisplásico o mieloma múltiple. En otra realización, el tumor es un tumor sólido, por 
ejemplo, melanoma, cáncer de pulmón no microcítico, cáncer de esófago, cáncer de vejiga, cáncer neuroblastoma, 
mesotelioma, cáncer de páncreas. 
 
En diversas realizaciones, se mide la característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad de 10 
ADN, el tamaño, secuencia, composición o cantidad de ARN y/o el tamaño, secuencia, composición o cantidad de 
proteína correspondiente a un gen marcador con una o más mutaciones, por ejemplo, mutación somática, descrito 
en este documento. La información útil que conduce al pronóstico o tratamiento o estrategias de gestión de la 
enfermedad se obtiene cuando los ensayos revelan información sobre un gen marcador, por ejemplo, si el gen está 
mutado o no, la identidad de la mutación, y/o si la cantidad de ARN o proteína de un gen o genes mutados indica 15 
sobreexpresión o subexpresión. En una realización, la estrategia se determina para inhibición de la enzima E1, por 
ejemplo, inhibición de NAE, por ejemplo, MLN4924, terapia. 
 
Un gen marcador útil para probar la determinación del pronóstico o el tratamiento o la estrategia de gestión de la 
enfermedad según los métodos de la divulgación se selecciona del grupo que consiste en neurofibromina 2 (NF2), 20 
madres contra el homólogo 4 decapentapléjico (SMAD4), desmetilasa 6A específica de lisina (KDM6A), proteína 
tumoral p53 (TP53), inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 2A (CDKN2A), variante p14 del inhibidor de quinasa 
dependiente de ciclina 2A (CDKN2A_p14), en algunos casos, dominio de repetición de F-box y WD que contiene 7 
(FBXW7) y, en algunos casos, poliposis coli adenomatosa (APC). Cada gen marcador incluye mutaciones o 
alteraciones cuya presencia en ADN o cuyos efectos, por ejemplo, en las características del ARN marcador y/o 25 
proteínas, por ejemplo, cantidades, tamaño, secuencia o composición, puede proporcionar información para 
determinar el pronóstico o el tratamiento o la gestión de la enfermedad. En alguna descripción, un gen o una forma 
mutante o modificada del mismo útil como marcador, tiene una característica de ADN, ARN y/o proteína, por 
ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad, por ejemplo, en una muestra que comprende células 
tumorales, que es diferente a un ADN, ARN y/o proteína normal. En este documento se describen ejemplos de 30 
modificaciones de estos genes, denominados "genes marcadores" cuya mutación o cantidades pueden proporcionar 
dicha información. 
 
La mutación de los marcadores de la presente invención, proporciona información sobre el resultado después del 
tratamiento, por ejemplo, con un inhibidor de NAE, como un sulfamato de metilo 1-sustituido. Al examinar la 35 
característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad de uno o más de los marcadores 
identificados en un tumor, es posible determinar qué agente terapéutico, combinación de agentes, régimen de 
dosificación y/o administración se espera que proporcione un resultado favorable después del tratamiento. Al 
examinar la característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad de uno o más de los marcadores 
o conjuntos de marcadores identificados en un cáncer, también es posible determinar qué agente terapéutico, 40 
combinación de agentes, régimen de dosificación y/o administración es menos probable que proporcione un 
resultado favorable después del tratamiento. Al examinar la característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, 
composición o cantidad de uno o más de los marcadores identificados, por tanto es posible eliminar agentes o 
regímenes terapéuticos ineficaces o inapropiados. Importante, estas determinaciones se pueden hacer paciente por 
paciente. Así, se puede determinar si es probable que un régimen terapéutico en particular beneficie a un paciente o 45 
tipo de paciente en particular, y/o si se debe iniciar o evitar un régimen en particular, continuado, descontinuado o 
alterado. 
 
La presente invención se refiere a métodos de identificación y/o selección de un paciente con cáncer que se espera 
que demuestre un resultado favorable tras la administración de un régimen terapéutico, por ejemplo, un régimen 50 
terapéutico que comprende un inhibidor de NAE, como un tratamiento con sulfamato de metilo 1-sustituido. Además 
se proporcionan métodos para identificar a un paciente que se espera que tenga un resultado desfavorable tras la 
administración de dicho régimen terapéutico. Estos métodos generalmente incluyen medir, determinar, recibir, 
almacenar o transmitir información sobre la característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad 
de uno o más marcadores o mutación de gen(es) marcador en un tumor del paciente (por ejemplo, células 55 
cancerosas de un paciente, por ejemplo, células cancerosas hematológicas o células tumorales sólidas), 
opcionalmente comparando eso con la característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad de un 
marcador de referencia, y en una realización adicional, identificar o aconsejar si el resultado de la muestra 
corresponde a un resultado favorable de un régimen de tratamiento, por ejemplo, un inhibidor de NAE, como un 
régimen de tratamiento con sulfamato de metilo 1-sustituido. 60 
 
Además los métodos proporcionados incluyen métodos terapéuticos que incluyen además la etapa de comenzar, 
continuar, o comenzar una terapia en consecuencia donde la presencia de una mutación en un gen marcador o la 
característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, la composición o cantidad de marcador o marcadores de un paciente 
indica que se espera que el paciente demuestre un resultado favorable con la terapia, por ejemplo, el inhibidor de 65 
NAE, como un régimen terapéutico de sulfamato de metilo 1-sustituido. Además, los métodos incluyen métodos 
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terapéuticos que incluyen además la etapa de parar, interrumpir, alterar o detener una terapia en consecuencia 
donde la presencia de una mutación en un gen marcador o la característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, 
composición o cantidad del marcador de un paciente indica que se espera que el paciente demuestre un resultado 
desfavorable con el tratamiento, por ejemplo, con el inhibidor de NAE, como un régimen de sulfamato de metilo 1-
sustituido, por ejemplo, en comparación con un paciente identificado con un resultado favorable que recibe el mismo 5 
régimen terapéutico. En otro aspecto, se proporcionan métodos para análisis de un paciente que aún no recibe 
tratamiento, por ejemplo, un inhibidor de NAE, como una terapia con sulfamato de metilo 1-sustituido e identificación 
y predicción del resultado del tratamiento basándose en la presencia de una mutación en un gen marcador o 
característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad de uno o más marcadores de un paciente 
descritos en este documento. Dichos métodos pueden incluir no ser tratado con la terapia, por ejemplo, inhibidor de 10 
NAE, como una terapia de sulfamato de metilo 1-sustituido, ser tratado con terapia, por ejemplo, inhibidor de NAE, o 
ser tratado con una terapia de sulfamato de metilo 1-sustituido en combinación con una terapia adicional más, ser 
tratado con una terapia alternativa a un inhibidor de NAE, como una terapia con sulfamato de metilo 1-sustituido, o 
ser tratado con un régimen de dosificación y/o administración más agresivo de una terapia, por ejemplo, Inhibidor de 
la enzima E1, como un inhibidor de NAE, por ejemplo, en comparación con el régimen de dosificación y/o 15 
administración de un paciente identificado con un resultado favorable al inhibidor de NAE convencional, como una 
terapia de sulfamato de metilo 1-sustituido. Así, los métodos proporcionados de la invención pueden eliminar el uso 
ineficaz o inapropiado de la terapia, por ejemplo, inhibidor de NAE, como regímenes de terapia con sulfamato de 
metilo 1-sustituido. 
 20 
Los métodos adicionales de la divulgación incluyen métodos para determinar la actividad de un agente, la eficacia de 
un agente, o identificar nuevos agentes terapéuticos o combinaciones. Dichos métodos incluyen métodos para 
identificar un agente como útil, por ejemplo, como un inhibidor de NAE, como un sulfamato de metilo 1-sustituido, 
para tratar un cáncer, por ejemplo, un cáncer hematológico (por ejemplo, mieloma múltiple, leucemias, linfoma, etc.) 
o cáncer de tumor sólido (por ejemplo, melanoma, cáncer de esófago o cáncer de vejiga), basándose en su 25 
capacidad de influir en la presencia de una mutación en un gen marcador o característica, por ejemplo, tamaño, 
secuencia, composición o cantidad de un marcador o marcadores de la invención. Por ejemplo, un inhibidor que 
disminuye o aumenta la presencia de una mutación en un gen marcador o característica, por ejemplo, tamaño, 
secuencia, composición o cantidad de un marcador o marcadores proporcionados de modo que indique un resultado 
favorable de un paciente con cáncer sería un agente candidato para el cáncer. Alternativamente, un agente que sea 30 
capaz de disminuir la viabilidad de una célula tumoral que comprende un marcador indicativo de un resultado 
desfavorable sería un agente candidato para el cáncer. 
 
La presente invención también se refiere a un inhibidor de NAE para uso en métodos de tratamiento de un paciente 
con cáncer, con un régimen terapéutico, por ejemplo, un inhibidor de NAE, como un régimen de terapia con 35 
sulfamato de metilo 1-sustituido (por ejemplo, solo, o en combinación con un agente adicional como un agente 
quimioterapéutico, por ejemplo, un agente glucocorticoide, un inhibidor del proteasoma, un agente alquilante, un 
inhibidor de quinasa o un inhibidor de topoisomerasa), que incluye la etapa de seleccionar para el tratamiento a un 
paciente cuya característica de marcador, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad indica que se 
espera que el paciente tenga un resultado favorable con el régimen terapéutico y tratar al paciente con la terapia, por 40 
ejemplo, inhibición de NAE, como una terapia de sulfamato de metilo 1-sustituido. En algunas realizaciones, el 
método puede incluir la etapa de seleccionar un paciente cuya característica de marcador, por ejemplo, tamaño, 
secuencia, composición o cantidad o cantidades indica que se espera que el paciente tenga un resultado favorable y 
que administre una terapia que no sea una terapia con inhibidor de NAE que demuestre tiempos de supervivencia 
esperados similares a los del inhibidor de NAE, como una terapia de sulfamato de metilo 1-sustituido. 45 
 
Los métodos adicionales para tratar a un paciente con cáncer incluyen seleccionar pacientes que sea poco probable 
que experimenten un resultado favorable después del tratamiento con una terapia contra el cáncer (por ejemplo, 
inhibidor de NAE, como una terapia de sulfamato de metilo 1-sustituido). Dichos métodos pueden incluir además uno 
o más de: administrar una dosis más alta o un programa de dosificación incrementada de una terapia, por ejemplo, 50 
inhibidor de NAE, como un sulfamato de metilo 1-sustituido en comparación con la dosis o el programa de 
dosificación de un paciente identificado como que tiene un resultado favorable con la terapia convencional; 
administrar una terapia contra el cáncer que no sea un inhibidor de NAE, como una terapia de sulfamato de metilo 1-
sustituido; administrar un inhibidor de NAE, como un agente de sulfamato de metilo 1-sustituido en combinación con 
un agente adicional. Además se proporcionan métodos para seleccionar un paciente con enfermedad agresiva que 55 
se espera que demuestre un tiempo más rápido para progresión y muerte. 
 
Los métodos adicionales de la divulgación incluyen un método para evaluar si tratar o pagar el tratamiento del 
cáncer, por ejemplo, cáncer hematológico (por ejemplo, mieloma múltiple, leucemias, linfoma, etc.) o cáncer de 
tumor sólido (por ejemplo, melanoma, cáncer de esófago o de vejiga) revisando la cantidad de marcador o 60 
marcadores de un paciente para indicar el resultado de una terapia contra el cáncer, por ejemplo, un inhibidor de 
NAE, como un régimen de terapia con sulfamato de metilo 1-sustituido, y tomar una decisión o asesorar sobre si se 
debería realizar el pago. 
 
Se hace referencia al contenido completo de todas las publicaciones, solicitudes de patente, patentes y otras 65 
referencias mencionadas en este documento. 
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Otras características y ventajas de la invención serán evidentes a partir de la siguiente descripción detallada, dibujos 
y reivindicaciones. 
 
Dibujos 5 
 

Figura 1. Estructura general de sulfamato de metilo 1-sustituido. G1 es -O- o -CH2-; G2 es -H u -OH; G3 es -H u -
OH; G4 es -NH-, -O- o un enlace covalente; y G5 es heteroarilo sustituido. 
Figura 2. Rutas generales para ubiquitinación de sustratos proteicos con ligasa culina-RING (CRL) y para 
nedilación. En las CRL, la subunidad de culina debe modificarse en una lisina conservada por la proteína NEDD8 10 
similar a ubiquitina para activar la actividad de holoenzima. La activación y conjugación de NEDD8 con proteínas 
de culina se cataliza mediante una cascada enzimática que es homóloga a la ubiquitinación que involucra E1 
(NAE) y E2 (Ubc12) de NEDD8. La eliminación de NEDD8 de la culina es catalizada por el señalosoma COP9. 
La desnedilación facilita la disociación de los componentes de CRL. El núcleo de culina-RING se secuestra en un 
estado inactivo uniéndose a CAND1 hasta que se recluta para formar una nueva CRL. 15 
Figura 3. Respuesta de un panel 2 de línea celular a MLN4924. Cada punto representa una línea celular. 
Figuras 4A-B. Comparación de respuestas de paneles de líneas celulares a MLN4924. A. Ordenación del panel 2 
de línea celular por CE50. Las líneas oscuras representan líneas celulares que están presentes en el panel 1. En 
ambos paneles hay 114 líneas celulares con nombres idénticos. B. Comparación de la viabilidad del porcentaje 
de control (POC) para las líneas celulares que están presentes en ambos paneles. Los resultados de las líneas 20 
celulares superpuestas tienen una correlación de orden de rango de Spearman de 0,72, valor p < 2,2e-16. 
Figura 5. Asociación tisular de resistencia con mutaciones TP53. Las líneas celulares de cáncer de colon 
mutante TP53 son más resistentes (mayor porcentaje de viabilidad de control) al tratamiento MLN4924 que las 
líneas celulares wt TP53. 
Figuras 6A-D. Efecto de la pérdida de TP53 en la viabilidad de líneas celulares de cáncer después del 25 
tratamiento con diferentes dosis de MLN4924 en múltiples puntos temporales. El efecto de la supresión de TP53 
en la sensibilidad de líneas celulares de cáncer de colon HCT-116 emparejado a MLN4924 se midió con ATPlite, 
en un intervalo de concentraciones MLN4924 y puntos temporales. Los datos se representan como media ± 
ETM, N = 3. Línea discontinua, supresión de p53; línea continua, p53 tipo silvestre. 

 30 
Descripción detallada 
 
Uno de los problemas continuos con la terapia en pacientes con cáncer son las diferencias individuales de la 
respuesta a las terapias. Aunque los avances en el desarrollo de terapias exitosas contra el cáncer avanzan, solo un 
subconjunto de pacientes responde a una terapia particular. Con el índice terapéutico estrecho y el potencial tóxico 35 
de muchas terapias contra el cáncer disponibles, tales respuestas diferenciales contribuyen potencialmente a que los 
pacientes se sometan innecesariamente, a regímenes de terapia ineficaces e incluso potencialmente dañinos. Si una 
terapia diseñada pudiera optimizarse para tratar pacientes individuales, tales situaciones podrían reducirse o incluso 
eliminarse. Además, la terapia diseñada dirigida puede proporcionar terapia satisfactoria general para el paciente. En 
consecuencia, existe la necesidad de identificar pacientes con cáncer particulares que se espera que tengan un 40 
resultado favorable cuando se administran terapias contra el cáncer particular, así como pacientes con cáncer 
particular que pueden tener un resultado favorable utilizando terapias contra el cáncer más agresivas y/o 
alternativas, por ejemplo, alternativa a terapias previas contra el cáncer administradas al paciente. Por tanto, sería 
beneficioso proporcionar el diagnóstico, estadio, pronóstico y monitorización de pacientes con cáncer, incluyendo, 
por ejemplo, pacientes con cáncer hematológico (por ejemplo, mieloma múltiple, leucemias, linfoma, etc.) o cáncer 45 
de tumor sólido (por ejemplo, melanoma, cáncer de esófago o cáncer de vejiga) que se beneficiarían de terapias de 
inhibición del cáncer particulares, así como aquellos que se beneficiarían de una terapia de inhibición del cáncer más 
agresiva y/o alternativa, por ejemplo, alternativa a una terapia o terapias contra el cáncer que el paciente ha recibido, 
dando como resultado medidas preventivas apropiadas. 
 50 
La presente invención se basa, en parte, en el reconocimiento de que la mutación de un gen marcador puede estar 
asociada con la sensibilidad de una célula que comprende el gen mutado a un inhibidor de NAE, como un sulfamato 
de metilo 1-sustituido. En algunas realizaciones, el gen marcador está involucrado en la ruta de la ligasa culina-RING 
(CRL), por ejemplo, un gen cuya proteína codificada interactúa con una CRL o una proteína asociada a CRL, o es un 
sustrato de CRL. Una proteína codificada por un gen marcador puede tener una función de tipo silvestre como 55 
supresor tumoral. Los ejemplos de genes marcadores incluyen NF2, SMAD4 y/o KDM6A. Otros ejemplos de genes 
marcadores incluyen TP53, APC, CDKN2A y/o CDKN2A_p14. Los genes marcadores pueden exhibir mutaciones, 
por ejemplo, mutaciones somáticas, cuya presencia puede afectar la expresión o actividad del producto génico 
codificado. En algunas realizaciones, puede haber más de una mutación en un gen marcador o más de un gen 
marcador con una mutación en una célula tumoral o tumor. En realizaciones adicionales, puede haber mutaciones 60 
del gen marcador en células que tienen mutaciones en genes adicionales, incluyendo mutaciones que pueden 
conducir a tumorigénesis, pero los genes mutados adicionales pueden no ser genes marcadores como se considera 
en este documento. En algunas realizaciones, la mutación es una mutación inactivadora. En otras realizaciones, la 
mutación afecta la expresión del gen marcador. En otras realizaciones, una mutación puede provocar una 
interacción alterada del producto génico codificado con un compañero de unión celular. La identificación y/o 65 
medición de la mutación en el gen marcador se puede usar para determinar si se puede esperar un resultado 
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favorable por el tratamiento de un tumor, por ejemplo, con un inhibidor de NAE, como una terapia con sulfamato de 
metilo 1-sustituido o si se trata de una terapia alternativa y/o una terapia más agresiva con, por ejemplo, un inhibidor 
de NAE, como un inhibidor de sulfamato de metilo 1-sustituido puede mejorar el tiempo de supervivencia esperado. 
Por ejemplo, las composiciones y métodos proporcionados en este documento pueden usarse para determinar si se 
espera que un paciente tenga un resultado favorable a un inhibidor de NAE, como un agente terapéutico de 5 
sulfamato de metilo 1-sustituido o un inhibidor de NAE, como un régimen de administración o dosificación de 
sulfamato de metilo 1-sustituido. En general, la mutación en los genes marcadores supresores de tumores descritos 
en este documento está asociada con la sensibilidad o el resultado favorable del tratamiento con un inhibidor de 
NAE. Los ejemplos de genes marcadores que pueden funcionar como un supresor tumoral en brutas relacionadas 
con la ligasa culina-RING y cuya mutación está asociada con la sensibilidad a la inhibición de NAE incluyen NF2, 10 
SMAD4, KDM6A, FBXW7, CDKN2A y/o CDKN2A_p14. Sin embargo, TP53 y APC también son genes marcadores 
supresores tumorales. En particular, los genes de la ruta TP53 están asociados con efectos inhibidores de NAE. 
Como se describe en este documento, en algunas realizaciones para muchos tipos de tumores, la mutación en 
TP53, y en algunos casos, APC, conduce a resistencia a la inhibición de NAE. En consecuencia, un gen marcador 
de tipo silvestre del grupo que consiste en TP53 y APC puede asociarse con sensibilidad a NAE. En algunas 15 
realizaciones, la mutación de un gen marcador seleccionado entre el grupo que consiste en TP53 y APC está 
asociada con la resistencia a un inhibidor de NAE. 
 
Basándose en estas identificaciones, la presente divulgación proporciona, sin limitación: 1) métodos y 
composiciones para determinar si un inhibidor de NAE, como un régimen de terapia con sulfamato de metilo 1-20 
sustituido será o no eficaz para lograr un resultado favorable y/o controlar el cáncer; 2) métodos y composiciones 
para monitorizar la eficacia de un inhibidor de NAE, como una terapia de sulfamato de metilo 1-sustituido (solo o en 
una combinación de agentes) y dosificación y administraciones usadas para el tratamiento de tumores; 3) métodos y 
composiciones para tratamientos de tumores que comprenden, por ejemplo, inhibidor de NAE, como un régimen de 
terapia de inhibición de sulfamato de metilo 1-sustituido; 4) métodos y composiciones para identificar agentes 25 
terapéuticos específicos y combinaciones de agentes terapéuticos, así como regímenes de dosificación y 
administración que son eficaces para el tratamiento de tumores en pacientes específicos; y 5) métodos y 
composiciones para identificar estrategias de gestión de enfermedades. 
 
La ubiquitina y otras moléculas similares a la ubiquitina (ubls) se activan mediante una enzima específica (una 30 
enzima E1) que cataliza la formación de un intermedio de acil-adenilato con la glicina C-terminal de la ubl. La ubl 
activada se transfiere luego a un resto de cisteína catalítico dentro de la enzima E1 mediante la formación de un 
enlace intermedio de tioéster. El intermedio E1-ubl y un E2 asociado, dan como resultado un intercambio de tioéster 
en donde la ubl se transfiere a la cisteína de sitio activo del E2. La ubl se conjuga con la proteína diana, 
directamente o en combinación con una ligasa E3, mediante la formación de enlaces isopeptídicos con el grupo 35 
amino de una cadena lateral de lisina en la proteína diana. La ubl denominada precursor neuronal expresado por 
células de desarrollo desregulado 8 (NEDD8) se activada con la enzima heterodimérica activadora de NEDD8 (NAE, 
también conocida como APPBP1-UBA3, UBE1C (enzima activadora de ubiquitina E1C)) y se transfiere a una de las 
dos enzimas conjugadoras de E2 (proteína transportadora de ubiquitina 12 (UBC12) y UBC17), que finalmente da 
como resultado el ligamiento de NEDD8 a proteínas culina por el subtipo de ubiquitina ligasas Culina-RING (véase 40 
Figura 2). Una función de la nedilación es la activación de ubiquitina ligasas basadas en culina involucradas en la 
renovación de muchas proteínas del ciclo celular y de señalización celular, incluyendo p27 e I-κB. Véase Pan et al., 
Oncogene 23:1985-97 (2004). La inhibición de NAE puede alterar el recambio proteico mediado por ligasa culina-
RING y puede conducir a la muerte apoptótica en células, por ejemplo, células tumorales o células de un organismo 
patógeno, por ejemplo, un parásito. Véase Soucy et al. (2010) Genes & Cancer 1:708-716. 45 
 
Como se usa en este documento, el término "E1", "Enzima E1", o "enzima activadora E1" se refiere a cualquiera de 
una familia de enzimas activadoras dependientes de ATP relacionadas involucradas en la activación o promoción de 
la conjugación a ubiquitina o similar a ubiquitina (colectivamente "ubl") a moléculas diana. Las enzimas activadoras 
de E1 funcionan mediante una formación intermedia de adenilación/tioéster para transferir la ubl apropiada a la 50 
enzima conjugadora de E2 respectiva mediante una reacción de transtiolación. La ubl-E2 activada resultante 
favorece la conjugación final de la ubl a una proteína diana. Una variedad de proteínas celulares que desempeñan 
un papel en señalización celular, ciclo celular y recambio proteico son sustratos para conjugación de ubl que se 
regula mediante enzimas activadoras E1 (por ejemplo, NAE, EAU, SAE). A menos que el contexto indique lo 
contrario, el término "enzima E1" se refiere a cualquier proteína enzimática activadora E1, incluyendo, sin limitación, 55 
enzima activadora de NEDD8 (NAE (APPBP1/Uba3)), enzima activadora de ubiquitina (UAE (Uba1)), enzima 
activadora de sumo (SAE (Aos1/Uba2)), UBA4, UBA5, UBA6, ATG7 o enzima activadora de ISG15 (Ube1L). 
 
La expresión "inhibidor enzimático E1" o "inhibidor de la enzima E1" se usa para significar un compuesto que tiene 
una estructura como se define en este documento, que es capaz de interactuar con una enzima E1 e inhibir su 60 
actividad enzimática. Inhibir la actividad enzimática E1 significa reducir la capacidad de una enzima E1 para activar 
la conjugación como ubiquitina (ubl) a un péptido o proteína sustrato (por ejemplo, ubiquitinación, nedilación, 
sumoilación). En algunas realizaciones, un inhibidor de la enzima E1 puede inhibir más de una enzima E1. En otras 
realizaciones, un inhibidor de la enzima E1 es específico para una enzima E1 particular. En diversas realizaciones, 
tal reducción de la actividad enzimática E1 es al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 75 %, 65 
al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, o al menos aproximadamente 99 %. En 
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diversas realizaciones, la concentración de inhibidor de enzima E1 requerida para reducir una actividad enzimática 
E1 es inferior a aproximadamente 1 µM, inferior a aproximadamente 500 nM, inferior a aproximadamente 100 nM, 
inferior a aproximadamente 50 nM, o inferior a aproximadamente 10 nM. 
 
Como se usa en este documento, la expresión "inhibidor de NAE" se refiere a un inhibidor del heterodímero de NAE. 5 
Los ejemplos de inhibidores de NAE incluyen sulfamatos de metilo 1-sustituidos (véase Figura 1), incluyendo 
MLN4924. Langston S. et al. Solicitud de patente de Estados Unidos n.º serie 11/700.614, cuya solicitud PCT se 
publicó como WO07/092213, WO06084281 y WO2008/019124, desvelan compuestos que son inhibidores eficaces 
de enzimas activadoras de E1, por ejemplo, NAE. En algunas realizaciones, los inhibidores de NAE no inhiben, o no 
son buenos inhibiendo, otras enzimas E1 (no NAE). Los compuestos son útiles para inhibir la actividad E1 in vitro e 10 
in vivo y son útiles para el tratamiento de trastornos de proliferación celular, por ejemplo, cáncer y otros trastornos 
asociados con la actividad E1, como infecciones patógenas y trastornos neurodegenerativos. Una clase de 
compuestos descritos en Langston et al., son sulfamatos de ((IS, 2S, 4R)-2-hidroxi-4-{7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-
il}ciclopentil)metilo 4-sustituidos. MLN4924 (sulfamato de ((1S,2S,4R)-4-{4-[(1S)-2,3-dihidro-1H-inden-1-ilamino]-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-il}-2-hidroxiciclopentil)metilo) es un inhibidor E1 específico de NAE que interrumpe el 15 
recambio proteico mediado por ligasa culina-RING que conduce a la muerte apoptótica en células tumorales 
humanas por la perturbación de la homeostasis de la proteína celular (Soucy et al. (2009) Nature 458:732-736). 
 
 La evaluación de MLN4924 en estudios de xenoinjerto celular y tumoral ha revelado dos mecanismos de acción 
distintos. El primero es la inducción de la re-replicación del ADN, daño en el ADN y muerte celular mediante la 20 
desregulación mediada por MLN4924 del sustrato Cdt-1 de CRL1SKP2 y CRL4DDB1 (Milhollen et al. (2011) Cancer 
Res. 71:3042-3051). Se ha demostrado que el estado de p53 no influye en la inducción de re-replicación del ADN, 
pero puede hacer que las células sean más propensas a sufrir apoptosis o senescencia, dependiendo del contexto 
genético apropiado (Milhollen et al. (2011) supra, Lin et al. (2010) Nature 464:374-379 y Lin et al. (2010) Cancer 
Res.70:10310-20). El segundo mecanismo es la inhibición de la actividad de la ruta NF-κB en linfomas difusos de 25 
linfocitos B grandes dependientes de NF-κB principalmente mediante la desregulación de la renovación mediada por 
CRL1βTRCP de IκBα fosforilado (Milhollen et al. (2010) Blood 116:1515-1523). Además, los modelos preclínicos de 
leucemia mielógena aguda (AML) son sensibles a la inhibición de MLN4924 tanto en líneas celulares como en 
blastos primarios de pacientes mediante mecanismos relacionados con la desregulación de Cdt-1, inhibición e 
inducción de NF-κB de especies reactivas de oxígeno (Swords et al. (2010) Blood 115:3796-3800). 30 
 
Genes como NF2 (revisado por Ahronowitz et al. (2007) Human Mutation 28:1-2), KDM6A (revisado por van Haaften 
et al. (2009) Nat. Genet. 41:521-523), FBXW7, TP53, CDKN2A y CDKN2A_p14 están mutados en muchos tipos de 
cáncer. SMAD4 está mutado en varios tipos de cáncer, pero muchas de las mutaciones SMAD4 se encuentran en 
cánceres de intestino, páncreas (revisado por Miyaki y Kuroki (2003) Biochem. Biophys. Res. Commun. 306:799-35 
804) o glándula tiroides. 
 
Como se usa en este documento, "NF2" se refiere a la isoforma más larga del gen asociado con el número de 
acceso GenBank NM_000268, SEQ ID NO: 1 (marco de lectura abierto es SEQ ID NO: 2, nucleótidos 444 a 2231 de 
SEQ ID NO: 1), codificando el número de acceso GenPept NP_000259, SEQ ID NO: 3). Otros nombres para NF2 40 
incluyen ACN, BANF, SCH y merlina (proteína similar a moesinezrina-radixina). NF2 funciona como gen supresor 
tumoral y se puede encontrar en el cromosoma 22. NF2 interactúa con el citoesqueleto, proteínas de superficie 
celular y puede estar involucrada en dinámica citoesquelética y regulación del transporte iónico. Las funciones de 
NF2 que pueden relacionarlo con sensibilidad a la inhibición de NAE, por ejemplo, MLN4924 incluyen su capacidad 
para inhibir la ubiquitina ligasa E3 CRL4DCAF1 (Li et al. (2010) Cell 140:477-490). Las mutaciones en NF2 pueden 45 
alterar su actividad inhibitoria y conducir a ubiquitinación incontrolada de sustratos de CRL4DCAF1 y proliferación de 
células que albergan el gen mutado. 
 
Como se usa en este documento, "SMAD4" se refiere al gen asociado con el número de acceso GenBank 
NM_005359, SEQ ID NO: 4 (marco de lectura abierto es SEQ ID NO: 5, nucleótidos 539 a 2197 de SEQ ID NO: 4), 50 
codificando el número de acceso GenPept NP_005350, SEQ ID NO: 6. Otros nombres para SMAD4 incluyen 
eliminado en el locus 4 de carcinoma pancreático (DPC4), JIP, o madres contra decapentapléjico, Drosophila, 
homólogo de, 4 (MAD4). SMAD4 es una proteína de transducción de señales implicada en la señalización del factor 
de crecimiento transformante (TGF)-beta. SMAD4 puede actuar como supresor tumoral y puede ser bien de 
degradación por ubiquitinación con el complejo proteico de caja Skp-Culina-F (SCF). 55 
 
Como se usa en este documento, "KDM6A" se refiere al gen asociado con el número de acceso GenBank 
NM_021140, SEQ ID NO: 7 (marco de lectura abierto es SEQ ID NO: 8, nucleótidos 376 a 4581 de SEQ ID NO: 7, o 
SEQ ID NO: 9), codificando el número de acceso GenPept NP_066963, SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 11 (SEQ ID 
NO: 10 con una V en lugar de una L en la posición 173 y una R en lugar de L en 584, una N en lugar de S en la 60 
posición 601 y/o K en lugar de E en la posición 629). Otros nombres para KDM6A incluyen gen TPR ligado a 
proteína X de repetición tetratricopeptídica transcrito ubicuamente o transcrito ubicuamente en el cromosoma X 
(UTX), o bA286N14.2. KDM6A es una histona desmetilasa y puede funcionar como supresor tumoral. 
 
Como se usa en este documento, "FBXW7" se refiere al gen asociado con el número de acceso GenBank 65 
NM_033632, SEQ ID NO: 12 (marco de lectura abierto es SEQ ID NO: 13, nucleótidos 150 a 2273 de SEQ ID NO: 
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12), que codifica el número de acceso GenPept NP_361014, SEQ ID NO: 14. Otros nombres para FBXW7 incluyen 
homólogo de C elegans sel-10 (SEL10), homólogo de archipiélago (AGO), proteína FBX30 de caja F (FBXO30), o 
proteína 4 de control de división celular (CDC4). FBXW7 puede asociarse en un complejo de ubiquitina proteína 
ligasa para participar en la ubiquitinación de proteínas dependiente de fosforilación, incluyendo proteínas 
involucradas en ciclo celular y supervivencia. FBXW7 puede actuar como supresor tumoral. El uso de FBXW7 como 5 
gen marcador puede ser específico de órgano, es decir, puede ser un marcador de sensibilidad en tumores que 
surgen en algunos tejidos pero no en otros. Por ejemplo, FBXW7 puede ser un marcador de sensibilidad en tumores 
del útero, cuello uterino o hígado, pero no es un marcador de sensibilidad en tumores del tracto digestivo, donde las 
mutaciones en otros genes pueden dominar para dar lugar a insensibilidad o resistencia de células de esos tumores 
a MLN4924. 10 
 
Como se usa en este documento, "TP53" se refiere al gen asociado con el número de acceso GenBank NM_000546, 
SEQ ID NO: 15 (marco de lectura abierto es SEQ ID NO: 16, nucleótidos 203 a 1384 de SEQ ID NO: 15, o una 
variante en donde el nucleótido en la posición 417 es una guanina en lugar de una citosina), codificando el número 
de acceso GenPept NP_000537, SEQ ID NO: 17 o una variante en donde el resto de aminoácido en la posición 72 15 
es una arginina, R en lugar de una prolina, P). Otros nombres para TP53 incluyen BCC7, LFS1 y p53. TP53 se une 
al ADN y activa factores de transcripción y puede funcionar como supresor tumoral. 
 
Como se usa en este documento, "CDKN2A" se refiere al gen asociado con el número de acceso GenBank 
NM_000077, SEQ ID NO: 18 (marco de lectura abierto es SEQ ID NO: 19, nucleótidos 307 a 777 de SEQ ID NO: 20 
18), codificando el número de acceso GenPept NP_000068, SEQ ID NO: 20. Otros nombres para CDKN2A incluyen 
marco de lectura abierto alternativo (ARF), p16, p16ARF, inhibidor de la quinasa 4 dependiente de ciclina (INK4) y 
gen-1 supresor tumoral múltiple (MTS1). Las variantes de CDKN2A difieren en el primer exón. Una variante es 
"CDKN2A_p14" o "CDKN2A.p14", también conocido como p14ARF, está asociado con el número de acceso 
GenBank NM_058195, SEQ ID NO: 21 (marco de lectura abierto es SEQ ID NO: 22, nucleótidos 38 a 559 de SEQ ID 25 
NO: 21); GenPept NP_478102, SEQ ID NO: 23 o una variante que comienza en el resto de aminoácido 42 de SEQ 
ID NO: 23. CDKN2A_p14 resulta de la traducción en un marco de lectura diferente que p16ARF (p16INK4a, 
CDKN2A). CDKN2A y CDKN2A_p14 inhiben la quinasa 4 dependiente de ciclina, puede estabilizar p53 y puede 
regular la progresión del ciclo celular G1. CDKN2A y CDKN2A_p14 pueden actuar como supresor tumoral. 
 30 
Como se usa en este documento, "APC" se refiere a poliposis adenomatosa coli, el gen asociado con el número de 
acceso GenBank NM_000038, SEQ ID NO: 24 (marco de lectura abierto SEQ ID NO: 25, o una variante con una 
timina en lugar de una citosina en el nucleótido 1458), que codifica el número de acceso GenPept NP_000029, SEQ 
ID NO: 26. Otros nombres para APC incluyen BTSP2 y DP2. APC se une a los microtúbulos e inhibe la ruta de 
señalización de Wnt y puede funcionar como supresor tumoral. 35 
 
Ha habido interés en la catalogación pública de mutaciones asociadas con cánceres. Los ejemplos de bases de 
datos públicas que incluyen información sobre mutaciones asociadas con cánceres son la Base de Datos de 
Genotipos y Fenotipos (dbGaP) mantenida por el Centro Nacional de Información Biotecnológica (Bethesda, MD) y 
la base de datos del Catálogo de Mutaciones Somáticas en Cáncer (COSMIC) mantenida por Wellcome Trust 40 
Sanger Institute (Cambridge, Reino Unido). 
 
Se proporcionan composiciones y métodos para determinar el estado mutacional, por ejemplo, para identificar 
mutaciones en genes marcadores en tumores hematológicos (por ejemplo, mieloma múltiple, leucemias, linfoma, 
etc.) o sólido (por ejemplo, melanoma, cáncer de esófago, cáncer de pulmón o de vejiga) para predecir la respuesta 45 
al tratamiento, tiempo hasta progresión y supervivencia después del tratamiento. Las composiciones y los métodos 
proporcionados en este documento también pueden identificar mutaciones en genes marcadores en tumores sólidos 
como cáncer de colon, cáncer de mama, cáncer de cabeza y cuello, o cáncer del sistema nervioso central. 
 
Los marcadores se identificaron en función de los perfiles genéticos de células tumorales que muestran sensibilidad 50 
al tratamiento para MLN4924. El marcador TP53 también se identificó en función del comportamiento de líneas 
celulares isogénicas que difieren en la deleción del gen TP53. La sensibilidad observada puede ser coherente entre 
células tumorales probadas con más de un método. 
 
A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos utilizados en este documento tienen los 55 
significados que comúnmente entiende un experto en la materia a la que pertenece esta invención. Generalmente, la 
nomenclatura utilizada en relación con, y técnicas de cultivo celular y tisular, biología molecular y la química e 
hibridación de proteínas y oligo- o polinucleótidos descritas en este documento son las conocidas en la técnica. Los 
números de acceso GenBank o GenPept y las secuencias útiles de ácidos nucleicos y péptidos se pueden encontrar 
en el sitio web mantenido por el Centro Nacional de Información Biotecnológica, Bethesda, MD. Se menciona el 60 
contenido de todos los registros de acceso a la base de datos (por ejemplo, de los archivos de anotaciones 
Affymetrix HG133, Entrez, GenBank, RefSeq, COSMIC) mencionado en esta solicitud (incluyendo las Tablas). Se 
usan técnicas convencionales para ADN recombinante, síntesis de oligonucleótidos, purificación de proteínas, cultivo 
tisular y transformación y transfección (por ejemplo, electroporación, lipofección, etc.). Las reacciones enzimáticas se 
realizan según las especificaciones del fabricante o como se logra comúnmente en la técnica o como se describe 65 
aquí. Las técnicas y procedimientos anteriores generalmente se realizan según métodos conocidos en la técnica, por 
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ejemplo, como se describe en varias referencias generales y más específicas que se citan y discuten a lo largo de la 
presente memoria descriptiva. Véanse, por ejemplo, Sambrook et al. (2000) Molecular Cloning: A Laboratory Manual 
(3rd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY) o Harlow, E. y Lane, D. (1988) Antibodies: A 
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). Las nomenclaturas utilizadas en 
relación con, y los procedimientos y técnicas de laboratorio de, química analítica, química orgánica sintética y 5 
química medicinal y farmacéutica descritas en este documento se conocen en la técnica. Para síntesis químicas, 
análisis químicos, preparación farmacéutica, formulación y administración, y tratamiento de pacientes se usan 
técnicas convencionales. Además, a no ser que el contexto requiera otra cosa, los términos en singular incluirán las 
pluralidades, y los términos en plural incluirán el singular. En caso de conflicto, la presente memoria descriptiva, 
incluyendo las definiciones, prevalecerá. 10 
 
Los artículos "un", "uno" y "al menos uno" se usan en el presente documento para referirse a uno o más de uno de 
los objetos gramaticales del artículo. A modo de ejemplo, "un elemento" significa uno o más de un elemento, al 
menos un elemento. En caso de conflicto, la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones, prevalecerá. 
 15 
Como se usa en este documento, un resultado o pronóstico "favorable" se refiere a supervivencia a largo plazo, 
largo tiempo hasta progresión (TTP) y/o buena respuesta. Por el contrario, un pronóstico "desfavorable" se refiere a 
la supervivencia a corto plazo, corto tiempo de progresión (TTP) y/o mala respuesta. 
 
Un "marcador" como se usa en este documento, incluye un material asociado con un gen marcador que se ha 20 
identificado que tiene una mutación en las células tumorales de un paciente y, además, esa mutación es 
característica de un paciente cuyo resultado es favorable o desfavorable con el tratamiento, por ejemplo, con un 
inhibidor de NAE, como un sulfamato de metilo 1-sustituido. Los ejemplos de un marcador incluyen un material, por 
ejemplo, un locus cromosómico, ADN para un gen, ARN para un gen o proteína para un gen. Por ejemplo, un 
marcador incluye un material génico marcador, por ejemplo, un locus cromosómico, ADN, ARN o proteína que 25 
demuestra una característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad indicativa de un paciente de 
supervivencia a corto plazo; alternativamente, un marcador incluye un material genético marcador, por ejemplo, un 
locus cromosómico, ADN, ARN o proteína que demuestra una mutación o característica, por ejemplo, tamaño, 
secuencia, composición o cantidad indicativa de un paciente de supervivencia a largo plazo. En otro ejemplo, un 
marcador incluye un material génico marcador, por ejemplo, un locus cromosómico, ADN, ARN o proteína cuya 30 
mutación o característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad es indicativa de un paciente con 
una mala respuesta al tratamiento; alternativamente, un marcador incluye un material genético marcador, por 
ejemplo, un locus cromosómico, ADN, ARN o proteína cuya mutación o característica, por ejemplo, tamaño, 
secuencia, composición o cantidad es indicativo de un paciente con una buena respuesta. En un ejemplo adicional, 
un marcador incluye un material génico marcador, por ejemplo, un locus cromosómico, ADN, ARN o proteína cuya 35 
mutación o característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad es indicativa de un paciente cuya 
enfermedad tiene un corto tiempo hasta progresión (TTP) después del tratamiento; alternativamente, un marcador 
incluye un material genético marcador, por ejemplo, un locus cromosómico, ADN, ARN o proteína cuya mutación o 
característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad es indicativa de un paciente cuya 
enfermedad tiene un TTP largo. Además en otro ejemplo, un marcador incluye un material génico marcador, por 40 
ejemplo, un locus cromosómico, ADN, ARN o proteína cuya mutación o característica, por ejemplo, tamaño, 
secuencia, composición o cantidad es indicativa de un paciente cuya enfermedad tiene una supervivencia a corto 
plazo después del tratamiento; alternativamente, un marcador incluye un material genético marcador, por ejemplo, 
un locus cromosómico, ADN, ARN o proteína cuya mutación o característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, 
composición o cantidad es indicativo de un paciente cuya enfermedad tiene una supervivencia a largo plazo. Así, 45 
como se usa en este documento, el marcador pretende incluir todas y cada una de estas posibilidades, y además 
puede incluir cada marcador individualmente como marcador; o alternativamente puede incluir una o más, o todas 
las características colectivamente cuando se hace referencia a "marcadores" o "conjuntos de marcadores". 
 
Un marcador de locus cromosómico útil para medir la determinación del pronóstico o tratamiento o estrategia de 50 
gestión de la enfermedad se selecciona del grupo que consiste en el cromosoma 22q12.2 (NF2), por ejemplo, del 
par de bases 29999545 a 30094589, cromosoma 18q21.1-21.2 (SMAD4), por ejemplo, del par de bases 48556583 a 
48611412, cromosoma Xp11.2 (KDM6A), por ejemplo, del par de bases 44732423 a 44971847, cromosoma 4q31.3 
(FBXW7), por ejemplo, del par de bases 153242410-153456172, cromosoma 17p13.1 (TP53), por ejemplo, del par 
de bases 7571720 a 7590868, y 9p21 (CDKN2A y CDKN2A_p14), por ejemplo, del par de bases 21967751 a 55 
21994490. Los números de locus cromosómicos se basan en el genoma humano de referencia Build 37.3 (actual el 
5 de octubre, 2011) en la base de datos de genes NCBI. Un marcador de ADN, marcador de ARN o proteína 
marcadora pueden corresponder a pares de bases en un marcador de locus cromosómico. Por ejemplo, un ADN 
marcador puede incluir ADN genómico de un marcador de locus cromosómico, el ARN marcador puede incluir un 
polinucleótido transcrito a partir de un marcador de locus, y una proteína marcadora puede incluir un polipéptido 60 
resultante de expresión en un marcador de locus cromosómico en una muestra, por ejemplo, que comprende células 
tumorales. 
 
Un "ácido nucleico marcador" es un ácido nucleico (por ejemplo, ADN genómico, ARNm, ADNc) codificado por o 
correspondiente a un gen marcador de la invención. Dichos ácidos nucleicos marcadores incluyen ADN, por ejemplo, 65 
hebras de ADN genómico sentido y antisentido (por ejemplo, incluyendo cualquier intrón que ocurra allí), que 
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comprende la secuencia completa o parcial, por ejemplo, uno o más de los exones del ADN genómico, hasta e 
incluyendo el marco de lectura abierto de cualquiera de los genes marcadores o el complemento de dicha secuencia. 
Los ácidos nucleicos marcadores también incluyen ARN que comprende la secuencia completa o parcial de 
cualquier marcador o el complemento de dicha secuencia, en donde todos los restos de timidina se reemplazan con 
restos de uridina, ARN generado por transcripción de ADN genómico (es decir, antes de empalme), ARN generado 5 
por empalme de ARN transcrito a partir de ADN genómico, y proteínas generadas por traducción de ARN 
empalmado (es decir, incluyendo proteínas tanto antes como después de la escisión de regiones normalmente 
escindidas como secuencias de señal transmembrana). Como se usa en este documento, un "ácido nucleico 
marcador" también puede incluir un ADNc hecho por transcripción inversa de un ARN generado por transcripción de 
ADN genómico (incluyendo ARN empalmado). Un ácido nucleico marcador también incluye secuencias que difieren, 10 
debido a la degeneración del código genético, de la secuencia de nucleótidos de ácidos nucleicos que codifican una 
proteína que corresponde a un marcador, por ejemplo, un marcador mutado, de la invención, y por tanto codifican la 
misma proteína, por ejemplo, proteína mutada. Como se usa en este documento, la expresión "variante alélica" se 
refiere a una secuencia de nucleótidos que ocurre en un locus dado o a un polipéptido codificado por la secuencia de 
nucleótidos. Dichas variaciones alélicas que ocurren naturalmente pueden dar como resultado una variación del 1-5 15 
% en la secuencia de nucleótidos de un gen dado. Se pueden identificar alelos alternativos secuenciando el gen de 
interés en varios individuos diferentes, por ejemplo, en células, por ejemplo, células germinales, de individuos sin 
cáncer. Esto puede realizarse fácilmente mediante el uso de sondas de hibridación para identificar el mismo locus 
genético en una variedad de individuos. La detección de cualquiera o todas esas variaciones de nucleótidos y 
polimorfismos de aminoácidos resultantes o variaciones que son el resultado de la variación alélica natural y que no 20 
alteran la actividad funcional de un gen marcador de tipo silvestre está dentro del alcance de la versión de tipo 
silvestre de un marcador descrito en este documento. Una "proteína marcadora" es una proteína codificada por o 
correspondiente a un marcador, por ejemplo, un ácido nucleico mutante, de la invención. Los términos "proteína" y 
"polipéptido" se usan indistintamente. Una proteína de un marcador puede ser denominada específicamente por su 
nombre o secuencia de aminoácidos, pero los expertos en la materia entienden, que mutaciones, deleciones y/o 25 
modificaciones postraduccionales pueden afectar la estructura de la proteína, aspecto, ubicación celular y/o 
comportamiento. A menos que se indique otra cosa, tales diferencias no se distinguen en este documento, y un 
marcador descrito en este documento pretende incluir cualquiera o todas esas variedades. 
 
Como se usa en este documento, un "gen marcador" se refiere a un gen que puede tener una mutación tal que su 30 
ADN, ARN y/o proteína tiene una característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad(es) que 
proporcionan información sobre el pronóstico (es decir, son "informativos") después del tratamiento. Los genes 
marcadores descritos en este documento como vinculados con el resultado después del inhibidor de NAE, como 
tratamiento con sulfamato de metilo 1-sustituido (por ejemplo, MLN4924) son ejemplos de genes dentro de los 
marcadores de locus cromosómicos descritos anteriormente y se proporcionan en la Tabla 1. Secuencias de ARNm, 35 
marcos de lectura abiertos y las proteínas correspondientes a los genes marcadores también se enumeran en la 
Tabla 1. Un gen marcador enumerado en la Tabla 1 puede tener isoformas que son ubicuas o tienen expresión 
restringida. Excepto por el listado por separado de la isoforma CDKN2A_p14, las SEQ ID NOs de ADN en la Tabla 1 
se refieren al ARNm que codifica la isoforma mayor o más larga y las SEQ ID NOs de proteína representan al menos 
un precursor de dicha isoforma y no necesariamente la proteína madura. Estas secuencias no pretenden limitar la 40 
identidad del gen marcador a esa isoforma o precursor. Las isoformas adicionales y proteínas maduras son 
fácilmente recuperables y comprensibles para un experto en la materia al revisar la información proporcionada bajo 
el gen Entrez (base de datos mantenida por el Centro Nacional de Información Biotecnológica, Bethesda, MD) 
identificada por el número de identificación que figura en la Tabla 1. 
 45 

Tabla 1 Descripción del gen marcador para tratamiento con inhibidor de NAE 
ID del gen 
marcador 

Nombre del gen marcador ID del 
gen 

Entrez 

Ubicación del 
cromosoma 

Par de 
bases inicial 

Par de 
bases final 

SEQ 
ID 

NOs: 
NF2 neurofibromina 2 4771 22q 29999545 30094589 1, 2, 3 
SMAD4 madres contra homólogo 4 

decapentapléjico 
4089 18q 48556583 48611412 4, 5, 6 

KDM6A lisina desmetilasa específica 6A 7403 Xp 44732423 44971847 7, 8, 9, 
10, 11 

FBXW7 caja F y dominio de repetición 
WD que contiene 7 

55294 4q 153242410 153456172 12, 13, 
14 

TP53 proteína tumoral p53 7157 17p 7571720 7590868 15, 16, 
17 

CDKN2A inhibidor de quinasa dependiente 
de ciclina 2A 

1029 9p 21967751 21994490 18, 19, 
20 

CDKN2A_p14 variante p14 del inhibidor de 
quinasa dependiente de ciclina 
2A 

1029 9p 
21967751 21994490 21, 22, 

23 

APC poliposis coli adenomatosa 324 5q 112043202 112181936 24, 25, 
26 
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Como se usa en este documento, una característica "informativa", por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o 
cantidad de un marcador se refiere a una característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad 
cuyo valor o diferencia se correlaciona con pronóstico o resultado. La característica informativa, por ejemplo, 
tamaño, secuencia, composición o cantidad de un marcador se puede obtener analizando cualquiera de los ácidos 5 
nucleicos, por ejemplo, ADN o ARN, o proteína correspondiente al gen marcador. La característica, por ejemplo, 
tamaño (por ejemplo, longitud o peso molecular), secuencia (por ejemplo, secuencia de ácidos nucleicos o 
secuencia de proteínas), composición (por ejemplo, composición de bases o aminoácidos o resumen de péptidos o 
patrón de fragmentos génicos) o cantidad (por ejemplo, número de copias y/o nivel de expresión) de un marcador, 
por ejemplo, un marcador de locus cromosómico o un marcador en una muestra de un paciente puede ser 10 
"informativo" si es diferente del tipo silvestre o la variante alélica de la sustancia que se analiza. En algunas 
realizaciones, una característica de un marcador es informativa si indica que el gen marcador es de tipo silvestre. En 
una realización donde se mide la cantidad de un marcador, una cantidad es "informativa" si es mayor o menor que 
una cantidad de referencia en un grado mayor que el error estándar del ensayo empleado para evaluar la expresión. 
El nivel de expresión informativa de un marcador se puede determinar mediante la correlación estadística del nivel 15 
de expresión medido y el resultado, por ejemplo, buena respuesta, mala respuesta, tiempo hasta progresión largo, 
tiempo hasta progresión corto, supervivencia a corto plazo o supervivencia a largo plazo. El resultado del análisis 
estadístico puede establecer un umbral para seleccionar marcadores para usar en los métodos descritos en este 
documento. Alternativamente, un marcador, por ejemplo, un marcador de locus cromosómico, o un gen marcador 
que tiene características diferenciales, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidades tendrán intervalos 20 
de cantidades típicos que predicen el resultado. Una característica informativa, por ejemplo, tamaño, secuencia, 
composición o cantidad es una característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad que entra 
dentro del intervalo de características, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidades determinadas 
para el resultado. Además, un conjunto de marcadores juntos pueden ser "informativos" si la combinación de sus 
características, por ejemplo, tamaños, secuencias, composiciones o cantidades satisface o está por encima o por 25 
debajo de una puntuación predeterminada para un marcador, por ejemplo, un marcador de locus cromosómico, o un 
gen marcador, establecido según lo determinado por los métodos proporcionados en este documento. Translocación 
génica, variación de empalme de transcripción, eliminación y truncamiento son ejemplos de sucesos que pueden 
cambiar el tamaño del marcador, secuencia o composición, además de mutaciones puntuales que pueden cambiar 
la secuencia o composición del marcador. La medición de una sola característica, por ejemplo, marcador, de un gen 30 
marcador (es decir, ADN, ARN o proteína) puede proporcionar un pronóstico, es decir, indicar resultado. La medición 
de más de una característica, por ejemplo, marcador, de un gen marcador puede proporcionar un pronóstico cuando 
las cantidades informativas de las dos características son coherentes entre sí, es decir, las biologías de los 
resultados no son contradictorias. Ejemplos de resultados coherentes a partir de medición de múltiples 
características de un gen marcador pueden ser la identificación de una mutación o deleción sin sentido en un ADN o 35 
ARN y una cantidad baja o de bajo peso molecular de proteína codificada, o una mutación en una región que 
codifica un bolsillo de unión o sitio activo de una proteína y baja actividad de la proteína codificada. Un ejemplo 
diferente puede ocurrir cuando una proteína está en una ruta con un circuito de retroalimentación que controla su 
síntesis en función de su nivel de actividad. En este ejemplo, una baja cantidad o actividad de proteína puede 
asociarse con una gran cantidad de su ARNm mutado como tejido, debido a la mutación del gen marcador, por tanto 40 
privado de alimento por la actividad de la proteína y señala repetidamente la producción de la proteína. 
 
Como se usa en este documento, "deleción génica" se refiere a una cantidad de número de copias de ADN inferior a 
2 y "amplificación" se refiere a una cantidad de número de copias de ADN superior a 2. Una cantidad "diploide" se 
refiere a un número de copias igual a 2. El término "diploide o amplificación" puede interpretarse como "no 45 
eliminación" de una copia génica. En un marcador cuya cantidad informativa alternativa es deleción génica, la 
amplificación generalmente no se vería. Por el contrario, el término "diploide o deleción" puede interpretarse como 
"no amplificación" del número de copias. En un marcador cuya cantidad informativa alternativa es amplificación, la 
deleción génica generalmente no se vería. Por cuestiones de claridad, la deleción de la secuencia puede ocurrir 
dentro de un gen como resultado de la mutación del gen marcador y puede dar como resultado la ausencia de 50 
proteína transcrita o un ARNm o proteína acortado. Tal eliminación puede no afectar el número de copias. 
 
Las expresiones "supervivencia a largo plazo" y "supervivencia a corto plazo" se refieren al periodo de tiempo 
después de recibir una primera dosis de tratamiento que se prevé que viva un paciente con cáncer. Un 
"superviviente a largo plazo" se refiere a un paciente que se espera que tenga una tasa de progresión más lenta o 55 
muerte tardía por el tumor que aquellos pacientes identificados como supervivientes a corto plazo. La "supervivencia 
mejorada" o "una tasa de mortalidad más lenta" son determinaciones de vida estimadas basadas en características, 
por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad de uno o más de los marcadores descritos en este 
documento, por ejemplo, en comparación con un patrón de referencia como el 70%, 80 %, 90 % o más de la 
población estará viva un periodo de tiempo suficiente después de recibir una primera dosis de tratamiento. Una "tasa 60 
de mortalidad más rápida" o un "tiempo de supervivencia más corto" se refieren a determinaciones estimadas de la 
duración de la vida basadas en características, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad de uno o 
más de los marcadores descritos en este documento, por ejemplo, en comparación con un patrón de referencia 
como el 50 %, 40 %, 30 %, 20 %, 10 % o menos de la población no vivirá un periodo de tiempo suficiente después 
de recibir una primera dosis de tratamiento. En algunas realizaciones, el periodo de tiempo suficiente es al menos 6, 65 
12, 18, 24 o 30 meses medidos desde el primer día de recibir una terapia contra el cáncer. 
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Un cáncer es "sensible" a un agente terapéutico o hay una "buena respuesta" a un tratamiento si su tasa de 
crecimiento se inhibe como resultado del contacto con el agente terapéutico, en comparación con su crecimiento en 
ausencia de contacto con el agente terapéutico. El crecimiento de un cáncer se puede medir de varias maneras, por 
ejemplo, la característica, por ejemplo, se puede medir el tamaño de un tumor o la expresión de marcadores 5 
tumorales apropiados para ese tipo de tumor. Por ejemplo, se pueden usar las definiciones de respuesta utilizadas 
para apoyar la identificación de marcadores asociados con mieloma y su respuesta a un inhibidor de NAE, como una 
terapia de sulfamato de metilo 1-sustituido, los criterios del Southwestern Oncology Group (SWOG) como se 
describe en Blade et al. (1998) Br J Haematol. 102:1115-23. Estos criterios definen el tipo de respuesta medida en 
mieloma y también la caracterización del tiempo hasta la progresión de la enfermedad, que es otra medida 10 
importante de la sensibilidad de un tumor a un agente terapéutico. Para tumores sólidos, las directrices de Criterios 
de evaluación de respuesta en tumores sólidos (RECIST) (Eisenhauer et al. (2009) E. J. Canc. 45:228-247) pueden 
usarse para apoyar la identificación de marcadores asociados con tumores sólidos y la respuesta de tumores sólidos 
a un inhibidor de NAE. Los grupos de trabajo internacionales se reúnen periódicamente para establecer, actualizar y 
publicar criterios de respuesta para varios tipos de cánceres. Dichos informes publicados pueden seguirse para 15 
respaldar la identificación de marcadores de los tumores sujetos y su respuesta a inhibidores de NAE. Los ejemplos 
son criterios para leucemia mielógena aguda (AML, Cheson et al. (2003) J.Clin. Oncol. 21:4642-4649), linfomas, por 
ejemplo, linfoma no Hodgkin y Hodgkin (Cheson et al. (2007) J.Clin. Oncol. 25:579-596). Los criterios tienen en 
cuenta métodos de análisis la tomografía por emisión de positrones (PET), por ejemplo, para identificar sitios con 
actividad metabólica alterada medible (por ejemplo, en sitios de tumores) o para rastrear marcadores específicos en 20 
tumores in vivo, inmunohistoquímica, por ejemplo, para identificar células tumorales mediante detección de unión de 
anticuerpos a marcadores tumorales específicos y citometría de flujo, por ejemplo, para caracterizar tipos de células 
mediante marcadores diferenciales y tinciones fluorescentes, además de métodos tradicionales como histología para 
identificar la composición celular (por ejemplo, recuentos de blastos en un frotis de sangre o una biopsia de médula 
ósea, presencia y número de figuras mitóticas) o estructura tisular (por ejemplo, arquitectura tisular desordenada o 25 
infiltración celular de la membrana basal). La calidad de responder a un inhibidor de NAE, como una terapia de 
sulfamato de metilo 1-sustituido puede ser variable, con diferentes tipos de cáncer que muestran diferentes niveles 
de "respuesta" a un agente terapéutico dado, bajo diferentes condiciones. Además, las medidas de respuesta 
pueden evaluarse utilizando criterios adicionales más allá del tamaño de crecimiento de un tumor, incluyendo calidad 
de vida del paciente, grado de metástasis, etc. Además, se pueden evaluar marcadores y variables de pronóstico 30 
clínico (por ejemplo, proteína M en mieloma, niveles de PSA en cáncer de próstata) en situaciones aplicables. 
 
Un cáncer que "no responde" o tiene una "mala respuesta" a un agente terapéutico o hay una pobre respuesta a un 
tratamiento si su tasa de crecimiento no se inhibe o se inhibe en un grado muy bajo, como resultado del contacto con 
el agente terapéutico en comparación con su crecimiento en ausencia de contacto con el agente terapéutico. Como 35 
se ha indicado anteriormente, el crecimiento de un cáncer se puede medir de varias maneras, por ejemplo, se puede 
medir el tamaño de un tumor o la expresión de marcadores tumorales apropiados para ese tipo de tumor. Por 
ejemplo, las definiciones de respuesta utilizadas para apoyar la identificación de marcadores asociados con la no 
respuesta de tumores a agentes terapéuticos, pueden usarse pautas como las descritas anteriormente. La calidad 
de no responder a un agente terapéutico puede ser muy variable, con diferentes tipos de cáncer que muestran 40 
diferentes niveles de "falta de respuesta" a un agente terapéutico dado, bajo diferentes condiciones. Además, las 
mediciones de falta de respuesta pueden evaluarse utilizando criterios adicionales más allá del tamaño de 
crecimiento de un tumor, incluyendo calidad de vida del paciente, grado de metástasis, etc. Además, se pueden 
evaluar marcadores y variables de pronóstico clínico (por ejemplo, proteína M en mieloma, niveles de PSA en cáncer 
de próstata) en situaciones aplicables. 45 
 
Como se usa en este documento, "tiempo hasta progresión largo, "TTP largo" y "tiempo hasta progresión corto", 
"TTP corto" se refieren al periodo de tiempo hasta que la enfermedad estable conseguida por el tratamiento se 
convierte en una enfermedad activa. En ocasiones, un tratamiento da como resultado una enfermedad estable que 
no es una respuesta buena ni mala, por ejemplo, MR, la enfermedad simplemente no empeora, por ejemplo, se 50 
convierte en una enfermedad progresiva, durante un periodo de tiempo. Este periodo de tiempo puede ser al menos 
4-8 semanas, al menos 3-6 meses o más de 6 meses. 
 
"Tratamiento" significará el uso de una terapia para prevenir o inhibir el crecimiento tumoral adicional, así como para 
causar contracción de un tumor y proporcionar tiempos de supervivencia más largos. El tratamiento también está 55 
destinado a incluir la prevención de metástasis tumorales. Un tumor se "inhibe" o "trata" si al menos un síntoma 
(según lo determinado por la capacidad de respuesta/no capacidad de respuesta, tiempo de progresión, o 
indicadores conocidos en la técnica y descritos en este documento) del cáncer o tumor se alivia, termina, ralentiza, 
minimiza o previene. Cualquier mejora de cualquier síntoma, física o de otra manera, de un tumor según el 
tratamiento utilizando un régimen terapéutico (por ejemplo, inhibidor de NAE, como un régimen de sulfamato de 60 
metilo 1-sustituido) como se describe adicionalmente en este documento, está dentro del alcance de la invención. 
 
Como se usa en este documento, el término "agente" se define en términos generales como cualquier cosa a que las 
células cancerosas, incluyendo células tumorales, pueden exponerse en un protocolo terapéutico. En el contexto de 
la presente invención, dichos agentes incluyen, pero no se limitan a, un inhibidor de NAE, como agentes de 65 
sulfamato de metilo 1-sustituidos, así como agentes quimioterapéuticos como se conocen en la técnica y se 
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describen con más detalle en este documento. 
 
El término "sonda" se refiere a cualquier molécula, por ejemplo, una molécula aislada, que es capaz de unirse 
selectivamente a una molécula diana específicamente pretendida, por ejemplo un marcador de la invención. Un 
experto en la materia puede sintetizar sondas o derivarlas de preparaciones biológicas apropiadas. Para fines de 5 
detección de la molécula diana, las sondas pueden diseñarse específicamente para ser etiquetadas, como se 
describe en este documento. Los ejemplos de moléculas que se pueden utilizar como sondas incluyen, pero no se 
limitan a, ARN, ADN, proteínas, anticuerpos, y monómeros orgánicos. 
 
Una característica "normal", por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad de un marcador puede 10 
referirse a la característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad en una "muestra de referencia". 
Una muestra de referencia puede ser una muestra normal coincidente, por ejemplo, línea germinal, del mismo 
paciente de quien se deriva el tumor, por ejemplo, con una mutación somática. Una muestra de referencia puede ser 
una muestra de un sujeto sano que no tiene la enfermedad asociada al marcador o una característica de referencia, 
por ejemplo, la característica promedio, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad del marcador de 15 
tipo silvestre en varios sujetos sanos. Una característica de muestra de referencia, por ejemplo, tamaño, secuencia, 
composición o cantidad puede estar compuesta de una característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición 
o cantidad de uno o más marcadores de una base de datos de referencia. Alternativamente, una característica 
"normal", por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o nivel de expresión de un marcador es la característica, por 
ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad del marcador, por ejemplo, gen marcador en células no 20 
tumorales en un entorno o situación de respuesta similar del mismo paciente del que se deriva el tumor. La cantidad 
normal de número de copias de ADN es 2 o diploide, a excepción de genes ligados a X en hombres, donde el 
número normal de copias de ADN es 1. 
 
"Sobreexpresión" y "subexpresión" de un gen marcador, se refieren a expresión del gen marcador de un paciente en 25 
un nivel mayor o menor (por ejemplo, más de tres mitades, al menos dos veces, al menos tres veces, mayor o menor 
nivel, etc.), respectivamente, que el nivel normal de expresión del gen marcador, por ejemplo, medido por ARNm o 
proteína, en una muestra de ensayo que es mayor que el error estándar del ensayo empleado para evaluar la 
expresión. Un nivel de expresión "significativo" puede referirse a un nivel que satisface o está por encima o por 
debajo de una puntuación predeterminada para un conjunto de genes marcadores según lo determinado por los 30 
métodos proporcionados en el presente documento. 
 
"Complementario" se refiere al concepto amplio de complementariedad de secuencias entre regiones de dos 
cadenas de ácidos nucleicos o entre dos regiones de la misma cadena de ácidos nucleicos. Se sabe que un resto de 
adenina de una primera región de ácido nucleico puede formar enlaces de hidrógeno específicos ("emparejamiento 35 
de bases") con un resto de una segunda región de ácido nucleico que es antiparalela a la primera región si el resto 
es timina o uracilo. Igualmente, se sabe que un resto de citosina de una primera cadena de ácidos nucleicos puede 
emparejarse con un resto de una segunda cadena de ácidos nucleicos que es antiparalela a la primera cadena si el 
resto es guanina. Una primera región de un ácido nucleico es complementaria a una segunda región del mismo o 
diferente ácido nucleico si, cuando las dos regiones están dispuestas de forma antiparalela, al menos un resto de 40 
nucleótido de la primera región es capaz de emparejarse con un resto de la segunda región. En una realización, la 
primera región comprende una primera porción y la segunda región comprende una segunda porción, de modo que, 
cuando las porciones primera y segunda están dispuestas de forma antiparalela, al menos aproximadamente 50 %, 
al menos aproximadamente 75 %, al menos aproximadamente 90 %, o al menos aproximadamente 95 % o todos los 
restos de nucleótidos de la primera porción son capaces de emparejar bases con restos de nucleótidos en la 45 
segunda porción. 
 
"Homólogo" como se usa en este documento, se refiere a similitud de secuencia de nucleótidos entre dos regiones 
de la misma cadena de ácidos nucleicos o entre regiones de dos cadenas de ácidos nucleicos diferentes. Cuando 
una posición de resto de nucleótido en ambas regiones está ocupada por el mismo resto de nucleótido, entonces las 50 
regiones son homólogas en esa posición. Una primera región es homóloga a una segunda región si al menos una 
posición de resto de nucleótido de cada región está ocupada por el mismo resto. La homología entre dos regiones se 
expresa en términos de proporción de posiciones de restos de nucleótidos de las dos regiones que están ocupadas 
por el mismo resto de nucleótidos (es decir, por porcentaje de identidad). A modo de ejemplo, una región que tiene la 
secuencia de nucleótidos 5'-ATTGCC-3' y una región que tiene la secuencia de nucleótidos 5'-TATGGC-3' 55 
comparten homología con 50 % de identidad. En una realización, la primera región comprende una primera porción y 
la segunda región comprende una segunda porción, de modo que, al menos aproximadamente 50 %, al menos 
aproximadamente 75 %, al menos aproximadamente 90 %, o al menos aproximadamente 95 % de las posiciones de 
restos de nucleótidos de cada una de las porciones están ocupadas por el mismo resto de nucleótidos. En una 
realización del 100 % de identidad, todas las posiciones de restos de nucleótidos de cada una de las porciones están 60 
ocupadas por el mismo restos de nucleótidos. 
 
A menos que en este documento se especifique lo contrario, los términos "anticuerpo" y "anticuerpos" abarcan en 
general formas de anticuerpos naturales, por ejemplo, anticuerpos policlonales (por ejemplo, IgG, IgA, IgM, IgE) y 
anticuerpos monoclonales y recombinantes como anticuerpos monocatenarios, proteínas de dos y múltiples 65 
cadenas, quimérico, injertado con CDR, anticuerpos humanos y humanizados y anticuerpos multiespecíficos, así 
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como fragmentos y derivados de todo lo anterior, fragmentos (por ejemplo, los dAb, scFv, Fab, F(ab)'2, Fab') y 
derivados que tienen al menos un sitio de unión antigénica. Los derivados de anticuerpos pueden comprender una 
proteína o resto químico conjugado con un anticuerpo. El término "anticuerpo" también incluye variantes sintéticas y 
genéticamente modificadas. 
 5 
Un "kit" es cualquier artículo de fabricación (por ejemplo, un envase o recipiente) que comprende al menos un 
reactivo, por ejemplo, una sonda, para detectar específicamente un marcador o conjunto de marcadores de la 
invención. El artículo de fabricación puede ser promovido, repartido, vendido u ofrecido para venta como una unidad 
para realizar, por ejemplo, in vitro, los métodos de la presente invención, por ejemplo, en una muestra obtenida de 
un paciente. Los reactivos incluidos en dicho kit pueden comprender al menos una sonda de ácido nucleico y, 10 
opcionalmente, uno o más cebadores y/o anticuerpos para usar en la detección de características de marcadores, 
por ejemplo, tamaño, composición o cantidad de secuencia, por ejemplo, expresión. Además, un kit de la presente 
invención puede contener instrucciones que describen un ensayo de detección adecuado. Tal kit se puede usar 
convenientemente, por ejemplo, en un entorno de ensayos clínicos o contractuales, para generar información, por 
ejemplo, en niveles de expresión, característica, por ejemplo, tamaño, secuencia o composición de uno o más 15 
marcadores, para registrar, almacenar, transmitir o recibir para permitir el diagnóstico, evaluación o tratamiento de 
pacientes que presentan síntomas de cáncer, en particular pacientes que exhiben la posible presencia de un cáncer 
capaz de tratamiento con terapia de inhibición de NAE, incluyendo, por ejemplo, cánceres hematológicos por 
ejemplo, mielomas (por ejemplo, mieloma múltiple), linfomas (por ejemplo, linfoma no Hodgkin), leucemias (por 
ejemplo, leucemia mielógena aguda) y tumores sólidos (por ejemplo, tumores de piel, pulmón, mama, ovario, etc.). 20 
 
Los presentes métodos y composiciones están diseñados para uso en diagnóstico y terapéutica para un paciente 
que padece cáncer. Un cáncer o tumor se trata o diagnostica según los métodos actuales. El término "cáncer" o 
"tumor" incluye cualquier crecimiento neoplásico en un paciente, incluyendo un tumor inicial y cualquier metástasis. 
El cáncer puede ser del tipo de tumor hematológico o sólido. Los tumores hematológicos incluyen tumores de origen 25 
hematológico, incluyendo, por ejemplo, mielomas (es decir, mieloma múltiple), leucemias (por ejemplo, Síndrome de 
Waldenstrom, leucemia linfocítica crónica, leucemia mielógena aguda, leucemia mielógena crónica, otras 
leucemias), linfomas (por ejemplo, linfomas de linfocitos B, linfoma no Hodgkin) y síndrome mielodisplásico. Los 
tumores sólidos pueden originarse en órganos e incluyen cánceres como en piel, pulmón, cerebro, mama, próstata, 
ovario, colon, riñón, páncreas, hígado, esófago, estómago, intestino, vejiga, útero, cuello del útero, cabeza y cuello, 30 
sistema nervioso central, hueso, testículos, glándula suprarrenal, etc. El cáncer puede comprender una célula en 
donde un gen marcador tiene una mutación. Como se usa en este documento, células cancerosas, incluyendo 
células tumorales, se refieren a células que se dividen a un ritmo anómalos (aumentado) o cuyo control de 
crecimiento o supervivencia es diferente al de las células en el mismo tejido donde surge o vive la célula cancerosa. 
Las células cancerosas incluyen, pero no se limitan a, células en carcinomas, como carcinoma de células 35 
escamosas, carcinoma de células basales, carcinoma de glándulas sudoríparas, carcinoma de las glándulas 
sebáceas, adenocarcinoma, carcinoma papilar, adenocarcinoma papilar, cistadenocarcinoma, carcinoma medular, 
carcinoma indiferenciado, carcinoma broncogénico, melanoma, carcinoma de células renales, hepatoma-carcinoma 
de células hepáticas, carcinoma del conducto biliar, colangiocarcinoma, carcinoma papilar, carcinoma de células 
transicionales, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, carcinomas mamarios, carcinoma 40 
gastrointestinal, carcinomas de colon, carcinoma de vejiga, carcinoma de próstata, y carcinoma de células 
escamosas de la región del cuello y cabeza; sarcomas, como fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, 
condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordosarcoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, linfangiosarcoma, 
sinoviosarcoma y mesoteliosarcoma; cánceres hematológicos, como mielomas, leucemias (por ejemplo, leucemia 
mielógena aguda, leucemia linfocítica crónica, leucemia granulocítica, leucemia monocítica, leucemia linfocítica), y 45 
linfomas (por ejemplo, linfoma folicular, linfoma de células del manto, linfoma difuso de linfocitos B grandes, linfoma 
maligno, plasmocitoma, sarcoma de células reticulares, o enfermedad de Hodgkin); y tumores del sistema nervioso, 
incluyendo glioma, meningioma, meduloblastoma, schwannoma o epidimoma. 
 
Como se usa en este documento, el término "no invasivo" se refiere a un procedimiento que inflige un daño mínimo a 50 
un sujeto. En el caso de aplicaciones clínicas, un procedimiento de muestreo no invasivo puede realizarse 
rápidamente, por ejemplo, en un entorno sin cita, típicamente sin anestesia y/o sin instrumentos quirúrgicos o sutura. 
Los ejemplos de muestras no invasivas incluyen sangre, suero, saliva, orina, frotis bucales, cultivos de garganta, 
muestras de heces y frotis cervicales. Los análisis de diagnóstico no invasivos incluyen radiografías, resonancia 
magnética, tomografía de emisión de positrones, etc. 55 
 
En este documento se describe la evaluación del resultado para tratamiento de un tumor mediante medición de la 
cantidad de marcadores farmacogenómicos. También se describe la evaluación del resultado por medios no 
invasivos, convenientes o de bajo coste, por ejemplo, de muestras de sangre. Los métodos típicos para determinar 
la extensión del cáncer o el resultado de un tumor hematológico, por ejemplo, linfoma, leucemia, por ejemplo, 60 
leucemia mielógena aguda, mieloma (por ejemplo, mieloma múltiple) pueden emplear biopsia de médula ósea para 
recoger tejido para genotipo o fenotipo, por ejemplo, análisis histológico. La invención proporciona métodos para 
determinar, evaluar, asesorar o proporcionar un régimen de terapia apropiado para tratar un tumor o controlar una 
enfermedad en un paciente. La monitorización de un tratamiento utilizando los kits y métodos desvelados en este 
documento puede identificar el potencial de resultados desfavorables y permitir su prevención y, por tanto, un ahorro 65 
en morbilidad, mortalidad y costes de tratamiento mediante ajuste del régimen terapéutico, cese de terapia o uso de 
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terapia alternativa. 
 
La expresión "muestra biológica" pretende incluir una muestra de paciente, por ejemplo, tejido, células, fluidos 
biológicos y sus aislados, aislado de un sujeto, así como tejidos, células y fluidos presentes en un sujeto y pueden 
obtenerse de un paciente o un sujeto normal. En tumores hematológicos de la médula ósea, por ejemplo, tumores de 5 
mieloma, el análisis primario del tumor se puede realizar en muestras de médula ósea. Sin embargo, algunas células 
tumorales, (por ejemplo, células tumorales clonotípicas, células endoteliales circulantes), son un porcentaje de la 
población celular en sangre completa. Estas células también pueden movilizarse a la sangre durante el tratamiento 
del paciente con factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) en preparación para un trasplante de 
médula ósea, un tratamiento convencional para tumores hematológicos, por ejemplo, leucemias, linfomas y 10 
mielomas. Ejemplos de células tumorales circulantes en mieloma múltiple han sido estudiados, por ejemplo, por 
Pilarski et al. (2000) Blood 95:1056-65 y Rigolin et al. (2006) Blood 107:2531-5. Así, muestras no invasivas, por 
ejemplo, para medición in vitro de marcadores para determinar el resultado del tratamiento, pueden incluir muestras 
de sangre periférica. En consecuencia, las células dentro de sangre periférica pueden analizarse para determinar la 
cantidad de marcadores. Para pacientes con tumores hematológicos, una muestra de referencia, control para 15 
características normales, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad se puede obtener de piel o un 
hisopo bucal del paciente. Para tumores sólidos, una muestra de tumor típica es una biopsia del tumor y, por tanto, 
comprende células tumorales sólidas. Alternativamente, una muestra de células tumorales desprendidas o raspadas 
del sitio tumoral se puede recoger no invasivamente, como en sangre, esputo, un aspirado de pezón, orina, 
deposiciones, frotis cervical, etc. Para tumores sólidos, una muestra de referencia de control para característica 20 
normal, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad se puede obtener de sangre del paciente. 
 
Los recipientes de extracción de sangre pueden comprender un anticoagulante, por ejemplo, heparina o ácido 
etilendiamintetraacético (EDTA), citrato sódico o soluciones de citrato con aditivos para preservar la integridad de la 
sangre, como dextrosa o albúmina o tampones, por ejemplo, fosfato. Si la cantidad de marcador se mide con el nivel 25 
de su ADN en la muestra, se puede añadir un estabilizador de ADN, por ejemplo, un agente que inhibe la ADNsa, a 
la muestra. Si la cantidad de marcador se mide con el nivel de su ARN en la muestra, se puede añadir un 
estabilizador de ARN, por ejemplo, un agente que inhibe la ARNasa, a la muestra. Si la cantidad de marcador se 
mide con el nivel de su proteína en la muestra, se puede añadir un estabilizador de proteínas, por ejemplo, un 
agente que inhibe proteasas, a la muestra. Un ejemplo de un recipiente de recolección de sangre son los tubos 30 
PAXGENE® (PREANALYTIX, Valencia, CA), útiles para estabilizar ARN después de extracción de sangre. Las 
muestras de sangre periférica se pueden modificar, por ejemplo, fraccionar, clasificar o concentrar (por ejemplo, para 
dar como resultado muestras enriquecidas con tumor o agotadas de tumor (por ejemplo, para una muestra de 
referencia)). Los ejemplos de muestras modificadas incluyen células de mieloma clonotípico, que puede recogerse, 
por ejemplo, selección negativa, por ejemplo, separación de glóbulos blancos de glóbulos rojos (por ejemplo, 35 
centrifugación diferencial a través de una solución densa de azúcar o polímero (por ejemplo, solución FICOLL® 
(división Amersham Biosciences de GE healthcare, Piscataway, NJ) o solución HISTOPAQUE®-1077, Sigma-Aldrich 
Biotechnology LP y Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO)) y/o selección positiva mediante unión de linfocitos B a un 
agente de selección (por ejemplo, un reactivo que se une a una célula tumoral o marcador progenitor mieloide, como 
CD34, CD38, CD138, o CD133, para aislamiento directo (por ejemplo, la aplicación de un campo magnético a 40 
soluciones de células que comprenden perlas magnéticas (por ejemplo, de Miltenyi Biotec, Auburn, CA) que se unen 
a los marcadores de linfocitos B) o clasificación celular activada por fluorescencia). 
 
Alternativamente, se puede analizar una línea celular tumoral, por ejemplo, OCI-Ly3, célula OCI-Ly10 (Alizadeh et al. 
(2000) Nature 403:503-511), una célula RPMI 6666, una célula SUP-B15, una célula KG-1, una célula CCRF-SB, 45 
una célula 8ES, una célula Kasumi-1, una célula Kasumi-3, una célula BDCM, una célula HL-60, una célula Mo-B, 
una célula JM1, una célula GA-10 o un linfoma de linfocitos B (por ejemplo, BC-3) o una línea celular o una colección 
de líneas celulares tumorales (véase, por ejemplo, McDermott et al. (2007) PNAS 104:19936-19941 o identificación 
del perfil de células tumorales anticáncer ONCOPANEL™ (Ricerca Biosciences, Bothell, WA)). Un experto en la 
materia puede seleccionar y obtener fácilmente las células apropiadas (por ejemplo, de la Colección Americana de 50 
Cultivos Tipo (ATCC®), Manassas, VA) que se utilizan en el presente método. Si las composiciones o métodos se 
utilizan para predecir el resultado del tratamiento en un paciente o controlar la eficacia de un protocolo terapéutico, 
entonces una muestra de tejido o sangre obtenida del paciente que se está tratando es una fuente útil de células o 
gen marcador o productos genéticos para un ensayo. 
 55 
La muestra, por ejemplo, tumor, por ejemplo, biopsia o médula ósea, sangre o sangre modificada, (por ejemplo, que 
comprende células tumorales) y/o la referencia, por ejemplo, control combinado (por ejemplo, línea germinal), la 
muestra puede someterse a una variedad de técnicas de preparación y almacenamiento postcolección bien 
conocidas (por ejemplo, extracción de ácido nucleico y/o proteína, fijación, almacenamiento, congelación, 
ultrafiltración, concentración, evaporación, centrifugación, etc.) antes de evaluar la cantidad del marcador en la 60 
muestra. 
 
En una realización, el estado mutacional de un gen marcador, por ejemplo, una mutación en un marcador se puede 
identificar secuenciando un ácido nucleico, por ejemplo, un ADN, ARN, ADNc o una proteína correlacionada con el 
gen marcador. Existen varios métodos de secuenciación conocidos en la técnica para secuenciar ácidos nucleicos. 65 
Un cebador de ácido nucleico puede diseñarse para unirse a una región que comprende un sitio de mutación 
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potencial o puede diseñarse para complementar la secuencia mutada en lugar de la secuencia de tipo silvestre. Los 
pares de cebadores pueden diseñarse para agrupar una región que comprende una mutación potencial en un gen 
marcador. Se puede usar un cebador o un par de cebadores para secuenciar una o ambas cadenas de ADN 
correspondientes al gen marcador. Se puede usar un cebador junto con una sonda, por ejemplo, una sonda de ácido 
nucleico, por ejemplo, una sonda de hibridación, para amplificar una región de interés antes de la secuenciación 5 
para aumentar las cantidades de secuencia para detección de una mutación en un gen marcador. Los ejemplos de 
regiones que pueden secuenciarse incluyen un gen completo, transcripciones del gen y un fragmento del gen o la 
transcripción, por ejemplo, uno o más de exones o regiones no traducidas. Ejemplos de mutaciones para selección 
de cebadores y análisis de secuencia o composición se pueden encontrar en bases de datos públicas que recopilan 
información sobre mutaciones, como COSMIC y dbGaP. Algunas mutaciones de genes marcadores como NF2, 10 
SMAD, KDM6A o FBXW7 se enumeran en las Tablas 8-11 en los Ejemplos como ejemplos de mutaciones que 
pueden estar asociadas con sensibilidad a inhibición de NAE, por ejemplo, inhibición por sulfamatos de 1-metilo, por 
ejemplo, MLN4924. 
 
Los métodos de secuenciación son conocidos por un experto en la materia. Ejemplos de métodos incluyen el método 15 
Sanger, el método SEQUENOM™ y métodos de secuenciación de próxima generación (NGS). El método Sanger, 
que comprende el uso de electroforesis, por ejemplo, electroforesis capilar para separar fragmentos de ADN 
marcados con cebador alargado, puede automatizarse para aplicaciones de alto rendimiento. La secuenciación de 
extensión del cebador puede realizarse después de amplificación por PCR de las regiones de interés. El software 
puede ayudar con llamadas de base de secuencia y con identificación de mutación. El análisis de secuenciación 20 
SEQUENOM™ MASSARRAY® (San Diego, CA) es un método de espectrometría de masas que compara la masa 
real con la masa esperada de fragmentos particulares de interés para identificar mutaciones. La tecnología NGS 
(también llamada "secuenciación masiva paralela" y "secuenciación de segunda generación") en general 
proporciona un rendimiento mucho mayor que los métodos anteriores y utiliza una variedad de enfoques (revisado 
en Zhang et al. (2011) J. Genet. Genomics 38:95-109 y Shendure y Hanlee (2008) Nature Biotech. 26:1135-1145). 25 
Los métodos NGS pueden identificar mutaciones de baja frecuencia en un marcador en una muestra. Algunos 
métodos NGS (véase, por ejemplo, secuenciador genómico GS-FLX (Roche Applied Science, Branford, CT), 
analizador genómico (Illumina, Inc. San Diego, CA) analizador SOLID™ (Applied Biosystems, Carlsbad, CA), 
Polonator G.007 (Dover Systems, Salem, NH), HELISCOPE™ (Helicos Biosciences Corp., Cambridge, MA)) usan 
secuenciación de matriz cíclica, con o sin amplificación clonal de productos de PCR separados espacialmente en 30 
una celda de flujo y varios esquemas para detectar el nucleótido modificado marcado que se incorpora por la enzima 
de secuenciación (por ejemplo, polimerasa o ligasa). En un método NGS, los pares de cebadores pueden usarse en 
reacciones de PCR para amplificar regiones de interés. Las regiones amplificadas se pueden ligar en un producto 
concatenado. Las bibliotecas clonales se generan en la celda de flujo a partir de la PCR o los productos ligados y se 
amplifican aún más (PCR "puente" o "agrupación") para secuenciación de un solo extremo a medida que la 35 
polimerasa añade una base terminada reversiblemente, etiquetada que se muestra en uno de los cuatro canales, 
dependiendo de la identidad de la base etiquetada y luego eliminada para el siguiente ciclo. El software puede 
ayudar en la comparación con secuencias genómicas para identificar mutaciones. 
 
La composición de proteínas y ácidos nucleicos puede determinarse de muchas maneras conocidas en la técnica, 40 
como tratándolos de maneras que se escinden, degradan o ingieren y luego analizando los componentes. 
Espectrometría de masas, electroforesis y cromatografía pueden separar y definir componentes para comparación. 
Las mutaciones que causan deleciones o inserciones pueden identificarse por diferencias de tamaño o carga en 
estos métodos. La digestión de proteína o digestión de ácido nucleico con enzima de restricción puede revelar 
diferentes patrones de fragmentos después de algunas mutaciones. Los anticuerpos que reconocen aminoácidos 45 
mutantes particulares en sus contextos estructurales pueden identificar y detectar estas mutaciones en las muestras 
(véase a continuación). 
 
En una realización, ADN, por ejemplo, el ADN genómico correspondiente al marcador de tipo silvestre o mutado 
puede analizarse en formatos tanto in situ como in vitro en una muestra biológica utilizando métodos conocidos en la 50 
técnica. El ADN puede aislarse directamente de la muestra o aislarse después de aislar otro componente celular, por 
ejemplo, ARN o proteína. Hay kits disponibles para aislamiento de ADN, por ejemplo, Kit Micro ADN QIAAMP® 
(Qiagen, Valencia, CA). El ADN también puede amplificarse usando tales kits. 
 
En otra realización, el ARNm correspondiente al marcador puede analizarse en formatos tanto in situ como in vitro 55 
en una muestra biológica utilizando métodos conocidos en la técnica. En los Ejemplos se incluye un ejemplo de un 
método para medir el nivel de expresión. Por ejemplo, se puede usar una sonda de ácido nucleico para hibridarse 
con un marcador y se puede medir la cantidad de sonda hibridada. Muchos métodos de detección de expresión usan 
ARN aislado. Para métodos in vitro, para la purificación de ARN de las células tumorales se puede utilizar cualquier 
técnica de aislamiento de ARN que no seleccione contra aislamiento de ARNm (véase, por ejemplo., Ausubel et al., 60 
ed., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York 1987-1999). Adicionalmente, se pueden 
procesar fácilmente grandes cantidades de muestras de tejido utilizando técnicas bien conocidas por los expertos en 
la materia, como, por ejemplo, el proceso de aislamiento de ARN de una sola etapa de Chomczynski (1989, Patente 
de Estados Unidos N.º 4.843.155). El ARN puede aislarse utilizando procedimientos convencionales (véase, por 
ejemplo, Chomczynski y Sacchi (1987) Anal. Biochem. 162:156-159), soluciones (por ejemplo, trizol, TRI 65 
REAGENT® (Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH; véase Patente de Estados Unidos N.º 5.346.994) o 
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kits (por ejemplo, un kit de aislamiento QIAGEN® Group RNEASY® (Valencia, CA) o el sistema de aislamiento de 
ARN total LEUKOLOCK™, división Ambion de Applied Biosystems, Austin, TX). 
 
Para eliminar el ADN de las muestras de ARN se pueden usan etapas adicionales. La lisis celular se puede lograr 
con un detergente no iónico, seguido de microcentrifugación para eliminar los núcleos y, por tanto, la mayor parte del 5 
ADN celular. Posteriormente, el ADN puede aislarse de los núcleos para el análisis de ADN. En una realización, el 
ARN se extrae de células de diversos tipos de interés usando lisis con tiocianato de guanidinio seguido de 
centrifugación con CsCl para separar el ARN del ADN (Chirgwin et al. (1979) Biochemistry 18:5294-99). El 
Poli(A)+ARN se selecciona mediante selección con oligo-dT celulosa (véase Sambrook et al. (1989) Molecular 
Cloning-A Laboratory Manual (2ª ed.), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.). Alternativamente, 10 
la separación del ARN del ADN se puede lograr mediante extracción orgánica, por ejemplo, con fenol caliente o 
fenol/cloroformo/alcohol isoamílico. Si se desea, se pueden añadir inhibidores de ARNasa al tampón de lisis. 
Igualmente, para ciertos tipos de células, puede ser deseable añadir al protocolo una etapa de 
desnaturalización/digestión de proteínas. Para muchas aplicaciones, es deseable enriquecer el ARNm con respecto 
a otros ARN celulares, como ARN de transferencia (ARNt) y ARN ribosómico (ARNr). La mayoría de los ARNm 15 
contienen una cola de poli(A) en su extremo 3'. Esto les permite enriquecerse mediante cromatografía de afinidad, 
por ejemplo, usando oligo(dT) o poli(U) acoplado a un soporte sólido, como medio de celulosa o SEPHADEX.R™. 
(Véase Ausubel et al. (1994) Current Protocols In Molecular Biology, vol. 2, Current Protocols Publishing, Nueva 
York). Una vez unido, el poli(A)+ARNm se eluye de la columna de afinidad usando EDTA 2 mM/SDS al 0,1 %. 
 20 
La característica de un marcador de la invención en una muestra biológica, por ejemplo, después de obtener una 
muestra biológica (por ejemplo, una muestra de médula ósea, una biopsia tumoral o una muestra de referencia) de 
un sujeto de ensayo, puede evaluarse mediante cualquiera de una amplia variedad de métodos bien conocidos para 
detectar o medir la característica, por ejemplo, de un ácido nucleico (por ejemplo, ARN, ARNm, ADN genómico o 
ADNc) y/o proteína traducida. Los ejemplos no limitantes de tales métodos incluyen métodos inmunológicos para 25 
detección de secreciones, superficie celular, proteínas citoplasmáticas o nucleares, métodos de purificación de 
proteínas, ensayos de función o actividad proteica, métodos de hibridación de ácido nucleico, métodos de 
transcripción inversa de ácido nucleico y métodos de amplificación de ácido nucleico. Estos métodos incluyen la 
tecnología de matriz genética/chip, RT-PCR, ensayos de expresión génica TAQMAN® (Applied Biosystems, Foster 
City, CA), por ejemplo, en condiciones de laboratorio aprobadas por GLP, hibridación in situ, inmunohistoquímica, 30 
inmunotransferencia, FISH (hibridación in situ con fluorescencia), análisis FACS, transferencia Northern, 
transferencia Southern, Chips de perlas para análisis de ADN INFINIUM® (Illumina, Inc., San Diego, CA), PCR 
cuantitativa, matrices de cromosomas artificiales bacterianos, matrices de polimorfismo de un solo nucleótido (SNP) 
(Affymetrix, Santa Clara, CA) o análisis citogenéticos. Los métodos de detección de la invención pueden usarse así 
para detectar ARN, ARNm, proteína, ADNc, o ADN genómico, por ejemplo, en una muestra biológica tanto in vitro 35 
como in vivo. Además, las técnicas in vivo para detección de un polipéptido o ácido nucleico correspondiente a un 
marcador de la invención incluyen introducir en un sujeto una sonda marcada para detectar el biomarcador, por 
ejemplo, un ácido nucleico complementario a la transcripción de un biomarcador o un anticuerpo marcado, receptor 
de Fc o antígeno dirigido contra el polipéptido, por ejemplo, marcador tipo silvestre o mutante. Por ejemplo, el 
anticuerpo puede marcarse con un isótopo radiactivo cuya presencia y ubicación en un sujeto puede detectarse 40 
mediante técnicas de imagen convencionales. Estos ensayos se pueden realizar de varias maneras. Un expertos 
puede seleccionar entre estos u otros métodos apropiados y disponibles basados en la naturaleza de los 
marcadores, muestra de tejido y mutación en cuestión. Algunos métodos se describen con más detalle en secciones 
posteriores. Diferentes métodos o combinaciones de métodos podrían ser apropiados en diferentes casos o, por 
ejemplo en diferentes tipos de tumores o poblaciones de pacientes. 45 
 
Las técnicas in vitro para detección de un polipéptido correspondiente a un marcador de la invención incluyen 
ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), transferencias Western, matriz de proteínas, 
inmunoprecipitaciones e inmunofluorescencia. En tales ejemplos, la expresión de un marcador se evalúa usando un 
anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo radiomarcado, marcado con cromóforo, marcado con fluoróforo o marcado 50 
con enzima), un derivado de anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo conjugado con un sustrato o con la proteína o 
ligando de un par proteína-ligando (por ejemplo, biotina-estreptavidina)), o un fragmento de anticuerpo (por ejemplo, 
un anticuerpo de cadena sencilla, un dominio hipervariable de anticuerpo aislado, etc.) que se une específicamente 
con una proteína marcadora o fragmento de la misma, por ejemplo, una proteína o fragmento que comprende una 
región que puede mutar o una parte que comprende una secuencia mutada, o un resto mutado en su contexto 55 
estructural, incluyendo una proteína marcadora que ha sufrido toda o una parte de su modificación postraduccional 
normal. Un anticuerpo puede detectar una proteína con una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que 
consiste en SEQ ID NO: 3, 6, 10, 11, 14, 17, 20 y 23. Alternativamente, un anticuerpo puede detectar una proteína 
mutada con una secuencia de aminoácidos variante seleccionada del grupo que consiste en un mutante de SEQ ID 
NO: 3, 6, 10, 11, 14, 17, 20 y 23. Los restos enumerados como mutados en bases de datos públicas como COSMIC 60 
de dbGaP pueden prepararse en composiciones inmunogénicas para generación de anticuerpos que reconocerán y 
se unirán específicamente a los restos mutantes. Otro método puede emplear pares de anticuerpos, en donde uno 
del par se uniría a una proteína marcadora cadena arriba, es decir, N-terminal a la región de mutación esperada, por 
ejemplo, sin sentido o deleción y el otro del par se uniría a la proteína cadena abajo. La proteína de tipo silvestre se 
uniría a ambos anticuerpos del par, pero una proteína con una mutación sin sentido o deleción se uniría solo al 65 
anticuerpo N-terminal del par. Un ensayo como un ensayo ELISA en sándwich podría detectar una pérdida de 
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cantidad de la proteína de tipo silvestre en la muestra tumoral, por ejemplo, en comparación con la muestra de 
referencia, o un ELISA convencional compararía los niveles de unión de los anticuerpos para inferir que una 
mutación está presente en una muestra tumoral. 
 
Los métodos indirectos para determinar la cantidad o funcionalidad de un marcador de proteína también incluyen la 5 
medición de la actividad de la proteína. Por ejemplo, una muestra, o una proteína aislada de la muestra o expresada 
a partir de ácido nucleico aislado, clonado o amplificado a partir de la muestra se puede evaluar para actividad de la 
proteína marcadora. La actividad de NF2 se puede medir por su capacidad para asociarse con compañeros de 
unión, por ejemplo, en un ensayo sin células o en un ensayo basado en células. En un ejemplo, se puede medir la 
capacidad de NF2 para unirse a membranas de glóbulos rojos o p55/MPPl (Seo et al. (2009) Exp. Biol. Med. 10 
234:255-262). En otro ejemplo, la actividad de SMAD4 se puede medir por su actividad en transducción de señales, 
por ejemplo, en un ensayo sin células o en un ensayo basado en células. En un ejemplo, se puede medir el estado 
de fosforilación de SMAD4, la unión de SMAD4 al ADN en un elemento de unión a Smad, por ejemplo, en un ensayo 
de desplazamiento de gel o en un ensayo indicador (véase, por ejemplo, Kuang y Chen (2004) Oncogene 23:1021-
1029), pueden medirse o la translocación de SMAD4 entre el núcleo y el citoplasma puede visualizarse y 15 
cuantificarse en imágenes celulares. En otro ejemplo, la actividad de KDM6A se puede medir por su capacidad para 
desmetilar proteínas, por ejemplo, histonas. Por ejemplo, un ensayo puede medir el nivel de desmetilación de la 
lisina 27 de la histona 3 (Hong et al. (2007) PNAS 104:18439-18444). En otro ejemplo, la actividad de FBXW7 se 
puede medir por su capacidad para unirse a la ciclina E o asociarse al complejo de Skp-culina-caja F ubiquitina 
ligasa. En otro ejemplo, la actividad de TP53 se puede medir por la capacidad de unirse al ADN o formar tetrámeros. 20 
 
En una realización, la expresión de un marcador se evalúa preparando ARNm/ADNc (es decir, un polinucleótido 
transcrito) de las células en una muestra de paciente, e hibridando el ARNm/ADNc con un polinucleótido de 
referencia, por ejemplo, una sonda de ácido nucleico aislada, por ejemplo, una sonda de hibridación, que es un 
complemento de un ácido nucleico marcador, o un fragmento del mismo. El ADNc puede, opcionalmente, 25 
amplificarse usando cualquiera de una variedad de métodos de reacción en cadena de la polimerasa antes de la 
hibridación con el polinucleótido de referencia. La expresión de uno o más marcadores también se puede detectar 
utilizando PCR cuantitativa para evaluar el nivel de expresión del marcador(es). Un ejemplo del uso de medir los 
niveles de ARNm es que una mutación inactivadora en un gen marcador puede dar como resultado un nivel alterado 
de ARNm en una célula. El nivel puede sobrerregularse debido a la producción de proteínas de señalización de 30 
retroalimentación en vista de la proteína no funcional o ausente o desregularse debido a la inestabilidad de una 
secuencia de ARNm alterada. Alternativamente, cualquiera de los muchos métodos conocidos para detectar 
mutaciones o variantes (por ejemplo, polimorfismos de un solo nucleótido, deleciones, etc., discutido anteriormente) 
de un marcador de la invención puede usarse para detectar la aparición de una mutación en un gen marcador en un 
paciente. 35 
 
Un ejemplo de medición directa es la cuantificación de transcripciones. Como se usa en este documento, el nivel o 
cantidad de expresión se refiere a la cantidad absoluta de expresión de un ARNm codificado por el marcador o la 
cantidad absoluta de expresión de la proteína codificada por el marcador. Como alternativa a hacer determinaciones 
basadas en la cantidad de expresión absoluta de los marcadores seleccionados, las determinaciones pueden 40 
basarse en cantidades de expresión normalizadas. La cantidad de expresión se puede normalizar corrigiendo el nivel 
de expresión absoluto de un marcador al comparar su expresión con la expresión de un marcador de control que no 
es un marcador, por ejemplo, en una función de mantenimiento que se expresa constitutivamente. Los marcadores 
adecuados para normalización también incluyen genes constitutivos, como el gen de actina o microglobulina beta-2. 
Los marcadores de referencia para fines de normalización de datos incluyen marcadores que se expresan 45 
ubicuamente y/o cuya expresión no está regulada por oncogenes. En la técnica se conoce genes expresados 
constitutivamente y pueden identificarse y seleccionarse según el tejido relevante y/o la situación del paciente y los 
métodos de análisis. Dicha normalización permite comparar el nivel de expresión en una muestra, a otra muestra, 
por ejemplo, entre muestras de diferentes tiempos o diferentes sujetos. Además, el nivel de expresión se puede 
proporcionar como nivel de expresión relativo. El valor de referencia de una muestra de ADN genómico, por ejemplo, 50 
número de copias diploides, puede determinarse midiendo cantidades en células de sujetos sin tumor o en células 
no tumorales del paciente. Para determinar una cantidad relativa de un marcador o conjunto de marcadores, la 
cantidad del marcador o conjunto de marcadores se determina para al menos 1, o 2, 3, 4, 5 o más muestras, por 
ejemplo, 7, 10, 15, 20 o 50 o más muestras para establecer un valor de referencia, antes de determinar el nivel de 
expresión para la muestra en cuestión. Para establecer una medición de referencia, se determina la cantidad o nivel 55 
medio de cada uno de los marcadores o conjuntos de marcadores analizados en el mayor número de muestras y 
esto se usa como nivel de expresión de referencia para biomarcadores o conjuntos de biomarcadores en cuestión. 
La cantidad del marcador o conjunto de marcadores determinada para la muestra de ensayo (por ejemplo, nivel 
absoluto de expresión) se divide entre el valor de referencia obtenido para ese marcador o conjunto de marcadores. 
Esto proporciona una cantidad relativa y ayuda a identificar niveles anómalos de actividad de la proteína marcadora. 60 
 
Las sondas basadas en la secuencia de una molécula de ácido nucleico de la invención pueden usarse para 
detectar transcripciones o secuencias genómicas correspondientes a uno o más marcadores de la invención. La 
sonda puede comprender un grupo marcador unido a la misma, por ejemplo, un radioisótopo, un compuesto 
fluorescente, una enzima o un cofactor enzimático. Tales sondas se pueden usar como parte de un kit de ensayo de 65 
diagnóstico para identificar células o tejidos que expresan la proteína, como midiendo los niveles de una molécula de 
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ácido nucleico que codifica la proteína en una muestra de células de un sujeto, por ejemplo, detectar niveles de 
ARNm o determinar si un gen que codifica la proteína ha sido mutado o eliminado. 
 
Además de las secuencias de nucleótidos descritas en los registros de bases de datos descritos en este documento, 
los expertos en la materia observarán que los polimorfismos de la secuencia de ADN que conducen a cambios en la 5 
secuencia de aminoácidos pueden existir dentro de una población (por ejemplo, la población humana). Tales 
polimorfismos genéticos pueden existir entre individuos dentro de una población debido a la variación alélica natural. 
Un alelo es uno de un grupo de genes que ocurren alternativamente en un locus genético dado. Además, se 
observará que también pueden existir polimorfismos de ADN que afectan los niveles de expresión de ARN que 
pueden afectar el nivel de expresión general de ese gen (por ejemplo, afectando regulación o degradación). 10 
 
Los cebadores o sondas de ácido nucleico comprenden una secuencia de nucleótidos complementaria a un 
marcador específico o una región mutada del mismo y son de longitud suficiente para hibridarse selectivamente con 
un gen marcador o ácido nucleico asociado con un gen marcador, por ejemplo, pueden unirse al ácido nucleico con 
especificidad de secuencia de bases y permanecer unidos, después del lavado. Se pueden usar cebadores y sondas 15 
para ayudar en el aislamiento y secuenciación de ácidos nucleicos marcadores. En una realización, el cebador o la 
sonda de ácido nucleico, por ejemplo, un oligonucleótido sustancialmente purificado, un ácido nucleico aislado, 
comprende una región que tiene una secuencia de nucleótidos que se hibrida, por ejemplo, bajo condiciones 
estrictas, a aproximadamente 6, 8, 10, 12, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 75, 100, 200, 350, 500 o más nucleótidos 
consecutivos de un gen marcador o una región que comprende una mutación en un marcador gen o transcripción del 20 
mismo o un complemento. En otra realización, la sonda de cebador o ácido nucleico es capaz de hibridarse con un 
ácido nucleico marcador que comprende una secuencia de nucleótidos de cualquier secuencia establecida en 
cualquiera de SEQ ID NOs: 1, 2, 4, 5, 7, 8, 9, 12, 13, 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24, 25 o una secuencia en el cromosoma 
22q del par de bases 29999545 a 30094589, cromosoma 18q del par de bases 48556583 a 48611412, cromosoma 
Xp del par de bases 44732423 a 44971847, cromosoma 4q del par de bases 153242410 a 153456172, cromosoma 25 
17p del par de bases 7571720 a 7590868, cromosoma 9p del par de bases 21967751 a 21994490, o un 
complemento de cualquiera de los anteriores. Por ejemplo, una sonda de cebador o ácido nucleico que comprende 
una secuencia de nucleótidos de al menos aproximadamente 10 nucleótidos consecutivos, al menos 
aproximadamente 15 nucleótidos consecutivos, al menos aproximadamente 25 nucleótidos consecutivos, al menos 
aproximadamente 35 nucleótidos consecutivos, al menos aproximadamente 50 nucleótidos consecutivos, o que 30 
tienen de aproximadamente 15 a aproximadamente 20 nucleótidos establecidos en cualquiera de SEQ ID NOs: 1, 2, 
4, 5, 7, 8, 9, 12, 13, 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24, 25 o una secuencia en el cromosoma 22q del par de bases 29999545 
a 30094589, cromosoma 18q del par de bases 48556583 a 48611412, cromosoma Xp del par de bases 44732423 a 
44971847, cromosoma 4q del par de bases 153242410 a 153456172, cromosoma 17p del par de bases 7571720 a 
7590868, la invención proporciona el cromosoma 9p del par de bases 21967751 a 21994490, o un complemento de 35 
cualquiera de los anteriores. Los cebadores o sondas de ácido nucleico que tienen una secuencia de más de 
aproximadamente 25, 40 o 50 nucleótidos también están dentro del alcance de la invención. En otra realización, una 
sonda de cebador o ácido nucleico puede tener una secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, 80 % u 85 %, o al 
menos, 90 %, 95 % o 97 % idéntica a la secuencia de nucleótidos de cualquier secuencia establecida en cualquiera 
de SEQ ID NOs: 1, 2, 4, 5, 7, 8, 9, 12, 13, 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24, 25 o una secuencia en el cromosoma 22q del 40 
par de bases 29999545 a 30094589, cromosoma 18q del par de bases 48556583 a 48611412, cromosoma Xp del 
par de bases 44732423 a 44971847, cromosoma 4q del par de bases 153242410 a 153456172, cromosoma 17p del 
par de bases 7571720 a 7590868, cromosoma 9p del par de bases 21967751 a 21994490, o un complemento de 
cualquiera de los anteriores. Los análogos de ácido nucleico pueden usarse como sitios de unión para hibridación. 
Un ejemplo de un análogo de ácido nucleico adecuado es el ácido nucleico peptídico (véase, por ejemplo, Egholm et 45 
al., Nature 363:566 568 (1993); Pat. de Estados Unidos N.º 5.539.083). 
 
En algunas realizaciones, la sonda de ácido nucleico puede diseñarse para unirse a la secuencia de tipo silvestre, 
entonces la presencia de una mutación en esa región puede causar una disminución, por ejemplo, disminución 
mensurable, en unión o hibridación por esa sonda. En otra realización, una sonda de ácido nucleico puede diseñarse 50 
para unirse a una secuencia mutante, entonces la presencia de una mutación en esa región puede causar un 
aumento en la unión o hibridación por esa sonda. En otras realizaciones, se puede diseñar un conjunto de sonda y 
cebador o un par de cebadores para agrupar una región en un marcador que puede tener una mutación, de modo 
que la amplificación basada en ese conjunto o par puede dar como resultado ácidos nucleicos que se pueden 
secuenciar para identificar la mutación. 55 
 
Los cebadores o las sondas de ácido nucleico se pueden seleccionar utilizando un algoritmo que tiene en cuenta las 
energías de unión, composición base, complejidad de secuencia, energías de unión de hibridación cruzada y 
estructura secundaria (véase Friend et al. publicaciónde patente internacional WO 01/05935, publicada el 25 de 
enero de 2001; Hughes et al., Nat. Biotech. 19:342-7 (2001). Los cebadores útiles o las sondas de ácido nucleico de 60 
la invención se unen a secuencias que son únicas para cada transcripción, por ejemplo, regiones mutadas diana y 
pueden usarse en PCR para amplificar, detectar y secuenciar solo ese ácido nucleico particular, por ejemplo, 
transcripción o transcripción mutada. Ejemplos de algunas mutaciones de genes marcadores, por ejemplo, NF2, 
SMAD4, KDM6A y FBXW7 se encuentran en las Tablas de los Ejemplos (Tablas 8-11). Otras mutaciones se 
describen en los artículos de referencia citados en este documento y en bases de datos públicas descritas en este 65 
grupo. Un experto puede diseñar cebadores y sondas de ácido nucleico para los marcadores desvelados este 
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documento o marcadores relacionados con características similares, por ejemplo,, marcadores en los loci 
cromosómicos, o mutaciones en diferentes regiones del mismo gen marcador descrito en este documento, usando la 
experiencia en la materia, por ejemplo, ajustar el potencial para unión de la sonda de cebador o ácido nucleico a 
secuencias convencionales, mutantes o variantes alélicas manipulando la degeneración o el contenido de GC en el 
cebador o sonda de ácido nucleico. Los programas informáticos que se conocen bien en la técnica son útiles para 5 
diseño de cebadores con la especificidad requerida y las propiedades óptimas de amplificación, como Oligo versión 
5.0 (National Biosciences, Plymouth, MN). Aunque para detectar los marcadores descritos en el presente documento 
y mutantes se pueden usar sondas y cebadores de ácido nucleico perfectamente complementarios, polimorfismos o 
alelos de los mismos, se contemplan desviaciones de la complementariedad completa cuando tales desviaciones no 
impiden que la molécula se hibride específicamente con la región diana. Por ejemplo, un cebador oligonucleotídico 10 
puede tener un fragmento no complementario en su extremo 5', con el resto del cebador siendo complementario a la 
región diana. Alternativamente, los nucleótidos no complementarios se pueden intercalar en la sonda o cebador de 
ácido nucleico siempre que la sonda o cebador resultante todavía sea capaz de hibridarse específicamente con la 
región diana. 
 15 
Una indicación del resultado del tratamiento se puede evaluar estudiando la cantidad de 1 marcador, 2 marcadores, 
3 marcadores o 4 marcadores, o más, por ejemplo, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20 o 25 marcadores, o partes mutadas de los 
mismos, por ejemplo, genes marcadores que participan o interactúan con la ruta de la ligasa culina-RING, por 
ejemplo, supresores tumorales, por ejemplo, que pueden inactivas se por mutación somática en cáncer. Los 
marcadores se pueden estudiar en combinación con otra medida del resultado del tratamiento, por ejemplo, 20 
marcadores bioquímicos (por ejemplo, proteína M en mieloma, marcador de salud renal como proteinuria, niveles 
séricos de proteína C reactiva o citoqueratina 19, fragmento de citoqueratina 21-1 (CYFRA21-1) para NSCLC, 
niveles de orina de fibrinógeno/productos de degradación de fibrinógeno para cáncer de vejiga, niveles de 
catecolaminas en orina o en sangre para neuroblastoma, niveles séricos de antígeno de carbohidrato 19-9 (CA 19-9) 
o perfil metabólico para cáncer de páncreas o niveles sanguíneos de péptidos solubles relacionados con mesotelina 25 
(SMRP) en mesotelioma) o evaluación histológica (por ejemplo, recuento de blastos, número de figuras mitóticas por 
unidad de área, medición de profundidad de invasión de tumores de melanoma, tumores esofágicos o tumores de 
vejiga). 
 
Los métodos estadísticos pueden ayudar a determinar el resultado del tratamiento midiendo la cantidad de 30 
marcadores, por ejemplo, medición de ADN, ARN o proteína. La cantidad de un marcador se puede medir en 
múltiples puntos temporales, por ejemplo, antes del tratamiento, durante el tratamiento, después del tratamiento con 
un agente, por ejemplo, un inhibidor de NAE. Para determinar la progresión del cambio en la expresión de un 
marcador desde un valor de referencia, por ejemplo, con el tiempo, los resultados de la expresión pueden analizarse 
mediante un modelo de regresión lineal de medidas repetidas (Littell, Miliken, Stroup, Wolfinger, Schabenberger 35 
(2006) SAS para modelos mixtos, 2ª edición. SAS Institute, Inc., Cary, NC)): 
 

Ecuación 1 
 

Yijk - Yij0 = Yij0 + tratamientoi + díak + (tratamiento * día)ik + εijk 40 
 
donde Yijk es la expresión transformada log2 (normalizada para genes constitutivos) en el ko día del jo animal en el io 
tratamiento, Yij0 es la expresión transformada log2 del valor de referencia definido (normalizado a los genes 
constitutivos) del jo animal en el io tratamiento, díak se trata como una variable categórica, y εijk es el término de error 
residual. Una matriz de covarianza (por ejemplo, autorregresiva de primer orden, simetría compuesta, ley de 45 
potencia espacial) se puede especificar para modelar las mediciones repetidas en cada animal a lo largo del tiempo. 
Además, cada punto temporal de tratamiento se puede comparar con el mismo punto temporal en el grupo de 
vehículos para probar si el valor del tratamiento fue significativamente diferente del vehículo. 
 
Para analizar los datos se pueden usar otros métodos. Por ejemplo, los valores de expresión relativos podrían 50 
analizarse en lugar del número de ciclo. Estos valores podrían examinarse como veces de cambio o como una 
diferencia absoluta con respecto al valor inicial. Adicionalmente, un análisis de varianza de medidas repetidas 
(ANOVA) se podría usar si las varianzas son iguales en todos los grupos y puntos temporales. El cambio observado 
desde el valor de referencia en el último (u otro) punto temporal podría analizarse utilizando un ensayo t pareado, un 
ensayo exacto de Fisher (valor p = ς P(X=x) de x = 1 al número de situaciones, por ejemplo, mutaciones, probó que 55 
muestra sensibilidad a la inhibición de NAE) para probar la importancia de los datos de tamaños de muestra 
pequeños, o un ensayo de rango con signo de Wilcoxon si los datos no se distribuyen normalmente, para comparar 
si un paciente con tumor era significativamente diferente de un sujeto normal. 
 
Una diferencia en la cantidad de un punto temporal al siguiente o de la muestra tumoral a la muestra normal puede 60 
indicar el pronóstico del resultado del tratamiento. Un nivel de referencia midiendo la expresión en 1, 2, 3, 4 o más 
veces antes del tratamiento, por ejemplo, en el tiempo cero, un día, tres días, una semana y/o dos semanas o más 
antes del tratamiento. Alternativamente, Un nivel de referencia se puede determinar a partir de una serie de sujetos, 
por ejemplo, sujetos normales o pacientes con el mismo estado de salud o trastorno, que no se someten o aún no se 
han sometido al tratamiento, como se ha analizado anteriormente. Alternativamente, se pueden usar valores de 65 
expresión depositados con el programa Omnibus de expresión génica (GEO) en el Centro Nacional de Información 
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Biotecnológica (NCBI, Bethesda, MD). Por ejemplo, los conjuntos de datos de cantidades de expresión de ARNm de 
mieloma muestreados antes de la terapia de inhibición de proteasoma incluyen el número de acceso GEO 
GSE9782, también analizado en Mulligan, et al. (2006) Blood 109:3177-88 y GSE6477, también analizado por Chng 
et al. (2007) Cancer Res. 67:292-9. Para probar el efecto del tratamiento en el tumor, la expresión del marcador se 
puede medir en cualquier momento o varias veces después de algún tratamiento, por ejemplo, después de 1 día, 5 
2 días, 3 días, 5 días, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses y/o 6 o más meses 
de tratamiento. Por ejemplo, la cantidad de un marcador se puede medir una vez después de algún tratamiento, o en 
intervalos múltiples, por ejemplo, 1 semana, 2 semanas, 4 semanas o 2 meses, 3 meses o intervalos más largos 
durante el tratamiento. En algunas realizaciones, la medición de un marcador durante el tratamiento se puede 
comparar con la misma medición del marcador al inicio del estudio. En otras realizaciones, la medición de un 10 
marcador durante el tratamiento se puede comparar con la misma medición de marcador en un punto temporal 
anterior. Por el contrario, para determinar el inicio de la enfermedad progresiva después de suspender la 
administración de un régimen terapéutico, la cantidad del marcador se puede medir en cualquier momento o varias 
veces después, por ejemplo, 1 día, 2 días, 3 días, 5 días, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 1 mes, 2 
meses, 3 meses y/o 6 o más meses después del último tratamiento. La medición de un marcador después del 15 
tratamiento se puede comparar con la misma medición de marcador al final del tratamiento. Un experto en la materia 
determinará el punto temporal o los puntos temporales para evaluar la cantidad del marcador dependiendo de varios 
factores, por ejemplo, la farmacocinética del tratamiento, la duración del tratamiento, farmacodinámica del 
tratamiento, edad del paciente, la naturaleza del trastorno o mecanismo de acción del tratamiento. Una tendencia en 
la dirección negativa o una disminución en la cantidad relativa al valor de referencia o un patrón de expresión 20 
predeterminado de un marcador de sensibilidad a la terapia de inhibición de NAE, por ejemplo, una disminución en 
un marcador de sensibilidad identificado en la Tabla 3, puede indicar una disminución en la respuesta del tumor a la 
terapia, por ejemplo, aumento de la resistencia. Una tendencia hacia un resultado favorable en relación con el valor 
inicial o un patrón de expresión predeterminado de un marcador del resultado del tratamiento indica la utilidad del 
régimen terapéutico o el beneficio continuo de la terapia. Una tendencia hacia un aumento en un marcador de 25 
resistencia, por ejemplo, un aumento en un marcador de resistencia identificado en la Tabla 3, puede indicar un 
resultado desfavorable. 
 
Cualquier marcador, por ejemplo, gen marcador o combinación de marcadores, por ejemplo, genes marcadores de 
la invención, o mutaciones de los mismos, así como cualquier marcador conocido en combinación con los 30 
marcadores, por ejemplo, genes marcadores de la invención, puede usarse en las composiciones, kits y métodos de 
la presente invención. En general, los marcadores se seleccionan por su capacidad tan grande como sea posible 
para juzgar el estado mutacional de un gen marcador para predecir el resultado del tratamiento con inhibidor de 
NAE. Por ejemplo, la elección de los marcadores se selecciona por la mayor diferencia posible entre la 
característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad del marcador en muestras que comprenden 35 
células tumorales y la característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad del mismo marcador 
en células de control. Aunque esta diferencia puede ser tan pequeña como el límite de detección del método para 
evaluar la cantidad del marcador, en otra realización, la diferencia puede ser al menos mayor que el error estándar 
del método de evaluación. En el caso de ARN o cantidad de proteína, una diferencia puede ser al menos 1,5, 2, 3, 4, 
5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 100, 500, 1000 veces o superior. La cantidad "baja" de ARN o proteína puede ser esa 40 
expresión en relación con la media general de las muestras tumorales (por ejemplo, tumor hematológico, por 
ejemplo, mieloma) que es baja. En el caso de la cantidad de ADN, por ejemplo, número de copias, la cantidad es 0, 
1, 2, 3, 4, 5, 6 o más copias. Una eliminación hace que el número de copias sea 0 o 1; una amplificación hace que el 
número de copias sea mayor que 2. La diferencia puede calificarse mediante un nivel de confianza, por ejemplo, p < 
0,05, p < 0,02, p < 0,01 o valor p menor. 45 
 
La medición de más de un marcador, por ejemplo, un conjunto de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 20 o 25 o más 
marcadores puede proporcionar un perfil de expresión o una tendencia indicativa del resultado del tratamiento. En 
algunas realizaciones, el conjunto de marcadores comprende no más de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 20 o 25 
marcadores. En algunas realizaciones, el conjunto de marcadores incluye una pluralidad de loci de cromosomas,, 50 
una pluralidad de genes marcadores, o una pluralidad de marcadores de uno o más genes marcadores (por ejemplo, 
ácido nucleico y proteína, ADN genómico y ARNm, o varias combinaciones de marcadores descritos en este 
documento). El análisis del resultado del tratamiento mediante la evaluación de la cantidad de marcadores en un 
conjunto puede ir acompañado de un método estadístico, por ejemplo, un análisis de votación ponderado que tenga 
en cuenta las variables que pueden afectar la contribución de la cantidad de un marcador en el conjunto a la clase o 55 
tendencia del resultado del tratamiento, por ejemplo, la relación señal-ruido de la medición o la eficacia de 
hibridación para cada marcador. Un conjunto de marcadores, por ejemplo, un conjunto de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 
12, 15, 20 o 25 o más marcadores, puede comprender un cebador, sonda o cebadores para analizar al menos un 
marcador de ADN o ARN descrito en este documento, por ejemplo, un marcador en el cromosoma 22q del par de 
bases 29999545 a 30094589, cromosoma 18q del par de bases 48556583 a 48611412, cromosoma Xp del par de 60 
bases 44732423 a 44971847, cromosoma 4q del par de bases 153242410 a 153456172, cromosoma 17p del par de 
bases 7571720 a 7590868, cromosoma 9p del par de bases 21967751 a 21994490, NF2, SMAD4, KDM6A, FBXW7, 
TP53, CDKN2A, CDKN2A_p14, o un complemento de cualquiera de los anteriores. Un conjunto de marcadores, por 
ejemplo, un conjunto de al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 20 o 25 o más marcadores, puede comprender un 
cebador, sonda o cebadores para detectar al menos uno o al menos dos o más marcadores, o al menos 2, 3, 4, 5, 6, 65 
7, 8, 9, 10, 12, 15, 20 o 25 o más mutaciones en el marcadores por ejemplo, de NF2, SMAD4, KDM6A, TP53, 
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CDKN2A, CDKN2A_p14 y/o FBXW7. En otra realización, un conjunto de marcadores puede comprender marcadores 
para evaluar las características de NF2, SMAD4 y/o KDM6A. En una realización, un conjunto de marcadores para 
cáncer de útero o cuello uterino comprende al menos un marcador para evaluar al menos una característica de 
FBXW7. En una realización, un marcador establecido para cáncer de intestino, mama, pulmón, cabeza y cuello, 
cuello uterino o piel comprende al menos un marcador para evaluar al menos una característica de TP53. En una 5 
realización, un conjunto de marcadores para cáncer de intestino comprende marcadores para evaluar al menos una 
característica de cada uno de TP53 y APC. En una realización, un conjunto de marcadores para cáncer de piel o 
sistema nervioso central comprende al menos un marcador para evaluar al menos una característica de 
CDKN2A_p14. En una realización, un conjunto de marcadores para cáncer de cabeza y cuello o piel comprende al 
menos un marcador para evaluar al menos una característica de CDKN2A. En una realización, un conjunto de 10 
marcadores para cáncer de cabeza y cuello comprende al menos un marcador para evaluar al menos una 
característica de SMAD4. Los conjuntos de marcadores seleccionados pueden ensamblarse a partir de los 
marcadores proporcionados en este documento o seleccionados entre marcadores utilizando métodos 
proporcionados en este documento y métodos análogos conocidos en la técnica. Una forma de calificar un nuevo 
marcador para usar en un ensayo de la invención es correlacionar el número de copias de ADN en una muestra que 15 
comprende células tumorales con diferencias en la expresión (por ejemplo, veces de cambio desde el inicio) de un 
marcador, por ejemplo, un gen marcador. Una forma útil de juzgar la relación es calcular el coeficiente de 
determinación r2, después de resolver para r, el coeficiente de correlación de momento del producto Pearson y/o la 
preparación de un gráfico de mínimos cuadrados, utilizando métodos estadísticos convencionales. Una correlación 
puede analizar el número de copias de ADN frente al nivel de expresión del marcador, por ejemplo, un gen 20 
marcador. Un producto génico se puede seleccionar como marcador si el resultado de la correlación (r2, por 
ejemplo, la pendiente lineal de los datos en este análisis), es al menos 0,1-0,2, al menos 0,3-0,5, o al menos 0,6-0,8 
o superior. Los marcadores pueden variar con una correlación positiva a la respuesta, TTP o supervivencia (es decir, 
cambiar los niveles de expresión de la misma manera que el número de copias, por ejemplo, disminuir cuando 
disminuya el número de copias). Los marcadores que varían con una correlación negativa con el número de copias 25 
(es decir, cambian los niveles de expresión de manera opuesta a los niveles de números de copias, por ejemplo, 
aumentan cuando se reduce el número de copias) proporcionan una determinación incoherente del resultado. 
 
Otra forma de calificar un nuevo marcador para uso en el ensayo sería analizar la expresión de un gran número de 
marcadores en varios sujetos antes y después del tratamiento con un agente de ensayo. Los resultados de la 30 
expresión permiten identificar los marcadores que muestran grandes cambios en una dirección dada después del 
tratamiento en relación con las muestras de pretratamiento. Un modelo de regresión lineal de medidas repetidas se 
puede construir para identificar los genes que muestran cambios o diferencias estadísticamente significativas. Para 
clasificar luego estos genes significativos, se puede calcular el área bajo el cambio de, por ejemplo, valor de 
referencia frente a curva de tiempo. Esto puede dar como resultado una lista de genes que mostrarían los mayores 35 
cambios estadísticamente significativos. Luego se pueden combinar varios marcadores en un conjunto mediante el 
uso de métodos tales como análisis de componentes principales, métodos de agrupamiento (por ejemplo, medias k, 
jerárquico), análisis de varianza multivariante (MANOVA), o técnicas de regresión lineal. Para usar dicho gen (o 
grupo de genes) como marcador, en el conjunto de marcadores se podrían incluir genes que muestran 2, 2,5, 3, 3,5, 
4, 4,5, 5, 7, 10 veces, o más diferencias de expresión de la valor de referencia. Un perfil de expresión, por ejemplo, 40 
un compuesto de las diferencias de nivel de expresión con respecto al valor de referencia o referencia del conjunto 
de marcadores añadidos indicaría la tendencia, por ejemplo, si la mayoría de los marcadores muestran un resultado 
particular, por ejemplo, una diferencia significativa con respecto al valor de referencia o referencia, por ejemplo, 
60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o más marcadores; o más marcadores, por ejemplo, 10 % más, 20 % más, 30 % 
más, 40 % más, muestra un resultado significativo en una dirección que en la otra dirección. 45 
 
En realizaciones cuando las composiciones, kits y métodos de la invención se usan para caracterizar el resultado del 
tratamiento en un paciente, el marcador o conjunto de marcadores de la invención se selecciona de modo que se 
obtenga un resultado significativo en al menos aproximadamente 20 %, al menos aproximadamente 40 %, 60 % u 80 
%, o en prácticamente todos los pacientes tratados con el agente de ensayo. El marcador o conjunto de marcadores 50 
de la invención se puede seleccionar de modo que se obtenga un valor predictivo positivo (VPP) superior a 
aproximadamente 10 % para la población general y se pueda inferir una confianza adicional en un marcador cuando 
el PPV se combina con un ensayo especificidad superior al 80 %. 
 
Agentes terapéuticos 55 
 
Los marcadores y conjuntos de marcadores de la presente invención evalúan la probabilidad de un resultado 
favorable de la terapia (por ejemplo, sensibilidad a un agente terapéutico) en pacientes, por ejemplo, pacientes con 
cáncer, por ejemplo, pacientes con cáncer hematológico (por ejemplo, mieloma múltiple, leucemias, linfoma, etc.) o 
cáncer de tumor sólido (por ejemplo, cáncer de piel como melanoma, cáncer de cabeza y cuello, como cáncer de 60 
esófago, cáncer de vejiga, cáncer de pulmón, como cáncer de pulmón no microcítico (NSCLC), adenocarcinoma de 
pulmón, cáncer del sistema nervioso central, como metástasis pulmonares en el cerebro o neuroblastoma, cáncer de 
páncreas, cáncer de mama, mesotelioma, cáncer de cuello uterino o intestinal como adenocarcinoma de colon o 
recto), basándose en su capacidad de afectar la característica, por ejemplo, composición o cantidad de un marcador 
o marcadores de la invención. Usando esta predicción, las terapias contra el cáncer se pueden evaluar para diseñar 65 
un régimen terapéutico más adecuado para pacientes en cualquier categoría. 
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En particular, los métodos se pueden utilizar para predecir la sensibilidad del paciente a los inhibidores de NAE 
como se describe en secciones anteriores. Los agentes probados en los presentes métodos pueden ser un agente 
único o una combinación de agentes. Los métodos de la invención incluyen la combinación de terapia de inhibición 
de NAE con terapia de inhibición de proteasoma y/u otros agentes adicionales, por ejemplo, seleccionado del grupo 5 
que consiste en agentes quimioterapéuticos. Por ejemplo, los métodos actuales pueden usarse para determinar si un 
solo agente quimioterapéutico, como un inhibidor de NAE (por ejemplo, MLN4924) puede usarse para tratar un 
cáncer o si uno o más agentes deben usarse en combinación con el inhibidor de NAE (por ejemplo, MLN4924). Las 
combinaciones útiles pueden incluir agentes que tienen diferentes mecanismos de acción, por ejemplo, el uso de un 
agente antimitótico en combinación con un agente alquilante y un inhibidor de NAE. 10 
 
Como se usa en este documento, la expresión "inhibidor del proteasoma" se refiere a cualquier sustancia que inhibe 
directamente la actividad enzimática del proteasoma 20S o 26S in vitro o in vivo. En algunas realizaciones, el 
inhibidor del proteasoma es un ácido peptidil borónico. En Adams et al., se describen ejemplos de inhibidores del 
proteasoma del ácido peptidil borónico adecuados para uso en los métodos de la invención, Patentes de Estados 15 
Unidos N.os 5.780.454 (1998), 6.066.730 (2000), 6.083.903 (2000); 6.297.217 (2001), 6.465.433 (2002), 6.548.668 
(2003), 6.617.317 (2003) y 6.747.150 (2004). En algunas realizaciones, el inhibidor del proteasoma del ácido peptidil 
borónico se selecciona del grupo que consiste en: ácido N (4 morfolin)carbonil-β-(1-naftil)-L-alanina-L-leucina 
borónico; ácido N (8 quinolin)sulfonil-β-(1-naftil)-L-alanina-L-alanina-L-leucina borónico; ácido N (pirazin)carbonil-L-
fenilalanina-L-leucina borónico, y ácido N (4 morfolin)-carbonil-[O-(2-piridilmetil)]-L-tirosina-L-leucina borónico. En 20 
una realización particular, el inhibidor del proteasoma es ácido N (pirazin)carbonil-L-fenilalanina-L-leucina borónico 
(bortezomib; VELCADE®; anteriormente conocido como MLN341 o PS-341). Las publicaciones describen el uso de 
los compuestos de éster borónico y ácido borónico desvelados para reducir la tasa de degradación de proteínas 
musculares, para reducir la actividad de NF-kB en una célula, para reducir la tasa de degradación de la proteína p53 
en una célula, para inhibir la degradación de la ciclina en una célula, para inhibir el crecimiento de una célula 25 
cancerosa e inhibir la adhesión celular dependiente de NF-kB. Bortezomib inhibe específica y selectivamente el 
proteasoma al unirse fuertemente (Ki = 0,6 nM) a uno de los sitios activos de la enzima. Bortezomib es 
selectivamente citotóxico y tiene un nuevo patrón de citotoxicidad en ensayos del Instituto Nacional del Cáncer (NCI) 
in vitro e in vivo. Adams J, et al. Cancer Res 59:2615-22. (1999). 
 30 
Adicionalmente, los inhibidores de proteasoma incluyen inhibidores de proteasoma de péptido aldehído (Stein et al., 
Patente de Estados Unidos N.º 5.693.617 (1997); Siman et al., publicación de patente internacional WO 91/13904; 
Iqbal et al., J. Med. Chem. 38:2276-2277 (1995); e Iinuma et al., publicación de patente internacional WO 05/105826, 
inhibidores de proteasoma de peptidil epoxi cetona (Crews et al., Patente de Estados Unidos N.º 6.831.099; Smyth 
et al., publicación de patente internacional WO 05/111008; Bennett et al., publicación de patente internacional WO 35 
06/045066; Spaltenstein et al., Tetrahedron Lett. 37:1343 (1996); Meng, Proc. Natl. Acad. Sci. 96: 10403 (1999); y 
Meng, Cancer Res. 59: 2798 (1999)), inhibidores del proteasoma de alfa-cetoamida (Chatterjee y Mallamo, patentes 
de Estados Unidos N.os 6.310.057 (2001) y 6.096.778 (2000); y Wang et al., Patentes de Estados Unidos N.os 
6.075.150 (2000) y 6.781.000 (2004)), inhibidores de proteasoma de peptidil vinil éster (Marastoni et al., J. Med. 
Chem. 48:5038 (2005), y peptidil vinilsulfona e inhibidores del proteasoma 2-ceto-1,3,4-oxadiazol, como los descritos 40 
en Rydzewski et al., J. Med. Chem. 49:2953 (2006); y Bogyo et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 94:6629 (1997)), 
azapeptoides y (Bouget et al., Bioorg. Med. Chem. 11:4881 (2003); Baudy-Floc'h et al., publicación de patente 
internacional WO 05/030707; y Bonnemains et al., publicación de patente internacional WO 03/018557), 
oligopéptidos de efrapeptina (Papathanassiu, publicación de patente internacional WO 05/115431), lactacistina y 
salinosporamida y análogos de los mismos (Fenteany et al., patentes de Estados UnidosN.os 5.756.764 (1998), 45 
6.147.223 (2000), 6.335.358 (2002) y 6.645.999 (2003); Fenteany et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1994) 91:3358; 
Fenical et al., publicación de patente internacional WO 05/003137; Palladino et al., publicación de patente 
internacional WO 05/002572; Stadler et al., publicación de patente internacional WO 04/071382; Xiao y Patel, 
publicación de patente de Estados Unidos 2005/023162; y Corey, publicación de patente internacional WO 
05/099687). 50 
 
Los agentes terapéuticos adicionales para usar en combinación con un inhibidor de NAE (por ejemplo, MLN4924) en 
los métodos de la invención pueden comprender una clase conocida de agentes terapéuticos que comprenden 
esteroides glucocorticoides. La terapia con glucocorticoides comprende generalmente al menos un agente 
glucocorticoide (por ejemplo, dexametasona). En ciertas aplicaciones de la invención, el agente utilizado en los 55 
métodos de la invención es un agente glucocorticoide. Un ejemplo de un glucocorticoide utilizado en el tratamiento 
de pacientes con mieloma múltiple y otras terapias contra el cáncer es dexametasona. Los glucocorticoides 
adicionales utilizados en el tratamiento de la terapia hematológica y combinada en tumores sólidos incluyen 
hidrocortisona, predisolona, prednisona, y triamcinolona. 
 60 
Otros agentes terapéuticos para usar en combinación con la terapia de inhibición de NAE incluyen agentes 
quimioterapéuticos. Se pretende que un "agente quimioterapéutico" incluya reactivos químicos que inhiben el 
crecimiento de células o tejidos proliferantes en donde el crecimiento de tales células o tejidos es indeseable. 
Agentes quimioterapéuticos como agentes antimetabólicos, por ejemplo, Ara AC, 5-FU y metotrexato, agentes 
antimitóticos, por ejemplo, taxano, vinblastina y vincristina, agentes alquilantes, por ejemplo, melfanlán, Carmustina 65 
(BCNU) y mostaza nitrogenada, inhibidores de la topoisomerasa II, por ejemplo, VW-26, topotecán y bleomicina, 
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agentes de rotura de hebra, por ejemplo, doxorrubicina y mitoxantrona (DHAD), agentes de reticulación, por ejemplo, 
cisplatino y carboplatino (CBDCA), radiación y luz ultravioleta y se conocen bien en la técnica (véase por ejemplo, 
Gilman A.G., et al., The Pharmacological Basis of Therapeutics, 8ª edición, Sec 12:1202-1263 (1990)), y se usan 
típicamente para tratar enfermedades neoplásicas. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos empleados 
generalmente en tratamientos de quimioterapia se enumeran a continuación en la Tabla 2. 5 
 

TABLA 2: Agentes quimioterapéuticos 
CLASE TIPO DE AGENTE NOMBRES GENÉRICOS (OTROS NOMBRES) 

Alquilante 

Mostazas nitrogenadas Mecloretamina (HN2) 
Ciclofosfamida 
Ifosfamida 
Melfalán (L-sarcolisina) 
Clorambucilo 

Etileniminas 
Y metilmelaminas 

Hexametilmelamina 
Tiotepa 

Sulfonatos de alquilo Busulfán 
Alquilante Nitrosoureas Carmustina (BCNU) 

Lomustina (CCNU) 
Semustina (metil-CCNU) 
Estreptozocina (estreptozotocina) 

Alquilante 

Triacenos Decarbazina (DTIC; 
dimetiltriazenoimidazolcarboxamida) 

Alquilador cis-diaminadicloroplatino II (CDDP) 

Antimetabolitos 

Análogos de ácido fólico Metotrexato (ametoterina) 

Pirimidina 
Análogos 

Fluorouracilo ('5-fluorouracilo; 5-FU) 
Floxuridina (fluorodesoxiuridina; FUdR) 
Citarabina (arabinósido de citosina) 

Análogos de purina e 
Inhibidores Relacionados 
 

Mercaptopurina (6-mercaptopurina; 6-MP) 
Tioguanina (6-tioguanina; TG) 
Pentostatina (2' - desoxicoformicina) 

Productos Naturales 
 

Alcaloides de la Vinca Vinblastina (VLB) 
Vincristina 

Topoisomerasa 
Inhibidores 

Etopósido 
Tenipósido 
Camptotecina 
Topotecán 
9-amino-campototecina CPT-11 

Antibióticos 

Dactinomicina (actinomicina D) 
Adriamicina 
Daunorrubicina (daunomicina; rubindomicina) 
Doxorrubicina 
Bleomicina 
Plicamicina (mitramicina) 

  
Mitomicina (mitomicina C) 
TAXOL 
Taxotere 

 Enzimas L-asparaginasa 

 
Modificadores Respuesta 
Biológica 
 

Interferón alfa 
Interleuquina 2 

Productos Naturales 
 

Complejos Coordinación 
Platino 
 
 

cis-diaminadicloroplatino II (CDDP) 
Carboplatino 

 Antracendiona Mitoxantrona 
 Urea sustituida Hidroxiurea 

Miscelánea 
Agentes 

Metilhidracina 
Derivado 
Adrenocortical 
Supresor 

Procarbazina 
(N-metilhidrazina, (MIH) 
Mitotano (o,p'-DDD) 
Aminoglutetimida 

 
Progestinas 

Caproato de hidroxiprogesterona 
Acetato de medroxiprogesterona 
Acetato de megestrol 

Hormonas y 
Antagonistas Estrógenos Dietilestilbestrol 

Etinilestradiol 
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(continuación) 
CLASE TIPO DE AGENTE NOMBRES GENÉRICOS (OTROS NOMBRES) 

 Antiestrógeno Tamoxifeno 

 Andrógenos Propionato de testosterona 
Fluoximesterona 

 Antiandrógeno Flutamida 

 
Liberación de 
gonadotropina 
Análogo hormonal 

Leuprolida 

 
Los agentes probados en los presentes métodos pueden ser un agente único o una combinación de agentes. Por 
ejemplo, los métodos actuales pueden usarse para determinar si un solo agente quimioterapéutico, tales como 
metotrexato, se puede usar para tratar un cáncer o si se puede usar una combinación de dos o más agentes en 5 
combinación con un inhibidor de NAE (por ejemplo, MLN4924). Las combinaciones útiles pueden incluir agentes que 
tienen diferentes mecanismos de acción, por ejemplo, el uso de un agente antimitótico en combinación con un 
agente alquilante y un inhibidor de NAE. 
 
Los agentes descritos en este documento pueden administrarse por cualquier vía, incluyendo por vía intradérmica, 10 
por vía subcutánea, por vía oral, intraarterial o intravenosa. En una realización, la administración se realizará por vía 
intravenosa. La administración parenteral se puede administrar en bolo o por infusión. 
 
La concentración de un compuesto desvelado en una mezcla farmacéuticamente aceptable variará dependiendo de 
varios factores, incluyendo la dosis del compuesto a administrar, las características farmacocinéticas de los 15 
compuestos empleados y la vía de administración. El agente puede administrarse en una dosis única o en dosis 
repetidas. Los tratamientos pueden administrarse diariamente o con mayor frecuencia dependiendo de una serie de 
factores, incluyendo la salud general de un paciente, y la formulación y vía de administración del compuesto o 
compuestos seleccionados. 
 20 
Detecciones para inhibidores de NAE 
 
La divulgación proporciona métodos (también denominados en este documento "ensayos de detección") para 
identificar moduladores, es decir, compuestos o agentes candidatos o de ensayo (por ejemplo, proteínas, péptidos, 
peptidomiméticos, peptoides, moléculas pequeñas u otros fármacos) que se unen a NAE u otras proteínas variantes 25 
de la enzima E1, que tienen un efecto estimulante o inhibidor en, por ejemplo, NAE, u otra expresión enzimática E1 o 
actividad enzimática, o tienen un efecto estimulante o inhibidor en, por ejemplo, la expresión o actividad de un NAE u 
otro sustrato enzimático E1 o proteínas en la ruta enzimática E1, por ejemplo, en la ruta NAE, por ejemplo, con una 
relación con la actividad de una ligasa culina-RING. Los compuestos identificados así pueden usarse para modular 
la actividad de productos génicos diana (por ejemplo, NAE u otros genes enzimáticos E1) en un protocolo 30 
terapéutico, para elaborar la función biológica del producto génico diana, o para identificar compuestos que 
interrumpen NAE u otras interacciones de la ruta enzimática E1. 
 
En una descripción, la divulgación proporciona un método para identificar un compuesto como inhibidor de NAE, por 
ejemplo, como agente que modula la resistencia farmacológica de una célula, contactando primero una célula que 35 
comprende al menos una mutación en al menos un gen marcador con un compuesto de ensayo y luego midiendo la 
viabilidad de la célula o la inhibición del crecimiento de la célula. En algunas descripciones, la célula comprende un 
gen de resistencia identificado en la Tabla 3. En otras descripciones, la célula comprende un gen de sensibilidad 
identificado en la Tabla 3. El efecto del inhibidor de NAE se puede comparar con una célula de control no expuesta 
al compuesto. En algunas descripciones, el efecto de un agente en una célula que comprende un gen marcador de 40 
sensibilidad se puede comparar con el efecto de un agente en una célula que comprende un gen marcador de 
resistencia (véase, por ejemplo, Tabla 3). El compuesto se identifica como modulador de la resistencia a fármacos o 
un agente inhibidor de NAE cuando la viabilidad celular o el crecimiento celular disminuye. Los compuestos 
identificados como inhibidor de NAE, por ejemplo, como resistencia moduladora, que se identifican en los métodos 
anteriores también se incluyen dentro de la invención. 45 
 
Métodos de detección 
 
Un principio general de los ensayos de pronóstico implica la preparación de una muestra o mezcla de reacción que 
puede contener un marcador y una sonda, en condiciones apropiadas y durante un tiempo suficiente para permitir 50 
que el marcador y la sonda interactúen y se unan, formando así un complejo que puede eliminarse y/o detectarse en 
la mezcla de reacción. Estos ensayos se pueden realizar de varias maneras. 
 
Por ejemplo, un método para realizar dicho ensayo implicaría anclar el marcador o la sonda en un soporte de fase 
sólida, también conocido como sustrato, y la detección de complejos de marcador/sonda diana anclados en la fase 55 
sólida al final de la reacción. En una realización de dicho método, una muestra de un sujeto, que se analizará para 
determinar la presencia y/o concentración del marcador, se puede anclar en un soporte o soporte de fase sólida. En 
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otra realización, la situación inversa es posible, en donde la sonda puede anclarse a una fase sólida y una muestra 
de un sujeto puede reaccionar como un componente no anclado del ensayo. Un ejemplo de tal realización incluye el 
uso de una matriz o chip que contiene un marcador predictivo o conjunto de marcadores anclado para el análisis de 
expresión de la muestra. 
 5 
Existen muchos métodos establecidos para anclar los componentes del ensayo a una fase sólida. Estos incluyen, sin 
limitación, moléculas marcadoras o de sonda que se inmovilizan mediante conjugación de biotina y estreptavidina. 
Tales componentes de ensayo biotinilados pueden prepararse a partir de biotina-NHS (N-hidroxi-succinimida) 
utilizando técnicas conocidas en la técnica (por ejemplo, kit de biotinilación, Pierce Chemicals, Rockford, IL) e 
inmovilizados en los pocillos de placas de 96 pocillos recubiertas con estreptavidina (Pierce Chemical). En ciertas 10 
realizaciones, las superficies con componentes de ensayo inmovilizados pueden prepararse con antelación y 
almacenarse. 
 
Otros vehículos adecuados o soportes de fase sólida para tales ensayos incluyen cualquier material capaz de unirse 
a la clase de molécula a la que pertenece el marcador o sonda. Los soportes o vehículos conocidos incluyen, pero 15 
no se limitan a, vidrio, poliestireno, nailon, polipropileno, nailon, polietileno, dextrano, amilasas, celulosas naturales y 
modificadas, poliacrilamidas, gabros y magnetita. Un experto en la materia conocerá muchos otros vehículos 
adecuados para unir anticuerpo o antígeno, y podrá adaptar dicho soporte para usar con la presente invención. Por 
ejemplo, la proteína aislada de las células puede ejecutarse en una electroforesis en gel de poliacrilamida e 
inmovilizarse en un soporte de fase sólida como nitrocelulosa. El soporte se puede lavar con tampones adecuados 20 
seguido de tratamiento con el anticuerpo marcado de forma detectable. El soporte de fase sólida se puede lavar con 
el tampón por segunda vez para eliminar el anticuerpo no unido. La cantidad de etiqueta unida en el soporte sólido 
se puede detectar por medios convencionales. 
 
Para realizar ensayos con los enfoques mencionados anteriormente, el componente no inmovilizado se añade a la 25 
fase sólida en donde se ancla el segundo componente. Una vez completada la reacción, los componentes no 
complejados pueden eliminarse (por ejemplo, mediante lavado) en condiciones tales que cualquier complejo formado 
permanecerá inmovilizado en la fase sólida. La detección de complejos marcador/sonda anclados a la fase sólida se 
puede lograr en varios métodos descritos en este documento. 
 30 
En una realización, la sonda, cuando es el componente de ensayo no anclado, puede marcarse con el fin de detectar 
y leer el ensayo, tanto directa como indirectamente, con etiquetas detectables discutidas en este documento y que 
son bien conocidas por un experto en la materia. El término "marcado", con respecto a la sonda (por ejemplo, ácido 
nucleico o anticuerpo), pretende incluir el marcado directo de la sonda mediante acoplamiento (es decir, enlace 
físico) de una sustancia detectable a la sonda, así como el marcado indirecto de la sonda por reactividad con otro 35 
reactivo que se marca directamente. Un ejemplo de marcado indirecto incluye detección de un anticuerpo primario 
usando un anticuerpo secundario marcado con fluorescencia. También es posible detectar directamente la formación 
de complejo marcador/sonda sin más manipulación o marcado de ninguno de los componentes (marcador o sonda), 
por ejemplo, utilizando la técnica de transferencia de energía de fluorescencia (FET, véase, por ejemplo, Lakowicz et 
al., Patente de Estados Unidos N.º 5.631.169; Stavrianopoulos, et al., Patente de Estados Unidos N.º 4.868.103). Se 40 
selecciona una etiqueta de fluoróforo en la primera molécula 'donante' de tal manera que, tras la excitación con luz 
incidente de longitud de onda apropiada, su energía fluorescente emitida será absorbida por una etiqueta 
fluorescente en una segunda molécula 'aceptora', que a su vez puede fluorescencia debido a la energía absorbida. 
Alternativamente, la molécula de proteína 'donante' puede utilizar simplemente la energía fluorescente natural de los 
restos de triptófano. Se eligen etiquetas que emiten diferentes longitudes de onda de luz, de modo que la etiqueta de 45 
la molécula 'aceptora' se pueda diferenciar de la del 'donante'. Dado que la eficacia de la transferencia de energía 
entre las etiquetas está relacionada con la distancia que separa las moléculas, se pueden evaluar las relaciones 
espaciales entre las moléculas. En una situación en donde se produce la unión entre las moléculas, la emisión 
fluorescente de la etiqueta de la molécula 'aceptora' en el ensayo debe ser máxima. Un suceso de unión a FET 
puede medirse convenientemente a través de medios de detección fluorométrica convencionales bien conocidos en 50 
la técnica (por ejemplo, usando un fluorímetro). 
 
En otra realización, La determinación de la capacidad de una sonda para reconocer un marcador se puede lograr sin 
marcar ninguno de los componentes del ensayo (sonda o marcador) utilizando una tecnología como Análisis de 
interacción biomolecular en tiempo real (BIA) (véase, por ejemplo,, Sjolander, S. y Urbaniczky, C. (1991) Anal. 55 
Chem. 63:2338-2345 y Szabo et al. (1995) Curr. Opin. Struct. Biol. 5:699-705). Como se usa en este documento, 
"BIA" o "resonancia de plasmón superficial" es una tecnología para estudiar interacciones bioespecíficas en tiempo 
real, sin marcar ninguno de los interactuantes (por ejemplo, BIACORE™). Los cambios en la masa en la superficie 
de unión (indicativo de un suceso de unión) dan como resultado alteraciones del índice de refracción de la luz cerca 
de la superficie (fenómeno óptico de resonancia de plasmón superficial (SPR)), dando como resultado una señal 60 
detectable que puede usarse como indicación de reacciones en tiempo real entre moléculas biológicas. 
 
Alternativamente, en otra realización, se pueden realizar ensayos de diagnóstico y pronóstico análogos con 
marcador y sonda como solutos en fase líquida. En dicho ensayo, el marcador complejo y la sonda están separados 
de los componentes no complejados por cualquiera de una serie de técnicas convencionales, incluyendo, pero sin 65 
limitación: centrifugación diferencial, cromatografía, electroforesis e inmunoprecipitación. En centrifugación 
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diferencial, los complejos marcador/sonda pueden separarse de los componentes de ensayo no complejados a 
través de una serie de etapas centrífugas, debido a los diferentes equilibrios de sedimentación de los complejos en 
función de sus diferentes tamaños y densidades (véase, por ejemplo, Rivas, G., y Minton, A.P. (1993) Trends 
Biochem Sci. 18:284-7). Las técnicas cromatográficas convencionales también se pueden utilizar para separar las 
moléculas complejas de las no complejas. Por ejemplo, la cromatografía de filtración en gel separa las moléculas en 5 
función del tamaño, y mediante la utilización de una resina de filtración en gel adecuada en un formato de columna, 
por ejemplo, el complejo relativamente más grande puede separarse de los componentes no complejados 
relativamente más pequeños. Igualmente, las propiedades de carga relativamente diferentes del complejo 
marcador/sonda en comparación con los componentes no complejados pueden explotarse para diferenciar el 
complejo de los componentes no complejados, por ejemplo mediante la utilización de resinas de cromatografía de 10 
intercambio iónico. Dichas resinas y técnicas cromatográficas son bien conocidas por un experto en la materia 
(véase, por ejemplo, Heegaard, N.H. (1998) J. Mol. Recognit. 11:141-8; Hage, D.S., y Tweed, S.A. (1997) J. 
Chromatogr. B. Biomed. Sci. Appl. 699:499-525). La electroforesis en gel también se puede emplear para separar 
componentes de ensayo complejos de 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 15 
proteínas o ácidos nucleicos se separan según el tamaño o la carga, por ejemplo. En algunas realizaciones, los 
materiales y condiciones de la matriz de gel no desnaturalizante en ausencia de agente reductor se usan para 
mantener la interacción de unión durante el proceso electroforético. Las condiciones apropiadas para el ensayo 
particular y sus componentes serán bien conocidas por un experto en la materia. 
 20 
El ARNm aislado puede usarse en ensayos de hibridación o amplificación que incluyen, pero no se limitan a, análisis 
de Southern o de Northern, reacción en cadena de la polimerasa y ensayos de expresión génica TAQMAN® 
(Applied Biosystems, Foster City, CA) y conjuntos de sondas. Un método de diagnóstico para detección de niveles 
de ARNm implica poner en contacto el ARNm aislado con una molécula de ácido nucleico (sonda, por ejemplo, una 
sonda de hibridación) que puede hibridarse con el ARNm codificado por el gen o mutante detectado. En algunas 25 
realizaciones, los ácidos nucleicos que comprenden mutaciones de genes marcadores pueden usarse como sondas 
o cebadores. Las sondas o cebadores de ácido nucleico de la invención pueden ser ADN monocatenario (por 
ejemplo, un oligonucleótido), ADN bicatenario (por ejemplo, oligonucleótido bicatenario) o ARN. Los cebadores de la 
invención se refieren a ácidos nucleicos que hibridan con una secuencia de ácidos nucleicos que es adyacente a la 
región de interés y puede extenderse sobre una región de interés, por ejemplo, en una reacción de extensión o 30 
amplificación del cebador, o que cubre la región de interés, por ejemplo, una región de ácido nucleico que 
comprende un gen marcador o mutación del mismo. Una sonda de ácido nucleico puede ser, por ejemplo, un ADNc 
de longitud completa o una parte del mismo, como un oligonucleótido de al menos 7, 15, 20, 25, 30, 50, 75, 100, 
125, 150, 175, 200, 250 o 500 o más nucleótidos consecutivos de la secuencia de ácidos nucleicos marcadora o 
complemento de la misma y suficiente para específicamente hibridarse en condiciones estrictas con un ARNm o 35 
ADN genómico que codifica un marcador de la presente invención o un complemento del mismo. La longitud exacta 
de la sonda de ácido nucleico dependerá de muchos factores que los expertos en la materia consideran y practican 
habitualmente. Las sondas de ácido nucleico de la invención pueden prepararse mediante síntesis química usando 
cualquier metodología adecuada conocida en la técnica, pueden producirse mediante tecnología recombinante, o 
pueden derivarse de una muestra biológica, por ejemplo, por digestión de restricción. En este documento se 40 
describen otras sondas adecuadas para uso en ensayos de diagnóstico de la invención. La sonda puede 
comprender un grupo marcador unido a la misma, por ejemplo, un radioisótopo, un compuesto fluorescente, una 
enzima, un cofactor enzimático, un hapteno, una etiqueta de secuencia, una proteína o un anticuerpo. Los ácidos 
nucleicos pueden modificarse en el resto base, en el resto de azúcar, o en el esqueleto de fosfato. Se incorpora un 
ejemplo de etiqueta de ácido nucleico utilizando la tecnología de base modificada SUPER™ (Nanogen, Bothell, WA, 45 
véase Patente de Estados Unidos N.º 7.045.610). El nivel de expresión se puede medir como niveles generales de 
ácido nucleico, por ejemplo, después de medir los niveles de ADN amplificados (por ejemplo, usando un colorante 
intercalante de ADN, por ejemplo, el colorante verde SYBR (Qiagen Inc., Valencia, CA) o como ácidos nucleicos 
específicos, por ejemplo, utilizando un diseño basado en sonda, con las sondas marcadas. Los formatos de ensayo 
TAQMAN® pueden usar el diseño basado en sonda para aumentar la especificidad y la relación señal/ruido. 50 
 
Tales cebadores o sondas se pueden usar como parte de un kit de ensayo de diagnóstico para identificar células o 
tejidos que expresan la proteína, como midiendo cantidades de una molécula de ácido nucleico transcrita en una 
muestra de células de un sujeto, por ejemplo, detectar transcripción, niveles de ARNm o determinar si un gen que 
codifica la proteína ha sido mutado o eliminado. La hibridación de un ARN o un ADNc con la sonda de ácido nucleico 55 
puede indicar que el marcador en cuestión se está expresando. La invención abarca además la detección de 
moléculas de ácido nucleico que difieren, debido a la degeneración del código genético, de la secuencia de 
nucleótidos de los ácidos nucleicos que codifican una proteína marcadora (por ejemplo, proteína que tiene la 
secuencia de SEQ ID NOs: 3, 6, 10, 11, 14, 17, 20, 23 o 26), y codifican así la misma proteína. Los expertos en la 
materia observarán que los polimorfismos de la secuencia de ADN que conducen a cambios en la secuencia de 60 
aminoácidos pueden existir dentro de una población (por ejemplo, la población humana). Tales polimorfismos 
genéticos pueden existir entre individuos dentro de una población debido a la variación alélica natural. Un alelo es 
uno de un grupo de genes que ocurren alternativamente en un locus genético dado. Dichas variaciones alélicas 
naturales pueden dar como resultado una variación del 1-5 % en la secuencia de nucleótidos de un gen dado. Se 
pueden identificar alelos alternativos secuenciando el gen de interés en varios individuos diferentes, por ejemplo, 65 
muestras normales de individuos. Esto puede realizarse fácilmente mediante el uso de sondas de hibridación para 
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identificar el mismo locus genético en una variedad de individuos. Se pretende que la detección de cualquiera y 
todas esas variaciones de nucleótidos y los polimorfismos de aminoácidos resultantes o variaciones que son el 
resultado de la variación alélica natural y que no alteran la actividad funcional estén dentro del alcance de la 
invención. Además, se observará que también pueden existir polimorfismos de ADN que afectan los niveles de 
expresión de ARN que pueden afectar el nivel de expresión general de ese gen (por ejemplo, afectando regulación o 5 
degradación). 
 
Como se usa en este documento, el término "hibrida" pretende describir condiciones la hibridación y lavado bajo las 
cuales las secuencias de nucleótidos que son significativamente idénticas u homólogas entre sí permanecen 
hibridadas entre sí. En algunas realizaciones, las condiciones son tales que las secuencias al menos 10 
aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 85 %, 90 % o 95 % idénticas 
entre sí permanecen hibridadas entre sí para su posterior amplificación y/o detección. Las condiciones estrictas 
varían según la longitud de la secuencia de nucleótidos involucrada, pero los expertos en la materia las conocen y 
pueden encontrarse o determinarse basándose en las enseñanzas de Current Protocols in Molecular Biology, 
Ausubel et al., eds., John Wiley & Sons, Inc. (1995), secciones 2, 4 y 6. Las condiciones y fórmulas estrictas 15 
adicionales para determinar tales condiciones pueden encontrarse en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
Sambrook et al., Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY (1989), capítulos 7, 9 y 11. Un ejemplo no 
limitante de condiciones de hibridación estrictas para híbridos que tienen al menos 10 pares de bases de longitud 
incluye hibridación en cloruro sódico 4X/citrato sódico (SSC), a aproximadamente 65-70 °C (o hibridación en 4X SSC 
más 50 % de formamida a aproximadamente 42-50 °C) seguido de uno o más lavados en IX SSC, a 20 
aproximadamente 65-70 °C. Un ejemplo no limitante de condiciones de hibridación altamente estrictas para tales 
híbridos incluye hibridación en IX SSC, a aproximadamente 65-70 °C (o hibridación en IX SSC más 50 % de 
formamida a aproximadamente 42-50 °C) seguido de uno o más lavados en 0,3X SSC, a aproximadamente 65-70 
°C. Un ejemplo no limitante de condiciones de hibridación de rigurosidad reducida para tales híbridos incluye 
hibridación en 4X SSC, a aproximadamente 50-60 °C (o alternativamente hibridación en 6X SSC más 50 % de 25 
formamida a aproximadamente 40-45 °C) seguido de uno o más lavados en 2X SSC, a aproximadamente 50-60 °C. 
También se pretende que los intervalos intermedios a los valores mencionados anteriormente, por ejemplo, a 65-70 
°C o a 42-50 °C estén incluidos en la presente invención. Otro ejemplo de condiciones de hibridación rigurosas es la 
hibridación en cloruro sódico 6X/citrato sódico (SSC) a aproximadamente 45 °C, seguido de uno o más lavados en 
0,2x SSC, SDS al 0,1 % a 50-65 °C. Otro ejemplo de tampón de hibridación riguroso es hibridación en NaCl 1 M, 30 
tampón de ácido 2-(N-morfolino)etanosulfónico (MES) 50 mM (pH 6,5), sarcosina sódica al 0,5 % y formamida al 30 
%. SSPE (1xSSPE es NaCl 0,15 M, NaH2PO4 10 mM, y EDTA 1,25 mM, pH 7,4) puede ser sustituido por SSC 
(1xSSC es NaCl 0,15 M y citrato sódico 15 mM) en los tampones de hibridación y lavado; los lavados se realizan 
durante 15 minutos cada uno después de completar la hibridación. Se prevé que la temperatura de hibridación para 
híbridos con menos de 50 pares de bases de longitud sería 5-10 °C inferior a la temperatura de fusión (Tm) del 35 
híbrido, donde Tm se determina según las siguientes ecuaciones. Para híbridos de menos de 18 pares de bases de 
longitud, Tm(°C) = 2 (N.º de bases A + T) + 4 (N.º de bases G + C). Para híbridos entre 18 y 49 pares de bases de 
longitud, Tm(°C) = 81,5 + 16,6(log10[Na+]) + 0,41 (% G + C) - (600/N), donde N es el número de bases en el híbrido y 
[Na+] es la concentración de iones sodio en el tampón de hibridación ([Na+] para 1xSSC = 0,165 M). El experto en la 
materia también reconocerá que se pueden añadir reactivos adicionales a la hibridación y/o tampones de lavado 40 
para disminuir la hibridación no específica de las moléculas de ácido nucleico a las membranas, por ejemplo, 
membranas de nitrocelulosa o nailon, incluyendo, pero sin limitarse a, agentes bloqueantes (por ejemplo, BSA o 
ADN vehículo de esperma de salmón o arenque), detergentes (por ejemplo, SDS), agentes quelantes (por ejemplo, 
EDTA), Ficoll, polivinilpirrolidona (PVP) y similares. Cuando se usan membranas de nailon, en particular, un ejemplo 
adicional no limitante de condiciones de hibridación rigurosas es la hibridación en NaH2PO4 0,25-0,5 M, SDS al 7 % 45 
a aproximadamente 65 °C, seguido de uno o más lavados con NaH2PO4 0,02 M, SDS al 1 % a 65 °C, véanse, por 
ejemplo, Church y Gilbert (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:1991-1995, (o alternativamente 0,2X SSC, SDS al 1 
%). Una sonda de cebador o ácido nucleico se puede usar sola en un método de detección, o se puede usar un 
cebador junto con al menos otra sonda de cebador o ácido nucleico en un método de detección. Los cebadores 
también se pueden usar para amplificar al menos una parte de un ácido nucleico. Las sondas de ácido nucleico de la 50 
invención se refieren a ácidos nucleicos que hibridan con la región de interés y que no se extienden más. Por 
ejemplo, una sonda de ácido nucleico es un ácido nucleico que hibrida específicamente con una región mutante de 
un biomarcador, y que por hibridación o ausencia de hibridación con el ADN de un paciente o el tipo de híbrido 
formado puede ser indicativo de la presencia o identidad de la mutación del biomarcador o la cantidad de actividad 
del marcador. 55 
 
En un formato, el ARN se inmoviliza sobre una superficie sólida y se pone en contacto con una sonda, por ejemplo, 
desarrollando el ARN aislado en un gel de agarosa y transfiriendo el ARN del gel a una membrana, tal como 
nitrocelulosa. En un formato alternativo, las sondas de ácido nucleico se inmovilizan sobre una superficie sólida y el 
ARN se pone en contacto con las sondas, por ejemplo, en una matriz de chip génico AFFYMETRIX® o un chip SNP 60 
(Santa Clara, CA) o un conjunto personalizado utilizando un conjunto de marcadores que comprende al menos un 
marcador indicativo del resultado del tratamiento. Un experto en la materia puede adaptar fácilmente métodos 
conocidos de detección de ARN y ADN para usar en la detección de la cantidad de marcadores de la presente 
invención. Por ejemplo, el análisis de micromatrices de alta densidad o ADN ramificado puede beneficiarse de una 
mayor concentración de células tumorales en la muestra, como una muestra que se había modificado para aislar 65 
células tumorales como se describió en secciones anteriores. En una realización relacionada, una mezcla de 
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polinucleótidos transcritos obtenidos de la muestra se pone en contacto con un sustrato que tiene fijado al mismo un 
polinucleótido complementario u homólogo con al menos una parte (por ejemplo, al menos 7, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 
50, 100, 500 o más restos de nucleótido) de un ácido nucleico marcador. Si los polinucleótidos complementarios u 
homólogos con el marcador son detectables diferencialmente en el sustrato (por ejemplo, detectables usando 
diferentes cromóforos o fluoróforos, o fijados a diferentes posiciones seleccionadas), entonces los niveles de 5 
expresión de una pluralidad de marcadores se pueden evaluar simultáneamente usando un solo sustrato (por 
ejemplo, una micromatriz de "chip génico" de polinucleótidos fijados en posiciones seleccionadas). En una 
realización cuando se usa un método para evaluar la expresión del marcador que implica la hibridación de un ácido 
nucleico con otro, la hibridación se puede realizar bajo condiciones de hibridación estrictas. 
 10 
Un método alternativo para determinar la cantidad de ARN correspondiente a un marcador de la presente invención 
en una muestra implica el proceso de amplificación de ácido nucleico, por ejemplo, mediante RT-PCR (la realización 
experimental expuesta en Mullis, 1987, Patente de Estados Unidos N.º 4.683.202), reacción en cadena de ligasa 
(Barany, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:189-193), replicación de secuencia autosostenida (Guatelli et al., 
1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878), sistema de amplificación transcripcional (Kwoh et al., 1989, Proc. 15 
Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177), Q-Beta Replicasa (Lizardi et al., 1988, Bio/Technology 6:1197), replicación de 
círculo rodante (Lizardi et al., Patente de Estados Unidos N.º 5.854.033) o cualquier otro método de amplificación de 
ácido nucleico, seguido por la detección de las moléculas amplificadas usando técnicas bien conocidas por los 
expertos en la materia. Estos esquemas de detección son especialmente útiles para la detección de moléculas de 
ácido nucleico si tales moléculas están presentes en números muy bajos. Como se usa en este documento, Los 20 
cebadores de amplificación se definen como un par de moléculas de ácido nucleico que pueden hibridarse en 
regiones 5' o 3' de un gen (hebras sentido y antisentido, respectivamente, o viceversa) y contienen una región corta 
en medio. En general, los cebadores de amplificación tienen una longitud de aproximadamente 10 a 
aproximadamente 30 nucleótidos y flanquean una región de aproximadamente 50 a aproximadamente 200 
nucleótidos de longitud. En condiciones apropiadas y con reactivos apropiados, dichos cebadores permiten la 25 
amplificación de una molécula de ácido nucleico que comprende la secuencia de nucleótidos flanqueada por los 
cebadores. 
 
Para métodos in situ, el ARN no necesita aislarse de las células antes de la detección. En dichos métodos, Una 
muestra de células o tejidos se prepara/procesa utilizando métodos histológicos conocidos. La muestra se inmoviliza 30 
sobre un soporte, típicamente un portaobjetos de vidrio y luego se pone en contacto con una sonda que puede 
hibridarse con ARN que codifica el marcador. 
 
En otra realización de la presente invención, se detecta un polipéptido correspondiente a un marcador. En algunas 
realizaciones, un agente para detectar un polipéptido de la invención es un anticuerpo capaz de unirse a un 35 
polipéptido correspondiente a un marcador de la invención. En realizaciones relacionadas, el anticuerpo tiene una 
etiqueta detectable. Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales. Se puede usar un anticuerpo intacto, o 
un fragmento del mismo (por ejemplo, Fab o F(ab')2). 
 
Para determinar si una muestra contiene una proteína que se une a un anticuerpo dado se puede usar una variedad 40 
de formatos. Ejemplos de tales formatos incluyen, pero no se limitan a, inmunoensayo enzimático (EIA), 
radioinmunoensayo (RIA), análisis de Western blot y ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA). Un 
experto en la materia puede adaptar fácilmente métodos conocidos de detección de proteínas/anticuerpos para uso 
en la determinación de si los linfocitos B expresan un marcador de la presente invención. 
 45 
Otro método para determinar el nivel de un polipéptido correspondiente a un marcador es la espectrometría de 
masas. Por ejemplo, proteínas o péptidos intactos, por ejemplo, péptidos trípticos pueden analizarse a partir de una 
muestra, por ejemplo, una muestra de sangre, una muestra de linfa u otra muestra, que contiene uno o más 
marcadores polipeptídicos. El método puede incluir además tratar la muestra para reducir las cantidades de 
proteínas abundantes, por ejemplo, albúmina sérica, para aumentar la sensibilidad del método. Por ejemplo, la 50 
cromatografía líquida se puede utilizar para fraccionar la muestra de modo que partes de la muestra se puedan 
analizar por separado mediante espectrometría de masas. Las etapas se pueden realizar en sistemas separados o 
en un sistema combinado de cromatografía líquida/espectrometría de masas (LC/MS, véase por ejemplo, Liao, et al. 
(2004) Arthritis Rheum. 50:3792-3803). El sistema de espectrometría de masas también puede estar en modo 
tándem (MS/MS). La distribución del estado de carga de la mezcla de proteínas o péptidos puede adquirirse en uno 55 
o múltiples barridos y analizarse mediante métodos estadísticos, por ejemplo, utilizando el tiempo de retención y la 
relación masa-carga (m/z) en el sistema LC/MS, para identificar proteínas expresadas a niveles estadísticamente 
significativos diferencialmente en muestras de pacientes sensibles o no sensibles a terapia de inhibición de NAE. 
Ejemplos de espectrómetros de masas que se pueden usar son un sistema de trampa iónica (ThermoFinnigan, San 
José, CA) o un espectrómetro de masas de tiempo de vuelo cuadrupolo (Applied Biosystems, Foster City, CA). El 60 
método puede incluir además la etapa de huellas de masa peptídica, por ejemplo, en un método de espectrometría 
de masas por ionización por desorción asistida por matriz con tiempo de vuelo (MALDI-TOF). El método puede 
incluir además la etapa de secuenciar uno o más de los péptidos trípticos. Los resultados de este método pueden 
usarse para identificar proteínas de bases de datos de secuencias primarias, por ejemplo, mantenido por el Centro 
Nacional de Información Biotecnológica, Bethesda, MD, o el Instituto Suizo de Bioinformática, Ginebra, Suiza, y 65 
basándose en picos de bases m/z de péptido tríptico por espectrometría de masas. 
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Matrices legibles con dispositivos electrónicos 
 
Los dispositivos electrónicos, incluyendo matrices legibles que comprenden al menos un marcador predictivo de la 
presente invención también se contemplan para uso junto con los métodos de la invención. Como se usa en este 5 
documento, "medios legibles con dispositivos electrónicos" se refiere a cualquier medio adecuado para almacenar, 
retener o contener datos o información que se pueda leer y acceder directamente por un dispositivo electrónico. 
Como se usa en este documento, el término "dispositivo electrónico" pretende incluir cualquier dispositivo informático 
o de procesamiento adecuado u otro dispositivo configurado o adaptado para almacenar datos o información. Los 
ejemplos de dispositivos electrónicos adecuados para uso con la presente invención y la monitorización de la 10 
información registrada incluyen dispositivos informáticos independientes; redes, incluyendo una red de área local 
(LAN), una red de área amplia (WAN) de Internet, Intranet y Extranet; dispositivos electrónicos como asistentes 
digitales personales (PDA), teléfonos móviles, buscapersonas y similares; y sistemas de procesamiento local y 
distribuido. Como se usa en este documento, "registrado" se refiere a un proceso para almacenar o codificar 
información en el medio legible del dispositivo electrónico. Los expertos en la materia pueden adoptar fácilmente 15 
cualquiera de los métodos conocidos actualmente para registrar información en medios conocidos para generar 
fabricaciones que comprenden los marcadores de la presente invención. 
 
Por ejemplo, los sistemas de micromatrices son bien conocidos y utilizados en la técnica para evaluación de 
muestras, ya sea por evaluación de la expresión génica (por ejemplo, detección de ADN, detección de ARN, 20 
detección de proteínas) o producción de metabolitos, por ejemplo. Las micromatrices para uso según la invención 
incluyen una o más sondas de marcador(es) predictivo de la invención característicos de respuesta y/o no respuesta 
a un régimen terapéutico como se describe en este documento. En una realización, la micromatriz comprende una o 
más sondas correspondientes a uno o más de los marcadores seleccionados del grupo que consiste en marcadores 
que demuestran una mayor expresión en supervivientes a corto plazo, y genes que demuestran una mayor 25 
expresión en supervivientes a largo plazo en pacientes. Los expertos en la materia conocen varias configuraciones y 
métodos de micromatrices diferentes para su producción, y se describen, por ejemplo, en las patentes de Estados 
Unidos N.os: 5.242.974; 5.384.261; 5.405.783; 5.412.087; 5.424.186; 5.429.807; 5.436.327; 5.445.934; 5.556.752; 
5.405.783; 5.412.087; 5.424.186; 5.429.807; 5.436.327; 5.472.672; 5.527.681; 5.529.756; 5.545.531; 5.554.501; 
5.561.071; 5.571.639; 5.593.839; 5.624.711; 5.700.637; 5.744.305; 5.770.456; 5.770.722; 5.837.832; 5.856.101; 30 
5.874.219; 5.885.837; 5.919.523; 5981185; 6.022.963; 6.077.674; 6.156.501; 6261776; 6346413; 6440677; 
6451536; 6576424; 6610482; 5.143.854; 5.288.644; 5.324.633; 5.432.049; 5.470.710; 5.492.806; 5.503.980; 
5.510.270; 5.525.464; 5.547.839; 5.580.732; 5.661.028; 5.848.659; y 5.874.219; Shena, et al. (1998), Tibtech 
16:301; Duggan et al. (1999) Nat. Genet. 21:10; Bowtell et al. (1999) Nat. Genet. 21:25; Lipshutz et al. (1999) Nature 
Genet. 21:20-24, 1999; Blanchard, et al. (1996) Biosensors and Bioelectronics, 11:687-90; Maskos, et al., (1993) 35 
Nucleic Acids Res. 21:4663-69; Hughes, et al. (2001) Nat. Biotechol. 19:342, 2001. Una micromatriz de tejido se 
puede usar para identificación de proteínas (véase Hans et al. (2004) Blood 103:275-282). Una micromatriz de fago-
epítopo se puede usar para identificar una o más proteínas en una muestra en función de si la proteína o las 
proteínas inducen autoanticuerpos en el paciente (Bradford et al. (2006) Urol. Oncol. 24:237-242). 
 40 
Por tanto una micromatriz comprende una o más sondas correspondientes a uno o más marcadores identificados en 
Este documento, por ejemplo, aquellas indicativas del resultado del tratamiento, por ejemplo, para identificar genes 
marcadores de tipo silvestre, variantes alélicas normales y mutaciones de genes marcadores. La micromatriz puede 
comprender sondas correspondientes a, por ejemplo, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 10, 
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 45 
menos 75, o al menos 100, biomarcadores y/o mutaciones de los mismos indicativos del resultado del tratamiento. 
La micromatriz puede comprender sondas correspondientes a uno o más biomarcadores como se establece en este 
documento. Además, la micromatriz puede comprender conjuntos de marcadores completos como se establece en 
este documento y que se pueden seleccionar y agrupar según los métodos establecidos en este documento. La 
micromatriz puede usarse para analizar la expresión de uno o más marcadores predictivos o conjuntos de 50 
marcadores predictivos en la matriz. En un ejemplo, el conjunto puede usarse para analizar más de un marcador 
predictivo o expresión de conjunto de marcadores en una muestra para determinar un perfil de expresión de 
marcadores en el conjunto. De esta manera, se pueden analizar simultáneamente hasta 44.000 marcadores para 
determinar la expresión. Esto permite desarrollar un perfil de expresión que muestra una batería de marcadores 
expresados específicamente en una o más muestras. Además, esto permite desarrollar un perfil de expresión para 55 
evaluar el resultado del tratamiento. 
 
La matriz también es útil para determinar patrones de expresión diferencial de uno o más marcadores en 
condiciones normales y anómalos (por ejemplo, muestra, por ejemplo, tumor). Esto proporciona una batería de 
marcadores que podrían servir como una herramienta para facilitar la identificación del resultado del tratamiento de 60 
los pacientes. Además, la matriz es útil para determinar la expresión de marcadores de referencia para niveles de 
expresión de referencia. En otro ejemplo, la matriz se puede usar para monitorizar el periodo de tiempo de expresión 
de uno o más marcadores en la matriz. 
 
Además de dicha determinación cualitativa, la invención permite la cuantificación de la expresión del marcador. Así, 65 
los marcadores predictivos se pueden agrupar basándose en conjuntos de marcadores o indicaciones de resultado 
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por la cantidad del marcador en la muestra. Esto es útil, por ejemplo, para determinar el resultado de la muestra 
mediante la puntuación de las cantidades según los métodos proporcionados en este documento. 
 
La matriz también es útil para determinar el efecto de la expresión de un marcador en la expresión de otros 
marcadores predictivos en la misma célula o en diferentes células. Esto proporciona, por ejemplo, una selección de 5 
dianas moleculares alternativas para intervención terapéutica si se predice que el paciente tendrá un resultado 
desfavorable. 
 
Reactivos y Kits 
 10 
La invención también incluye kits para detectar la presencia de un polipéptido o ácido nucleico correspondiente a un 
marcador de la invención en una muestra biológica (por ejemplo, una muestra de médula ósea, biopsia tumoral o 
una muestra de referencia). Dichos kits se pueden usar para determinar el estado mutacional de al menos un gen 
marcador para evaluar el resultado del tratamiento, por ejemplo, determinar si un sujeto puede tener un resultado 
favorable, por ejemplo, después del tratamiento con inhibidores de NAE. Por ejemplo, el kit puede comprender un 15 
compuesto o agente marcado capaz de detectar un segmento de ADN genómico, un polipéptido o un ARN transcrito 
correspondiente a un marcador de la invención o una mutación de un gen marcador en una muestra biológica y 
medios para determinar la cantidad del segmento de ADN genómico, el polipéptido o ARN en la muestra. Los 
reactivos adecuados para la unión con una proteína marcadora incluyen anticuerpos, derivados de anticuerpos, 
fragmentos de anticuerpos y similares. Las reactivos adecuados para unión con un ácido nucleico marcador (por 20 
ejemplo, un ADN genómico, un ARNm, un ARNm cortado y empalmado, un ADNc o similares) incluyen ácidos 
nucleicos complementarios. La etiqueta se puede unir directamente al agente de unión al marcador, por ejemplo, 
sonda, por ejemplo, reactivo de ácido nucleico como una sonda o cebador o reactivo de proteína, como un agente 
de unión o anticuerpo específico, o un reactivo secundario puede comprender una etiqueta para marcado indirecto. 
El kit también puede contener una muestra de control o de referencia o una serie de muestras de control o de 25 
referencia que se pueden analizar y comparar con la muestra de ensayo. Por ejemplo, el kit puede tener una 
muestra de control positivo, por ejemplo, incluyendo uno o más marcadores o mutaciones descritos en este 
documento, o marcadores de referencia, por ejemplo, marcadores constitutivos para estandarizar el ensayo entre 
muestras o puntos temporales o genomas de referencia, por ejemplo, de sujetos sin tumor por ejemplo, para 
establecer el valor de referencia del número de copias diploides o el nivel de expresión de referencia de un 30 
marcador. A modo de ejemplo, el kit puede comprender fluidos (por ejemplo, tampón) adecuado para hibridar ácidos 
nucleicos complementarios o para unir un anticuerpo con una proteína con la que se une específicamente y uno o 
más compartimentos de muestra. El kit de la invención puede comprender opcionalmente componentes adicionales 
útiles para realizar los métodos de la invención, por ejemplo, un recipiente de recogida de muestras, por ejemplo, un 
tubo, y opcionalmente, medios para optimizar la cantidad de marcador detectado, por ejemplo, si puede haber 35 
tiempo o condiciones adversas de almacenamiento y manipulación entre el momento del muestreo y el momento del 
análisis. Por ejemplo, el kit puede contener medios para aumentar el número de células tumorales en la muestra, 
como se ha descrito anteriormente, un agente tamponante, un conservante, un agente estabilizante o reactivos 
adicionales para preparación de material celular o sondas para usar en los métodos proporcionados; y etiqueta 
detectable, solo o conjugado o incorporado dentro de las sondas proporcionadas. En una realización de ejemplo, un 40 
kit que comprende un recipiente de recogida de muestras puede comprender por ejemplo, un tubo que comprende 
anticoagulante y/o estabilizador, por ejemplo, se puede añadir un estabilizador de ARN, como se describió 
anteriormente, o conocido por los expertos en la materia. El kit puede comprender además componentes necesarios 
para detectar la etiqueta detectable (por ejemplo, una enzima o un sustrato). Para conjuntos de marcadores, el kit 
puede comprender una matriz o chip de conjunto de marcadores para usar en la detección de biomarcadores. Los 45 
kits también pueden incluir instrucciones para interpretar los resultados obtenidos con el kit. El kit puede contener 
reactivos para detectar uno o más biomarcadores, por ejemplo, 2, 3, 4, 5 o más biomarcadores descritos en este 
documento. 
 
En una realización, el kit comprende una sonda para detectar al menos un biomarcador, por ejemplo, un marcador 50 
indicativo del resultado del tratamiento (por ejemplo, en tratamiento con inhibidor de NAE). En una realización 
ejemplar, el kit comprende una sonda de ácido nucleico para detectar un gen marcador seleccionado del grupo que 
consiste en SEQ ID NO: 1, 2, 4, 5, 7, 8, 9, 12, 13, 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24, 25 o una secuencia en el cromosoma 
22q del par de bases 29999545 a 30094589, cromosoma 18q del par de bases 48556583 a 48611412, cromosoma 
Xp del par de bases 44732423 a 44971847, cromosoma 4q del par de bases 153242410 a 153456172, cromosoma 55 
17p del par de bases 7571720 a 7590868, cromosoma 9p del par de bases 21967751 a 21994490, o un 
complemento de cualquiera de los anteriores o SEQ ID NO: 3, 6, 10, 11, 14, 17, 20, 23 y/o 26. En algunas 
realizaciones, el kit comprende una sonda para detectar un marcador seleccionado del grupo que consiste en NF2, 
SMAD4, KDM6A, FBXW7, TP53, CDKN2A, CDKN2A_p14 y APC. En otras realizaciones, el kit comprende una 
sonda para detectar una mutación en un gen marcador seleccionado del grupo que consiste en NF2, SMAD4, 60 
KDM6A, FBXW7, TP53, CDKN2A, CDKN2A_p14 y APC. En una realización, un kit comprende sondas para detectar 
un conjunto de marcadores que comprende dos o más marcadores del grupo que consiste en NF2, SMAD4, KDM6A, 
FBXW7, TP53, CDKN2A, CDKN2A_p14 y APC. En otra realización, un kit comprende una sonda para detectar 
FBXW7 en cáncer de útero o cuello uterino. En una realización, un kit comprende una sonda para detectar TP53 en 
cáncer de intestino, mama, pulmón, cabeza y cuello, cuello uterino o piel. En una realización, un kit comprende una 65 
sonda para detectar TPC y APC en cáncer de intestino. En una realización, un kit comprende una sonda para 

E12844605
05-03-2020ES 2 776 144 T3

 



32 

detectar CDKN2A_p14 en cáncer de piel o sistema nervioso central. En una realización, un kit comprende una sonda 
para detectar CDKN2A en cáncer de cabeza, cuello o piel. En una realización, un kit comprende una sonda para 
detectar SMAD4 en el cáncer de cabeza y cuello. En realizaciones relacionadas, el kit comprende una sonda de 
ácido nucleico que comprende o deriva de (por ejemplo, un fragmento, mutante o variante (por ejemplo, homóloga o 
complementaria) de la misma) una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 5 
1, 2, 4, 5, 7, 8, 9, 12, 13, 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24, y 25. Para kits que comprenden sondas de ácido nucleico, por 
ejemplo, kits basados en oligonucleótidos, el kit puede comprender, por ejemplo: uno o más reactivos de ácido 
nucleico, como un oligonucleótido (marcado o no marcado) que hibrida con una secuencia de ácido nucleico 
correspondiente a un marcador de la invención, opcionalmente fijado a un sustrato; y opcionalmente puede 
comprender además oligonucleótidos marcados no unidos con un sustrato, un cebador, un par de cebadores de 10 
PCR, por ejemplo, útiles para amplificar una molécula de ácido nucleico correspondiente a un marcador de la 
invención, sondas de baliza molecular, un conjunto de marcadores que comprende oligonucleótidos que hibridan con 
al menos dos secuencias de ácido nucleico correspondientes a marcadores de la invención, y similares. El kit puede 
contener un agente estabilizador de ARN. 
 15 
Para kits que comprenden sondas de proteínas, por ejemplo, kits basados en ligandos o anticuerpos, el kit puede 
comprender, por ejemplo: (1) un primer anticuerpo (por ejemplo, unido a un soporte sólido) que se une a un 
polipéptido correspondiente a un marcador de la invención; y, opcionalmente, (2) un segundo, anticuerpo diferente 
que se une al polipéptido o al primer anticuerpo y se conjuga con un marcador detectable. El kit puede contener un 
agente estabilizador de proteínas. El kit puede contener reactivos para reducir la cantidad de unión no específica de 20 
material no biomarcador de la muestra a la sonda. Los ejemplos de reactivos para reducir la unión inespecífica 
incluyen detergentes no ioinicos, soluciones que contienen proteínas no específicas, como los que contienen 
albúmina o caseína, u otras sustancias conocidas por los expertos en la materia. 
 
Un polipéptido aislado correspondiente a un marcador predictivo de la invención, o un fragmento o mutante del 25 
mismo, puede usarse como inmunógeno para generar anticuerpos usando técnicas convencionales para 
preparación de anticuerpos policlonales y monoclonales. Por ejemplo, un inmunógeno se usa típicamente para 
preparar anticuerpos inmunizando un sujeto adecuado (es decir, inmunocompetente) como conejo, cabra, ratón u 
otro mamífero o vertebrado. En otro aspecto adicional, la invención proporciona anticuerpos monoclonales o 
fragmentos de unión a antígeno de los mismos, anticuerpos o fragmentos que se unen específicamente a un 30 
polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en las secuencias 
de aminoácidos de la presente invención, una secuencia de aminoácidos codificada por el ADNc de la presente 
invención, un fragmento de al menos 8, 10, 12, 15, 20 o 25 residuos de aminoácidos consecutivos de una secuencia 
de aminoácidos de la presente invención, una secuencia de aminoácidos que es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 
99 % idéntica a una secuencia de aminoácidos de la presente invención (en donde el porcentaje de identidad se 35 
determina usando el programa ALIGN del paquete de software GCG con una tabla de restos de peso PAM120, una 
penalización de longitud de espacio de 12, y una penalización de espacio de 4) y una secuencia de aminoácidos que 
está codificada por una molécula de ácido nucleico que se hibrida con una molécula de ácido nucleico que consiste 
en las moléculas de ácido nucleico de la presente invención, o un complemento del mismo, bajo condiciones de 
hibridación de 6X SSC a 45 °C y lavado en 0,2 X SSC, SDS al 0,1 % a 65 °C. Los anticuerpos monoclonales pueden 40 
ser anticuerpos humanos, humanizados, quiméricos y/o no humanos. Una preparación inmunogénica apropiada 
puede contener, por ejemplo, polipéptido recombinantemente expresado o sintetizado químicamente. La preparación 
puede incluir además un adyuvante, como adyuvante completo o incompleto de Freund, o un agente 
inmunoestimulador similar. 
 45 
En la técnica se conocen métodos para fabricar anticuerpos humanos. Un método para hacer anticuerpos humanos 
emplea el uso de animales transgénicos, como un ratón transgénico. Estos animales transgénicos contienen una 
parte sustancial del genoma productor de anticuerpos humanos insertado en su propio genoma y la producción de 
anticuerpos endógenos propios del animal se vuelve deficiente en la producción de anticuerpos. En la técnica se 
conocen métodos para fabricar tales animales transgénicos. Tales animales transgénicos se pueden preparar 50 
usando la tecnología XENOMOUSE™ o usando un enfoque de "minilocus". Los métodos para preparar 
XENOMICE™ se describen en las patentes de Estados Unidos N.os 6.162.963, 6.150.584, 6.114.598 y 6.075.181. 
Los métodos para preparar animales transgénicos usando el enfoque de "minilocus" se describen en las patentes de 
Estados Unidos N.os 5.545.807, 5.545.806 y 5.625.825; véase también la publicación internacional número 
WO93/12227. 55 
 
Los anticuerpos incluyen moléculas de inmunoglobulina y partes inmunológicamente activas de moléculas de 
inmunoglobulina, es decir, moléculas que contienen un sitio de unión a antígeno que se une específicamente a un 
antígeno, como un polipéptido de la invención, por ejemplo, un epítopo de un polipéptido de la invención. Una 
molécula que se une específicamente a un polipéptido dado de la invención es una molécula que se une al 60 
polipéptido, pero no une sustancialmente otras moléculas en una muestra, por ejemplo, una muestra biológica, que 
naturalmente contiene el polipéptido. Por ejemplo, los propios fragmentos de unión a antígeno, así como polipéptidos 
monoméricos, diméricos o triméricos de longitud completa derivados de los anticuerpos descritos anteriormente son 
útiles. Los homólogos de anticuerpos útiles de este tipo incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente 
que consiste en VL, VH, CL y CP1; (ii) un fragmento F(ab')2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos 65 
Fab unidos mediante un puente disulfuro en la región de bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los dominios 
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VH y CH1; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un único brazo de un anticuerpo; (v) un 
fragmento dAb (Ward et al., Nature 341:544-546 (1989)), que consiste en un dominio VH; (vii) un anticuerpo de 
cadena pesada funcional de dominio único, que consiste en un dominio VHH (conocido como nanocuerpo) véase por 
ejemplo, Cortez-Retamozo, et al., Cancer Res. 64: 2853-2857 (2004), y referencias citadas en este; y (vii) una región 
determinante de complementariedad aislada (CDR), por ejemplo, una o más CDR aisladas junto con un marco 5 
suficiente para proporcionar un fragmento de unión a antígeno. Además, aunque los dos dominios del fragmento Fv, 
VL y VH, están codificados por genes separados, se pueden unir, utilizando métodos recombinantes, mediante un 
enlazador sintético que les permite formarse como una sola cadena de proteína en la que las regiones VL y VH se 
aparean para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena única (scFv); véanse, por ejemplo, 
Bird et al. Science 242:423-426 (1988); y Huston et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883 (1988). Estos 10 
anticuerpos de cadena sencilla también se pretende que entren dentro del término "fragmento de unión a antígeno" 
de un anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpo se obtienen usando técnicas convencionales conocidas por 
aquellos expertos en la materia y se seleccionan en función de su utilidad del mismo modo que los anticuerpos 
intactos. Se pueden preparar fragmentos de anticuerpo, tal como Fv, F(ab')2 y Fab por escisión de la proteína 
intacta, por ejemplo, por escisión con proteasa o química. La invención proporciona anticuerpos policlonales y 15 
monoclonales. La presente invención también contempla variantes sintéticas y modificadas genéticamente (véase 
Patente de Estados Unidos N.º 6.331.415) de cualquiera de los anteriores. Los anticuerpos policlonales y 
monoclonales se pueden producir mediante una variedad de técnicas, incluyendo la metodología convencional de 
anticuerpos monoclonales murinos, por ejemplo, la técnica convencional de hibridación de células somáticas de 
Kohler y Milstein, Nature 256: 495 (1975), la técnica del hibridoma de linfocitos B humanos (véase Kozbor et al., 20 
1983, Immunol. Today 4:72), la técnica de EBV-hibridoma (véase Cole et al., pp. 77-96 en Monoclonal Antibodies 
and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., 1985) o técnicas de trioma. Véase, en general, (Harlow, E. y Lane, D. (1988) 
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; y Current Protocols 
in Immunology, Coligan et al. ed., John Wiley & Sons, Nueva York, 1994. Para aplicaciones de diagnóstico, los 
anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales, por ejemplo, generados en ratón, rata o conejo. Adicionalmente, 25 
para uso en aplicaciones in vivo, los anticuerpos de la presente invención pueden ser anticuerpos humanos o 
humanizados. Las células de hibridoma que producen un anticuerpo monoclonal de la invención se detectan 
seleccionando los sobrenadantes de cultivo de hibridoma en busca de anticuerpos que se unan al polipéptido de 
interés, por ejemplo, usando un ensayo ELISA convencional. 
 30 
Si se desea, las moléculas de anticuerpos se pueden cosechar o aislar del sujeto (por ejemplo, de la sangre o suero 
del sujeto) y purificar adicionalmente mediante técnicas bien conocidas, como cromatografía de proteína A para 
obtener la fracción de IgG. Alternativamente, se pueden seleccionar anticuerpos específicos para una proteína o 
polipéptido de la invención o (por ejemplo, parcialmente purificado) o purificar mediante, por ejemplo, cromatografía 
de afinidad para obtener anticuerpos sustancialmente purificados y purificados. Por composición de anticuerpo 35 
sustancialmente purificada se entiende, en este contexto, que la muestra de anticuerpos contiene como máximo solo 
el 30 % (en peso seco) de anticuerpos contaminantes dirigidos contra epítopos distintos de los de la proteína o 
polipéptido deseado de la invención, y como máximo el 20 %, como máximo el 10 %, o como máximo el 5 % (en 
peso seco) de la muestra son anticuerpos contaminantes. Una composición de anticuerpo purificada significa que al 
menos el 99 % de los anticuerpos en la composición están dirigidos contra la proteína o polipéptido deseado de la 40 
invención. 
 
Un anticuerpo dirigido contra un polipéptido correspondiente a un marcador de la invención (por ejemplo, un 
anticuerpo monoclonal) puede usarse para detectar el marcador (por ejemplo, en una muestra celular) para evaluar 
el nivel y el patrón de expresión del marcador. Los anticuerpos también se pueden usar como diagnóstica para 45 
controlar los niveles de proteínas en tejidos o fluidos corporales (por ejemplo, en una muestra de sangre u orina) 
como parte de un procedimiento de ensayo clínico, por ejemplo, para, por ejemplo, determinar la eficacia de un 
régimen de tratamiento concreto. La detección puede facilitarse acoplando el anticuerpo a una sustancia detectable. 
Los ejemplos de sustancias detectables incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, 
materiales luminiscentes, materiales bioluminiscentes y materiales radiactivos. Los ejemplos de enzimas adecuadas 50 
incluyen peroxidasa de rábano picante, fosfatasa alcalina, β-galactosidasa o acetilcolinesterasa; los ejemplos de 
complejos con grupos prostéticos adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; los ejemplos de 
materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceína, isotiocianato de fluoresceína, rodamina, 
diclorotriazinilamina fluoresceína, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente incluye 
luminol; los ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina y aequorina, y ejemplos de 55 
material radiactivo adecuado incluyen 125I, 131I, 35S o 3H. 
 
En consecuencia, en un aspecto, la invención proporciona anticuerpos sustancialmente purificados o fragmentos de 
los mismos, y anticuerpos no humanos o fragmentos de los mismos, anticuerpos o fragmentos que se unen 
específicamente a un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos codificada por un marcador 60 
identificado en este documento. Los anticuerpos sustancialmente purificados de la invención, o fragmentos de los 
mismos, pueden ser anticuerpos humanos, no humanos, quiméricos y/o humanizados. 
 
En otro aspecto, la invención proporciona anticuerpos no humanos o fragmentos de los mismos, anticuerpos o 
fragmentos que se unen específicamente a un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que está 65 
codificada por una molécula de ácido nucleico de un marcador predictivo de la invención. Tales anticuerpos no 
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humanos pueden ser anticuerpos de cabra, ratón, oveja, caballo, pollo, conejo o rata. Alternativamente, los 
anticuerpos no humanos de la invención pueden ser anticuerpos quiméricos y/o humanizados. Además, los 
anticuerpos no humanos de la invención pueden ser anticuerpos policlonales o anticuerpos monoclonales. 
 
Los anticuerpos sustancialmente purificados o sus fragmentos pueden unirse específicamente a un péptido señal, 5 
una secuencia secretada, un dominio extracelular, un dominio transmembrana o citoplasmático o un bucle 
citoplasmático de un polipéptido de la invención. Los anticuerpos sustancialmente purificados o fragmentos de los 
mismos, los anticuerpos no humanos o fragmentos de los mismos, y/o los anticuerpos monoclonales o fragmentos 
de los mismos, de la invención se unen específicamente a una secuencia secretada o un dominio extracelular de las 
secuencias de aminoácidos de la presente invención. 10 
 
La invención también proporciona un kit que contiene un anticuerpo de la invención conjugado con una sustancia 
detectable, e instrucciones de uso. Además otro aspecto de la invención es una composición de diagnóstico que 
comprende una sonda de la invención y un vehículo farmacéuticamente aceptable. En una realización, la 
composición de diagnóstico contiene un anticuerpo de la invención, un resto detectable y un vehículo 15 
farmacéuticamente aceptable. 
 
Ensayos de sensibilidad 
 
Una muestra de células cancerosas se obtiene de un paciente. Un nivel de expresión se mide en la muestra para un 20 
marcador correspondiente a al menos uno de los marcadores descritos en este documento. Se puede utilizar un 
conjunto de marcadores que comprenda marcadores identificados escritos de este documento, y juntarlos en un 
conjunto de marcadores usando los métodos descritos en este documento. Tal análisis se utiliza para obtener un 
perfil de expresión tumoral en el paciente. La evaluación del perfil de expresión se utiliza para determinar si se 
espera que el paciente tenga un resultado favorable y se beneficie del tratamiento, por ejemplo, terapia de inhibición 25 
de NAE (por ejemplo, tratamientos con un inhibidor de NAE (por ejemplo, MLN4924) solo o en combinación con 
agentes adicionales) o un agente alternativo que se espera que tenga un efecto similar en la supervivencia. La 
evaluación del perfil de expresión también se puede usar para determinar si se espera que un paciente tenga un 
resultado desfavorable y se beneficiaría de una terapia contra el cáncer que no sea la terapia de inhibición de NAE o 
se beneficiaría de un régimen de terapia de inhibición de NAE alterado. La evaluación puede incluir el uso de un 30 
conjunto de marcadores preparado utilizando cualquiera de los métodos proporcionados u otros métodos de 
puntuación similares conocidos en la técnica (por ejemplo, votación ponderada, combinación de características de 
umbral (CTF), Análisis de riesgos proporcionales de Cox, puntuación de componentes principales, puntuación 
predictiva lineal, vecino más cercano a K, etc.), por ejemplo, utilizando valores de expresión depositados con el 
programa Gene Expresion Omnibus (GEO) en el Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI, Bethesda, 35 
MD). Además, la evaluación puede comprender el uso de más de un conjunto de marcadores preparad. Una terapia 
de inhibición de NAE se identificará como apropiada para tratar el cáncer cuando el resultado de la evaluación 
demuestre un resultado favorable o se identifique un régimen de terapia más agresivo para un paciente con un 
resultado desfavorable esperado. 
 40 
En un aspecto, la invención presenta un método para evaluar a un paciente, por ejemplo, un paciente con cáncer, 
por ejemplo, un cáncer hematológico (por ejemplo, mieloma múltiple, leucemias, linfoma, etc.) o cáncer de tumor 
sólido (por ejemplo, melanoma, cáncer de esófago o cáncer de vejiga) para el resultado del tratamiento. El método 
incluye proporcionar una evaluación de la expresión de los marcadores en un conjunto de marcadores en el 
paciente, en donde el conjunto de marcadores tiene las siguientes propiedades: incluye una pluralidad de genes, 45 
cada uno de los cuales se expresa diferencialmente entre pacientes con resultados identificados y sujetos no 
afectados y contiene un número suficiente de marcadores expresados diferencialmente de tal manera que la 
cantidad diferencial (por ejemplo, en comparación con un nivel en una muestra de referencia no afectada) de cada 
uno de los marcadores en el marcador establecido en un sujeto es predictivo del resultado del tratamiento con no 
más de aproximadamente el 15 %, aproximadamente 10 %, aproximadamente 5 %, aproximadamente 2,5 %, o 50 
aproximadamente 1 % de falsos positivos (en donde falso positivo significa predecir que un paciente responde o no 
responde cuando el sujeto no lo es); y proporcionar una comparación de la cantidad de cada uno de los marcadores 
en el conjunto del paciente con un valor de referencia, evaluando así al paciente. 
 
Examinar la cantidad de uno o más de los marcadores o conjuntos de marcadores identificados en una muestra de 55 
tumor tomada de un paciente durante el curso de la terapia de inhibición de NAE, también es posible para 
determinar si el agente terapéutico continúa funcionando o si el cáncer no responde (refractario) al protocolo de 
tratamiento. Por ejemplo, a un paciente que recibe un tratamiento de MLN4924 se le extirparían las células 
tumorales y se controlaría la expresión de un marcador o conjunto de marcadores. Si el perfil de la cantidad de uno o 
más marcadores identificados en este documento tipifica más un resultado favorable en presencia del agente, por 60 
ejemplo, el inhibidor de NAE, el tratamiento continuaría. Sin embargo, si el perfil de la cantidad de uno o más 
marcadores identificados en este documento tipifica más resultados desfavorables en presencia del agente, 
entonces el cáncer puede haberse vuelto resistente a la terapia, por ejemplo, terapia de inhibición de NAE y otro 
protocolo de tratamiento debería iniciarse para tratar al paciente. Por ejemplo, el cáncer puede comprender una 
mutación en un gen marcador asociado con resistencia a la inhibición de NAE. 65 
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Importante, Estas determinaciones se pueden hacer paciente por paciente o agente por agente (o combinaciones de 
agentes). Así, se puede determinar si es probable que una terapia de inhibición de NAE particular beneficie a un 
paciente particular o grupo/clase de pacientes, o si se debe continuar un tratamiento particular. 
 
Uso de información 5 
 
En un método de divulgación, la información, por ejemplo, sobre el estado mutacional del tumor de un paciente, por 
ejemplo, la característica de marcador(es) del paciente, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad 
(por ejemplo, el resultado de evaluar un marcador o conjunto de marcadores descrito en este documento), o sobre si 
se espera que un paciente tenga un resultado favorable, se proporciona (por ejemplo, comunica, por ejemplo, se 10 
comunican electrónicamente) a un tercero, por ejemplo, un hospital, clínica, una entidad gubernamental, parte de 
reembolso o compañía de seguros (por ejemplo, una compañía de seguros de vida). Por ejemplo, la elección del 
procedimiento médico, si pagar por un procedimiento médico, pagar por una parte que reembolsa, o el coste de un 
servicio o seguro puede ser función de la información. Por ejemplo, el tercero recibe la información, toma una 
determinación basada al menos en parte en la información, y opcionalmente comunica la información o elige un 15 
procedimiento, pago, nivel de pago, cobertura, etc., basado en la información. En el método, se determina el nivel de 
expresión informativa de un marcador o un conjunto de marcadores seleccionado o derivado de la Tabla 1 y/o 
descrito en este documento. 
 
En una descripción de la divulgación, se evalúa una prima para el seguro (por ejemplo, de vida o médicos) en 20 
función de la información sobre uno o más niveles de expresión de marcadores, por ejemplo, un marcador o 
conjunto de marcadores, por ejemplo, un nivel de expresión asociado con el resultado del tratamiento (por ejemplo, 
la cantidad informativa). Por ejemplo, las primas se pueden aumentar (por ejemplo, en un cierto porcentaje) si los 
genes marcadores de un paciente o el conjunto de marcadores de un paciente descrito en este documento tienen 
características diferentes, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad entre un candidato asegurado (o 25 
un candidato que busca cobertura de seguro) y un valor de referencia (por ejemplo, una persona no afectada) o una 
muestra de referencia, por ejemplo, control combinado. Las primas también se pueden dimensionar dependiendo del 
resultado de la evaluación de un marcador o conjunto de marcadores descrito en este documento. Por ejemplo, las 
primas se pueden evaluar para distribuir el riesgo, por ejemplo, en función del marcador, por ejemplo, el resultado de 
evaluar un marcador o conjunto de marcadores descrito en este documento. En otro ejemplo, las primas se evalúan 30 
en función de los datos actuariales que se obtienen de pacientes que tienen resultados de tratamiento conocidos. 
 
La información sobre la característica del marcador, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad, por 
ejemplo, el resultado de evaluar un marcador o conjunto de marcadores descrito en este documento (por ejemplo, la 
cantidad informativa), puede usarse, por ejemplo, en un proceso de suscripción de seguros de vida. La información 35 
se puede incorporar a un perfil sobre un sujeto. Otra información en el perfil puede incluir, por ejemplo, fecha de 
nacimiento, el género, estado civil, información bancaria, información de crédito, hijos, etc. Una póliza de seguro se 
puede recomendar en función de la información sobre la característica del marcador, por ejemplo, tamaño, 
secuencia, composición o cantidad, por ejemplo, el resultado de evaluar un marcador o conjunto de marcadores 
descrito en este documento, junto con uno o más elementos de información en el perfil. Una prima de seguro o 40 
evaluación de riesgo también se puede evaluar en función de la información del marcador o conjunto de marcadores. 
En una implementación, los puntos se asignan en función del resultado esperado del tratamiento. 
 
En una descripción de la divulgación, la información sobre la característica del marcador, por ejemplo, tamaño, 
secuencia, composición o cantidad, por ejemplo, el resultado de evaluar un marcador o conjunto de marcadores 45 
descrito en este documento, se analiza mediante una función que determina si autorizar la transferencia de fondos 
para pagar un servicio o tratamiento brindado a un sujeto (o tomar otra decisión a la que se hace referencia en este 
documento). Por ejemplo, los resultados de analizar una característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, la 
composición o cantidad de un marcador o conjunto de marcadores descrito en este documento puede indicar que se 
espera que un sujeto tenga un resultado favorable, sugiriendo que se necesita un ciclo de tratamiento, 50 
desencadenando así un resultado que indica o causa autorización para pagar un servicio o tratamiento brindado a 
un sujeto. En un ejemplo, la característica informativa, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad de 
un marcador o un conjunto de marcadores seleccionados o derivados de la Tabla 1 y/o descritos en este documento 
se determinan y el pago se autoriza si la cantidad informativa identifica un resultado favorable. Por ejemplo, una 
entidad, por ejemplo, un hospital, cuidador, entidad gubernamental, o una compañía de seguros u otra entidad que 55 
paga o reembolsa gastos médicos, puede usar el resultado de un método descrito en este documento para 
determinar si una parte, por ejemplo, una parte que no sea el paciente objeto, pagará los servicios (por ejemplo, una 
terapia en particular) o el tratamiento brindado al paciente. Por ejemplo, una primera entidad, por ejemplo, una 
compañía de seguros, puede usar el resultado de un método descrito en este documento para determinar si se debe 
proporcionar un pago financiero a, o en nombre de, un paciente, por ejemplo, si reembolsar a un tercero, por 60 
ejemplo, un vendedor de bienes o servicios, un hospital, médico u otro cuidador, por un servicio o tratamiento 
proporcionado a un paciente. Por ejemplo, una primera entidad, por ejemplo, una compañía de seguros, puede usar 
el resultado de un método descrito en este documento para determinar si continúa, interrumpe, inscribe a un 
individuo en un plan o programa de seguro, por ejemplo, un seguro de salud o plan o programa de seguro de vida. 
 65 
En una descripción, la divulgación presenta un método para proporcionar datos. El método incluye proporcionar 
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datos descritos en este documento, por ejemplo, generados por un método descrito en este documento, para 
proporcionar un registro, por ejemplo, un registro descrito en este documento, para determinar si se proporcionará 
un pago. En algunas descripciones, los datos son proporcionados por ordenador, disco compacto, teléfono, facsímil, 
correo electrónico o carta. En algunas descripciones, los datos son proporcionados por una primera parte a una 
segunda parte. En algunas descripciones, la primera parte se selecciona entre el sujeto, un proveedor de atención 5 
médica, un médico tratante, una organización de mantenimiento de la salud (HMO), un hospital, una entidad 
gubernamental, o una entidad que vende o suministra el medicamento. En algunas descripciones, la segunda parte 
es un tercer pagador, una compañía de seguros, empleador, plan de salud patrocinado por el empleador, HMO, o 
entidad gubernamental. En algunas descripciones, la primera parte se selecciona entre el sujeto, un proveedor de 
atención médica, un médico tratante, una HMO, un hospital, una compañía de seguros, o una entidad que vende o 10 
suministra el medicamento y la segunda parte es una entidad gubernamental. En algunas descripciones, la primera 
parte se selecciona entre el sujeto, un proveedor de atención médica, un médico tratante, una HMO, un hospital, una 
compañía de seguros, o una entidad que vende o suministra el medicamento y la segunda parte es una compañía 
de seguros. 
 15 
En otra descripción, la divulgación presenta un registro (por ejemplo, registro legible por ordenador) que incluye un 
listado y el valor de la característica, por ejemplo, tamaño, secuencia, composición o cantidad para el marcador o 
conjunto de marcadores para un paciente. En algunas descripciones, el registro incluye más de un valor para cada 
marcador. 
 20 
A continuación, se ilustrará la presente invención mediante los ejemplos siguientes, que no se pretende que sean 
limitantes de ningún modo. 
 
Ejemplos 
 25 
Ejemplo 1. Identificaciones de panel de línea celular 
 
Para apoyar el desarrollo clínico e identificar biomarcadores potenciales de sensibilidad o resistencia tumoral, dos 
paneles grandes de líneas celulares de cáncer (Panel 1, N = 653 (McDermott et al. (2007) PNAS 104:19936-19941); 
Panel 2, N = 240 (O'Day et al. (2010) Fourth AACR International Conference on Molecular Diagnostics in Cancer 30 
Therapeutic Development)) fueron tratados con MLN4924 y se generaron datos de viabilidad celular (CI50, CE50 y 
POC - Porcentaje de control). 
 

Panel 1 (McDermott et al., supra). Las líneas celulares se expusieron a tres concentraciones de MLN4924 (20 
nM, 200 nM y 2 µM) durante 72 horas. La viabilidad, es decir, índice celular, se cuantificó midiendo la 35 
fluorescencia de una tinción de ácido nucleico permeante celular. Los valores medios se tomaron por triplicado 
para cada muestra y se compararon con el control DMSO para calcular el porcentaje de control. En los 
resultados, al control o valor de ningún actividad se le da un valor de aproximadamente 1, la sensibilidad se 
indica con un valor inferior a 1, con 0 como muerte de toda la población celular y resistencia indicada por un valor 
superior a 1. Para cada concentración se obtuvo un continuo de valores de viabilidad, entonces algunos valores 40 
fueron seleccionados como puntos de corte para la determinación final de sensibilidad o resistencia. Por ejemplo, 
los valores medios de POC menores que el valor medio de todos los POC registrados en el panel (<0,34) 
indicaron sensibilidad, valores de 0,34 a 0,75 indicaron sensibilidad límite, valores mayores que el 3er cuartil de 
todos los POC en el panel (>0,75) insensibilidad o resistencia. En general, una relación dosis respuesta se 
observó con líneas celulares sensibles. El criterio final de la línea celular como sensible, insensible o resistente 45 
se determinó por su viabilidad a 2 µM. 
Panel 2 (Ricerca Biosciences, Inc., Bothell, WA). Se añadió MLN4924 en diluciones semi-log para 10 
concentraciones y se trató durante 72 horas. La identificación celular de alto contenido mediante microscopía de 
fluorescencia incluyó análisis de imágenes para generar varios tipos de datos. Los resultados incluyeron valores 
de CE50 (después de medición del número de células, la concentración de CE50 se calculó a partir del punto de 50 
inflexión de una curva de porcentaje de control (POC) frente al log de la concentración MLN4924), valores CI50 
(del gráfico POC-log MLN4924, CI50 es la concentración al 50 % de respuesta máxima posible), apoptosis 
(medición de la activación de la caspasa 3 trazada contra el log de la concentración de MLN4924, determinado 
como la concentración para inducción >5 veces) y actividad mitótica (determinada midiendo el aumento de 
fosfohistona 3). Una comparación de CE50 con CI50 (Figura 3) permitió la asignación de líneas celulares a 55 
sensibles, insensibles o resistentes. La identificación final de una línea celular como sensible o resistente se basó 
en los valores de CE50. El límite de sensibilidad es una CE50 media menor que el valor medio de todos los POC 
registrados en el panel (<0,36), la sensibilidad límite se asoció con una CE50 media de 0,36 a 1,67 y las líneas 
celulares insensibles o resistentes fueron identificadas por CE50 mayor que el 3er cuartil de todos los POC en el 
panel (>1,67). 60 

 
Las líneas celulares superpuestas entre los paneles 1 y 2 (114 superposiciones) mostraron efectos coherentes de 
inhibición del crecimiento (coeficiente de correlación de Spearman = 0,72). Además, el análisis de histología y 
mutación en cada panel de líneas celulares en su conjunto (no solo líneas celulares superpuestas), también generó 
observaciones coherentes entre los dos paneles (Figuras 4A y B). 65 
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El ensayo exacto de Fisher utilizando el porcentaje medio de los valores de control se utilizó para evaluar las 
asociaciones de mutaciones individuales en las líneas celulares a la sensibilidad o resistencia MLN4924. Véase la 
Tabla 3 para un resumen de los valores de p para genes seleccionados. Los genes cuyas mutaciones estaban 
relacionadas con la sensibilidad en el ensayo exacto de Fisher incluyen NF2, SMAD4, KDM6A, CDKN2A y 
CDKN2A_p14. RB1 y TP53 estaban relacionados con la insensibilidad. 5 
 

Tabla 3. Confianza de la asociación de marcador mutado con respuesta a MLN4924 
Gen 
mutado 

Panel 1 N 
Total 

Panel 1 sensible 
al número 

Valor p del 
Panel 1 

Panel 2 N 
Total 

Panel 2 sensible 
al número 

Valor p del 
Panel 2 

Fenotipo 

NF2 10 8 0,067 5 4 0,187 Sensible 
SMAD4 24 15 0,197 11 6 0,509 Sensible 
KDM6A 6 6 0,019 4 4 0,062 Sensible 
RB1 32 12 0,062 14 17 1,00 Resistente* 
TP53 235 112 0,013 98 45 0,107 Resistente 
CDKN2A 153 94 0,001 68 38 0,146 Sensible 
CDKN2A_
p14 

114 70 0,01 59 33 0,178 Sensible 

* indica fenotipo para asociación RB1 no concluyente en todos los tipos celulares. Algunos tipos de tumores se 
asociaron más con la resistencia que otros: tumores del cerebro, vejiga, hueso y pulmón (NSCLC) tienen valores 
de p de 0,102, 0,205, 0,226 y 0,281, respectivamente. El resultado de que RB1 no es un marcador de 
sensibilidad está de acuerdo con el resultado de Jia et al. ((2011) Neoplasia 13:561-569) que excluyó la 
participación de RB1 en el mecanismo MLN4924. 

 
Ejemplo 2. Análisis de asociaciones de mutación 
 10 
Una dificultad para correlacionar mutaciones de genes en líneas celulares con sensibilidad a un agente terapéutico 
es que muchas líneas celulares tienen más de un gen mutado. Por ejemplo, la línea celular llamada 8505C del 
carcinoma de tiroides tiene mutaciones en BRAF, TP53, NF2 y CDKN2A. En particular, las mutaciones TP53 y 
CDKN2A se produjeron conjuntamente con otras mutaciones en las líneas celulares. Para saber qué mutante está 
asociado con sensibilidad o resistencia en los paneles de la línea celular, se realizaron subanálisis. 15 
 
APC frente a TP53. En el panel 1 de línea celular, 23 líneas celulares tienen una mutación en APC. De estas, 18 
líneas celulares también tienen una mutación en TP53. Fue difícil determinar si APC es un impulsor de resistencia a 
MLN4924, o simplemente una mutación pasajera que se encuentra con frecuencia en mutantes TP53. Un análisis 
adicional de las líneas celulares se realizó mediante sustracción de líneas celulares con mutantes dobles que 20 
incluían TP53 (Tabla 4). 
 

Tabla 4. Comparación de líneas celulares mutantes TP53 con APC y otras líneas celulares mutantes en el panel 1 
A. Restar mutantes TP53 
Gen sens(78) res(51) valor p 
RB1 0 2 0,154433 
NRAS 7 7 0,285024 
APC 2 3 0,30657 
SMAD4 2 3 0,30657 
BRCA2 0 1 0,395349 
FAM123B 0 1 0,395349 
MAP2K4 0 1 0,395349 
    
B. Restar mutantes APC 
Gen sens(184) res(158) valor p 
TP53 108 110 0,0234828 
RB1 12 19 0,0573067 
MAP2K4 2 5 0,1665217 
    
C. Mutantes dobles 
Gen sens(190) res(175) valor p 
APC+TP53 4 14 0,00842 

 
Como se puede ver en la Tabla 4A, la resta de los mutantes TP53 del panel de la línea celular deja un N demasiado 25 
pequeño para permitir la conclusión de la asociación de las mutaciones restantes con resistencia de las líneas 
celulares TP53 wt al tratamiento con MLN4924. Después de eliminar los 23 mutantes APC, are que TP53 está 
asociado con resistencia (Tabla 4B). No obstante, las líneas celulares con mutaciones APC y TP53 muestran una 
fuerte asociación con resistencia (Tabla 4C). Adicionalmente, la mayoría de las líneas celulares en el subgrupo 
mutante APC+TP53 provienen de muestras de tumores de cáncer intestinal (Tabla 5, que también incluye líneas 30 
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celulares y datos del panel 2 y seis líneas celulares del panel 1 que no se incluyeron en el análisis sustractivo 
original). 
 

Tabla 5. Subconjunto de líneas celulares con mutaciones en APC y TP53 
Estirpe 
celular 

Fuente de 
tejido tumoral 

Histología tumoral Viabilidad a 2 
µM Panel 1 

CE50 
Panel 2 

Mutaciones simultáneas 

HT55 intestino 
carcinoma de 
colon 0,5143  APC:APC:TP53 

SW 1116 intestino 
adenocarcinoma 
de colon 1,1599 10 APC:APC:KRAS:SMAD4: TP53 

COCM1 intestino 
carcinoma de 
colon 1,1438  

APC:APC:PIK3CA:SMAD4: 
TP53 

LS1034 intestino adenocarcinoma  3,76 APC:KRAS:TP53 

SW 1463 intestino 
adenocarcinoma 
rectal 0,8963  TP53:FBXW7:KRAS:APC 

NCI-H630 intestino 
adenocarcinoma 
colorrectal 0,75  APC:TP53 

SW1417 intestino 
adenocarcinoma 
de colon 0,6374 9,03 APC:TP53:BRAF:PIK3R1 

SW837 intestino 
adenocarcinoma 
rectal 0,702 0,694 

APC: APC: FAM123B:TP53: 
FBXW7:KRAS 

SW620 intestino 
adenocarcinoma 
de colon 0,4928 0,387 

APC:TP53:TP53:KRAS: 
MAP2K4:SM AD4 

NCI-
H1581 

NSCLC 
pulmonar 

carcinoma de 
células 
escamosas 0,7365  APC:TP53 

HCT-15 intestino 
adenocarcinoma 
de colon 0,6654 0,836 

APC:BRCA2:FAM123B: 
KRAS:MSH6: PIK3CA: TP53 

C2BBe1 intestino 
adenocarcinoma 
colorrectal 0,7159  APC:TP53 

T84 intestino 
carcinoma de 
colon 0,5777 0,556 KRAS: PIK3CA:TP53:APC 

SW626 ovario adenocarcinoma 0,5541  TP53:KRAS:APC 

HT29 intestino 
adenocarcinoma 
colorrectal 0,4376 0,25 

APC: PIK3CA:TP53: BRAF: 
SMAD4:AP C 

LK-2 pulmón NSCLC pulmonar 0,2893  TP53:APC:CDKN2A 
MKN28 estómago metástasis 0,2847  APC:TP53:NF1 
COLO-
205 intestino 

adenocarcinoma 
de colon 0,144 0,0923 TP53:BRAF:APC:SMAD4 

HGC-27 estómago 
carcinoma 
gástrico 0,1291  TP53:APC:PTEN:PIK3CA 

NCIH747 intestino 
adenocarcinoma 
de ciego  2,07 APC:APC:KRAS:TP53 

SKUT1 músculo piso leiomiosarcoma  0,0856 
APC:APC:PIK3CA:PTEN: 
PTEN:RB1:T P53:TP53 

SK-MEL-
30 piel 

melanoma 
maligno 0,7728  APC:NRAS:TP53 

COLO320 
HSR intestino 

adenocarcinoma 
de colon  1,78 APC:TP53 

NCI-H520 
NSCLC 
pulmonar 

carcinoma de 
células 
escamosas 0,5577 0,261 CDKN2A:APC:TP53 

NCI-
H1703 

NSCLC 
pulmonar 

carcinoma 
adenoescamoso 0,1101  TP53:APC:CDKN2A 

NCI-
H1975 pulmón adenocarcinoma 0,3049  

TP53:APC:CDKN2A:PIK3CA: 
EGFR 

RCM-1 intestino 
adenocarcinoma 
rectal 0,7666  TP53:KRAS:APC 

SK-OV-3 ovario adenocarcinoma 0,397 10 TP53:PIK3CA:CDKN2A:APC 
 5 
Asociación con histología. Es posible que algunas mutaciones de TP53 estén asociadas con resistencia en algunos 
tipos de tumor más que en otros. Las líneas celulares mutantes de TP53 se analizaron dentro de los tipos de tejido 
mediante un ensayo de Mann-Whitney (no paramétrico). Como se puede ver en la Figura 5, las mutaciones de TP53 
se correlacionan significativamente con la resistencia a MLN4924 en líneas celulares de cáncer de colon (valor p = 
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0,04022). 
 
Un análisis similar de asociaciones en otros tejidos indica que la mutación TP53 está asociada con la resistencia 
MLN4924 en líneas celulares de cáncer de mama y de pulmón (NSCLC). 
 5 
Se analizaron mutaciones adicionales para la posible asociación de la histología tumoral con resistencia o 
sensibilidad al tratamiento MLN4924. La Tabla 6 proporciona resultados del análisis del panel 1 y la Tabla 7 
proporciona resultados del análisis del panel 2, cuyo tamaño más pequeño resultó un desafío para este tipo de 
análisis. El límite de asociación con los tejidos se eligió con valores de p < 0,05. 
 10 

Tabla 6. Asociación de mutación con histología en el Panel 1 
Fuente de 
tejido 
tumoral 

Mutación N mutantes 
este cáncer 

N tipo 
silvestre este 
cáncer 

N mutantes 
todos los 
cánceres 

N tipo 
silvestre 
todos los 
cánceres 

Asociación valor p 

Cabeza_C
uello TP53 15 1 111 79 sensible 0,0001 

Cabeza_C
uello CDKN2A 12 4 94 96 sensible 0,0072 

Cabeza_C
uello 

SMAD4 3 13 15 175 sensible 0,0262 

Cuello 
uterino TP53 1 6 124 51 resistente 0,0027 

Pulmón RB1 2 4 19 156 resistente 0,0178 
Hueso RB1 1 5 12 178 sensible 0,0477 

 
Tabla 7. Asociación de mutación con histología en el Panel 2 

Fuente de 
tejido 
tumoral 

Mutación N mutantes 
este cáncer 

N tipo 
silvestre 
este cáncer 

N mutantes 
todos los 
cánceres 

N tipo 
silvestre 
todos los 
cánceres 

Asociación valor p 

piel CDKN2A 8 1 30 43 resistente 0,0022 
piel CDKN2A.p14 6 3 26 47 resistente 0,0004 
piel TP53 2 7 53 20 resistente 0,0036 
CNS CDKN2A.p14 5 4 26 47 resistente 0,0466* 
* valor p para CNS derivado del porcentaje de viabilidad de control. Para piel, valor p derivado de CE50. 

 
A diferencia de la asociación general de TP53 con resistencia a MLN4924, en cáncer de cabeza y cuello, La 15 
mutación TP53 está asociada con sensibilidad. Se encontró un contraste similar para mutaciones de CDKN2A en 
piel y sistema nervioso central (CNS). Las mutaciones CDKN2A o CDKN2A.p14 se asociaron con resistencia al 
tratamiento MLN4924 en la piel y las líneas celulares tumorales del CNS, a pesar de la asociación general con la 
mutación CDKN2A y la sensibilidad al tratamiento MLN4924. Las tablas 6 y 7 también muestran que las mutaciones 
de TP53 están significativamente asociadas con la resistencia en el cáncer cervical y cáncer de piel; Las mutaciones 20 
de CDKN2A están significativamente asociadas con sensibilidad en cáncer de cabeza y cuello; Las mutaciones de 
SMAD4 están significativamente asociadas con sensibilidad en cáncer de cabeza y cuello; las mutaciones de RB1 se 
asocian significativamente con resistencia en cáncer de pulmón; y las mutaciones RB1 están significativamente 
asociadas con sensibilidad en cáncer de hueso. 
 25 
Ejemplo 3. Resultados de detección de líneas celulares individuales 
 
Las siguientes tablas incluyen resultados de las identificaciones de líneas celulares individuales que llevaron a 
conclusiones sobre marcadores cuyas mutaciones confieren sensibilidad a MLN4924. 
La anotación de las mutaciones y la explicación de la sintaxis de mutaciones se pueden encontrar en la base de 30 
datos COSMIC. 
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Tabla 11. Muestreo de resultados de identificaciones de líneas celulares con mutaciones en FBXW7. 
Estirpe 
celular 

Mutación 
ORF (SEQ 
ID NO: 13) 

Mutación 
de proteína 
(SEQ ID 
NO: 14) 

Fuente de 
tejido 
tumoral 

Tipo de 
tumor 

Viabilidad 
a 2 µM 
Panel 1 

CE50 
Panel 2 

Fenotipo Mutaciones 
simultáneas 

AN3CA c. 
1321C>T 

p.R441W Útero metástasis 0,1944  sensible PTEN: TP53: 
PIK3R1 

ESS-1 c. 
1393C>T 

p.R465C Útero primario 0,0529  sensible FBXW7: 
TP53: 
PIK3CA: 
RB1 

C-33a c. 
1394G>A 

p.R465H Cuello 
uterino 

primario 0,0822  sensible RB1: TP53: 
MSH2: 
PIK3CA: 
PTEN 

HuCCT1 c.881C>G p.S294* Hígado primario 0,1262  sensible TP53: KRAS 
MKN1 c. 

1393C>T 
p.R465C Estómago metástasis 0,4631  insensible TP53: 

PIK3CA 
AsPC-1 c. 

1393C>T 
p.R465C Páncreas metástasis 0,9889  resistente CDKN2A: 

MAP2K4: 
KRAS: TP53 

RCM-1 c. 
1513C>T 

p.R505C Intestino primario 0,7666  resistente TP53: KRAS 

SW1463 c. 
1436G>A 

p.R479Q Intestino primario 0,8963  resistente TP53: 
KRAS: APC 

 
Ejemplo 4. Asociación de deleción de TP53 con resistencia 
 
Otro enfoque para determinar el papel de TP53 en la respuesta a MLN4924 fue un estudio en donde se eliminó el 5 
gen TP53. En estudios anteriores, la importancia de p53 en la respuesta de re-replicación a MLN4924 parecía 
depender de la manipulación genética específica y se esperaba que reflejara estrechamente la de sobreexpresión de 
CDT1 (Cdtl es un sustrato de dos complejos CRL alternativos y MLN4924 lo estabiliza en muchas líneas celulares). 
En estudios de supresión, p53 parecía comportarse de manera similar a la supresión de CDT1 en los puntos 
temporales tempranos, pero no en puntos temporales posteriores, a menos que se usaran concentraciones más 10 
altas de MLN4924. La transferencia Western sugirió la eliminación eficaz de la proteína p53 por ARNsi SMART-
combinación, aunque generalmente el ARNi no da como resultado la pérdida completa de proteína. Por tanto, la 
proteína residual aún puede afectar la respuesta a MLN4924, particularmente porque MLN4924 da como resultado la 
estabilización de p53 (Liao et al. (2011) Mol. Cell Proteomics 10: 10. 1074/mcp.Ml 11.009183). El efecto de viabilidad 
de MLN4924 se evaluó en células HCT-116 que se eliminaron genéticamente para p53 junto con su control parental. 15 
 
Se sembraron líneas celulares HCT-116 isogénicas emparejadas que eran de tipo silvestre (+/+) o nulas (-/-) para la 
expresión de p53 (HD PAR-018 y HD 104-001, respectivamente, Horizon Discovery Ltd) en placas separadas de 384 
pocillos y luego se trataron al día siguiente con una titulación de MLN4924 por triplicado, y se incubaron durante 24, 
36, 48 o 72 h, con densidades de siembra de 1600, 1200, 800 y 400 células/pocillo, respectivamente. Después de 20 
incubar el compuesto, la viabilidad de las células HCT-116 se evaluó mediante el ensayo ATPlite (Perkin Elmer) 
según las instrucciones del fabricante utilizando el sistema de imágenes LEADseeker (GE Healthcare). 
 
Las células HCT-116 TP53 +/+ (MLN4924 CL50 = 21 ± 1 nM) demostraron una mayor sensibilidad MLN4924 a las 72 
h que las células HCT-116 TP53 -/- (MLN4924 CL50 = 74 ± 5 nM; Figuras 6A-D). Estos resultados sugieren que la 25 
deficiencia de p53 hace que HCT-116 sea menos sensible a MLN4924, sugiriendo que el papel general de p53 a las 
72 h es proapoptótico. Los puntos temporales anteriores refuerzan esta interpretación, ya que las células TP53 -/- 
tienen menos muerte celular a las concentraciones más altas de fármaco a las 24, 36 y 48 h. Las transferencias 
Western mostraron que p21 todavía estaba regulado por MLN4924 en células TP53 -/- HCT-116. En células HCT-
116, la estabilización de p21 puede ser un efecto directo de la inhibición de CRL4-Cdt2 (Nishitani et al., 2008; Abbas 30 
et al., 2008; Kim et al., 2008). 
 
Este resultado es contrario a la conclusión de Lin et al. (2010) Cancer Res. 70:10310-10320) usando las células 
inactivadas HCT116 -/- p53. En ese estudio, se concluyó que las células inactivadas TP53 eran más susceptibles a 
la muerte celular general o la inhibición del crecimiento por MLN4924. La razón por la que el presente estudio llega a 35 
una conclusión diferente a la de Lin et al. es el periodo de tiempo que las células fueron tratadas con MLN4924. En 
Lin et al., las células fueron tratadas durante 8 horas antes de un lavado. En los estudios actuales y en los paneles 
de líneas celulares de los ejemplos anteriores, las células fueron tratadas con MLN4924 continuamente durante 72 
horas. En el lavado, se permite que los niveles de p53 se estabilicen y aprovechen la activación de vías alternativas 
que las vías anteriores que inicialmente fueron inhibidas y condujeron a una susceptibilidad más temprana. 40 
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Ejemplo 5. Aislamiento de ácido nucleico y métodos de secuenciación de ácido nucleico 
 
Aislamientos genómicos y secuenciación de ADN. El aislamiento de ADN de células y tumores se realiza utilizando 
el kit de aislamiento DNAEASY® (Qiagen, Valencia, CA). El aislamiento de ARN se realiza utilizando MegaMax 
(división Ambion de Applied Biosystems, Austin, TX). Los aislamientos genómicos se realizan siguiendo los 5 
protocolos recomendados por el fabricante. 
 
Metodología de secuenciación SANGER. Las amplificaciones por PCR se realizan utilizando condiciones de ciclado 
optimizadas por gen-exón. La secuenciación de la extensión del cebador se realiza utilizando BigDye de Applied 
Biosystems versión 3.1. Las reacciones se ejecutan En el analizador de ADN 3730x1 de Applied Biosystem. La 10 
secuencia de llamadas base se realiza utilizando KBTM Basecaller (Applied Biosystems). Las llamadas de mutación 
somática son determinadas por Mutation Surveyor (SoftGenetics) y se confirman manualmente alineando los datos 
de secuenciación con la secuencia de referencia correspondiente utilizando Seqman (DNASTAR). 
 
Metodología de secuenciación SEQUENOM. Los ensayos de Sequenom (San Diego, CA) se diseñan utilizando la 15 
química TypePLEX® con extensión de base única. Este proceso consta de tres etapas: 1) Un archivo de texto que 
contiene los SNP o mutaciones de interés y la secuencia de flanqueo se carga en mysequenom.com, donde se 
ejecuta con un programa basado en la web ProxSNP, 2) La salida de ProxSNP se ejecuta con PreXTEND y 3) la 
salida de PreXTEND se ejecuta con el diseño de ensayo que determina el peso de masa esperado de los productos 
extendidos para garantizar la separación entre todos los picos potenciales encontrados dentro de una reacción 20 
multiplexada. 
 
Los cebadores de PCR se diseñan para agrupar la región identificada en las etapas de diseño del ensayo. La región 
de interés se amplía en reacciones de PCR utilizando los cebadores. Se aplican 15 nl de producto amplificado y 
extendido en un 384 SpectroCHIP II usando un Nanodispenser RS1000. Se añade un calibrador de 3 puntos a cada 25 
chip para garantizar el rendimiento adecuado del espectrómetro de masas compacto Sequenom Maldi-tof. 
 
El SpectroCHIP II se coloca en el espectrómetro de masas compacto Sequenom MALDI-TOF. El espectrómetro de 
masas se configura para disparar un máximo de 9 adquisiciones por cada punto en el spectroCHIP de 384 pocillos. 
El kit TypePLEX Gold SpectroCHIP II de Sequenom (10142-2) se utiliza siguiendo los protocolos recomendados por 30 
el fabricante. El análisis se realiza utilizando el software de análisis Sequenom, MassARRAY® Typer Analyzer v4. 
 
Metodología de SECUENCIA DE PRÓXIMA GENERACIÓN (NGS). NGS dirigida utilizando la plataforma Illumina 
(Illumina, Inc. San Diego, CA) se utiliza para confirmar e identificar mutaciones de baja frecuencia en un marcador. 
Los pares de cebadores se diseñan para amplificar los exones de codificación. Los productos de PCR se cuantifican 35 
usando un ensayo PicoGreen y se combinan en proporciones molares iguales para cada muestra. Los productos 
purificados se reparan y concatenan por ligamiento. Los productos concatenados se utilizan para preparar la 
biblioteca Hi-Seq 2000. Los productos de PCR concatenados se cortan y se usan para hacer bibliotecas Hi-Seq 
2000 con código de barras que consisten en 12 muestras con código de barras por grupo multiplexado. Las 
bibliotecas agrupadas Hi-Seq 2000 experimentan amplificación clonal por generación de grupo en ocho carriles de 40 
una celda de flujo Hi-Seq 2000 y se secuencian usando secuenciación de un solo extremo 1x100 en un Hi-Seq 2000. 
La coincidencia de las lecturas de secuenciación primaria con la construcción del genoma humano Hg18, así como 
el análisis SNP se realizan utilizando el software CASAVA de Illumina versión 1.7.1. 
 
Procedimientos generales 45 
 
RT-PCR cuantitativa 
 
La síntesis de ADNc y la RT-PCR cuantitativa se realizan usando ensayos de expresión génica ABI, reactivos y 
sistemas de detección de secuencia ABI PRISM® 7900HT (Applied Biosystems, Foster City, CA) usando las 50 
siguientes condiciones de ciclo: mantener a 50 °C durante 2 minutos para activar AmpErase UNG, luego 95,0 °C 
durante 10 minutos para activar la ADN polimerasa, luego desarrollar 40 ciclos de dos partes de 95,0 °C durante 15 
segundos y 60,0 °C durante 1 minuto. El dCt se calcula utilizando el Ct promedio de los genes de control B2M 
(Hs99999907_ml) y RPLPO (Hs99999902_ml). La cuantificación de la expresión de ARNm relativa se deriva usando 
el Método Ct Comparativo (Applied Biosystems). Los valores de veces de cambio de expresión de ARNm se 55 
generan a partir de una muestra normal y la muestra de tumor correspondiente. 
 
Manipulación de muestras para muestras de mieloma 
 
Tras la recolección de aspirado de médula ósea del paciente, las células de mieloma se enriquecen mediante una 60 
rápida selección negativa. El procedimiento de enriquecimiento emplea un cóctel de anticuerpos específicos de tipo 
celular junto con un anticuerpo que se une a los glóbulos rojos RosetteSep (Stem Cell Technologies). El cóctel de 
anticuerpos tiene anticuerpos con la siguiente especificidad: CD14 (monocitos), CD2 (linfocitos T y NK), CD33 
(progenitores mieloides y monocitos), CD41 (plaquetas y megacariocitos), CD45RA (linfocitos B y T sin tratar) y 
CD66b (granulocitos). Los anticuerpos reticulan los tipos de células que no son de mieloma con los glóbulos rojos en 65 
las muestras. Los tipos de células unidas se eliminan utilizando un gradiente de densidad de ficoll modificado. Las 
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células de mieloma se recogen y se congelan. 
 
El ARN total se aísla utilizando un kit de aislamiento QIAGFN® Group RNEASY® (Valencia, CA) y se cuantifica por 
espectrofotometría. 
 5 
El ADN se aísla del flujo mediante la fracción de la columna utilizada en el método de aislamiento de ARN. 
 
Análisis de expresión génica delmieloma en una matriz 
 
El ARN se convierte en ARNc biotinilado mediante un protocolo de amplificación basado en T7 convencional 10 
(AFFYMETRIX® Inc., Santa Clara, CA). También se marca un pequeño número de muestras con ≥0,5 - 2,0 µg y 
posteriormente se hibrida si se producen 6 µg de ARNc. Para el procedimiento automatizado de amplificación T7, el 
ADNc y el ADNc marcado con biotina se purifican usando el sistema de purificación por PCR AMPURF®, siguiendo 
el protocolo del fabricante (AGENCOURT® Bioscience Corporation, Beverly, MA). El rendimiento del ARNc se 
evalúa por espectrofotometría y se fragmentan 10 µg de ARNc y se procesan adicionalmente para hibridación por 15 
triplicado en las matrices AFFYMETRIX® Human Genome HG-U133A y HG-U133B GFNFCHIP®. En casos donde 
el rendimiento del ARNc varió entre 6 µg y 10 µg, la muestra de ARNc completa está fragmentada. 
 
El ARNc para cada muestra se hibrida con las matrices U133A/B por triplicado; operadores, lotes de chip, sitios 
clínicos y escáneres (GENECHIP® Scanner 3000) se controlan en todo momento. La sustracción del fondo, ajuste 20 
de suavizado, correcciones de ruido y los cálculos de señal se realizan con AFFYMETRIX® MAS5.0. Las métricas 
de control de calidad incluyen: factor de escala (<11) de llamada presente porcentual (> 25), relación β-actina 3':5' 
(<15) y fondo (<120). Las muestras que quedan fuera de estas métricas se excluyen del análisis posterior. 
 
La puntuación de pureza del mieloma examina la expresión de genes conocidos en la bibliografía que se expresan 25 
altamente en las células de mieloma (y sus células precursoras plasmáticas normales), para expresión de genes que 
se sabe que se expresan altamente en células eritroides, neutrófilos y linfocitos T - véase el listado de 14 
marcadores a continuación). La puntuación de mieloma = expresión de marcadores de mieloma (N.º 1-4 a 
continuación)/eritroide (N.º 5-7) + neutrófilos (N.º 8-11) + linfocitos T (N.º 12-14): 
 30 

1. 205692_s_en CD38 antígeno CD38 (p45) mieloma/células plasmáticas 
2. 201286_en SDC1 sindecano-1 mieloma/células plasmáticas 
3. 201891_s_en B2M beta-2 microglobulina mieloma/células plasmáticas 
4. 211528_x_en B2M beta-2 microglobulina mieloma/células plasmáticas 
5. 37986_en EpoR receptor de eritropoetina célula eritroide 35 
6. 209962_en EpoR receptor de eritropoetina célula eritroide 
7. 205838_en GYPA glicoforinA célula eritroide 
8. 203948_s_en MPO mieloperoxidasa neutrófilos 
9. 203591_s_en receptor del factor 3 estimulante de colonias CSFR3 (granulocitos) neutrófilos 
10. 204039_en CEBPACCAAT/proteína de unión potenciadora (C/EBP), neutrófilos alfa 40 
11. 214523_en CEBPECCAAT/proteína de unión potenciadora (C/EBP), neutrófilos épsilon 
12. 209603_en GATA3 proteína 3 unión a GATA linfocitos T 
13. 209604_s_en GATA4 proteína 4 unión a GATA linfocitos T 
14. 205456_en antígeno CD3ECD3E, polipéptido épsilon linfocitos T 
Las muestras con una puntuación de pureza de mieloma inferior a 10 se excluyen de análisis posteriores. 45 

 
Equivalentes 
 
Aunque las realizaciones de la invención se han descrito usando términos específicos, dicha descripción es solo 
para fines ilustrativos, y debe entenderse que pueden realizarse cambios y variaciones sin apartarse de la invención. 50 
Los expertos en la materia reconocerán o serán capaces de determinar, usando únicamente experimentación de 
rutina, muchos equivalentes de las realizaciones específicas de la invención descritas en el presente documento. Se 
pretende que tales equivalentes estén abarcados por las siguientes reivindicaciones. 
 
LISTADO DE SECUENCIAS 55 
 

<110> Smith, Peter G Blakemore, Stephen J. Li, Bin Mulligan, George J. Schu, Matthew C. Millennium 
Pharmaceuticals, Inc. 

 
<120> BIOMARCADORES DE RESPUESTA A INHIBIDORES DE NAE 60 
 
<130> MPI11-009P1RNWO2M 

 
<150> US 61/552.686 
<151> 28/10/2011 65 
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<160> 26 
 

<170> FastSEQ para Windows versión 4.0 
 

<210> 1 5 
<211> 6046 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 1 10 
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<210> 2 
<211> 1788 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 2 

 

 10 
 

<210> 3 
<211> 595 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 

 
<400> 3 

 

E12844605
05-03-2020ES 2 776 144 T3

 



50 

 
 

E12844605
05-03-2020ES 2 776 144 T3

 



51 

 
 

E12844605
05-03-2020ES 2 776 144 T3

 



52 

<210> 4 
<211> 8789 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

 5 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 1659 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 5 
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<210> 6 
<211> 552 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 6 
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<210> 7 
<211> 5778 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 4206 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 4206 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 9 
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<210> 10 
<211> 1401 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 1401 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 11 
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<210> 12 
<211> 3896 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 12 
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<210> 13 
<211> 2124 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 13 
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<210> 14 
<211> 707 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 14 
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<210> 15 
<211> 2591 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 15 
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<210> 16 
<211> 1182 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 16 
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<210> 17 
<211> 393 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 17 

 

 10 
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<210> 18 
<211> 1267 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 18 
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<210> 19 
<211> 471 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 19 

 

 10 
 

<210> 20 
<211> 156 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 

 
<400> 20 
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<210> 21 
<211> 1164 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 21 

 

 10 
 

<210> 22 
<211> 522 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 15 

 
<400> 22 
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<210> 23 
<211> 173 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 23 

 

 10 
 

<210> 24 
<211> 10740 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 15 

 
<400> 24 
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<210> 25 
<211> 8532 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

 5 
<400> 25 
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<210> 26 
<211> 2843 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 26 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Un método para identificar a un paciente con cáncer para tratamiento con un inhibidor de la enzima activadora de 
NEDD8 (NAE) que comprende: 
 5 

a) determinar un estado mutacional de al menos un gen marcador en una muestra que comprende células 
tumorales obtenidas del paciente con cáncer, en donde el al menos un gen marcador es un supresor tumoral en 
una ruta de ligasa culina-RING; 
b) determinar si el estado mutacional es indicativo de un resultado favorable del tratamiento con el inhibidor de 
NAE, en donde el inhibidor de NAE es sulfamato de ((1S,2S,4R)-4-{4-[(1S)-2,3-dihidro-1H-inden-1-ilamino]-7H-10 
pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-il}-2-hidroxiciclopentil)metilo; y 
c) identificar al paciente para tratamiento con el inhibidor de NAE si el estado mutacional indica un resultado 
favorable de tratamiento con el inhibidor de NAE; 
 

en donde el al menos un gen marcador se selecciona del grupo que consiste en TP53, CDKN2A, CDKN2A_p14 y 15 
APC. 
 
2. El método de la reivindicación 1, en donde el estado mutacional del al menos un gen marcador es mutante. 
 
3. El método de la reivindicación 1, en donde el estado mutacional del al menos un gen marcador es de tipo 20 
silvestre. 
 
4. El método de la reivindicación 2, en donde el mutante es un mutante inactivador. 
 
5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la muestra comprende células 25 
tumorales hematológicas o células tumorales sólidas. 
 
6. El método de la reivindicación 5, en donde la muestra que comprende células tumorales hematológicas es sangre. 
 
7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el al menos un gen marcador es al menos dos 30 
genes marcadores. 
 
8. El método de la reivindicación 2, en donde el al menos un gen marcador es CDKN2A o CDKN2A_p14. 
 
9. El método de la reivindicación 3, en donde el al menos un gen marcador es TP53. 35 
 
10. El método de la reivindicación 7, en donde los al menos dos genes marcadores son al menos TP53 y APC. 
 
11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el estado mutacional se determina 
midiendo al menos una característica de al menos un marcador asociado con el al menos un gen marcador. 40 
 
12. El método de la reivindicación 11, en donde la al menos una característica se selecciona del grupo que consiste 
en tamaño, secuencia, composición y cantidad. 
 
13. El método de la reivindicación 11 o 12, en donde el al menos un marcador se selecciona del grupo que consiste 45 
en un locus cromosómico, un ácido nucleico y una proteína asociada con el al menos un gen marcador. 
 
14. El método de la reivindicación 13, en donde el ácido nucleico es ADN genómico, ARNm o ADNc. 
 
15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 11-14, en donde la al menos una característica es una 50 
secuencia y el al menos un marcador es un ácido nucleico. 
 
16. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el paciente con cáncer tiene un cáncer 
hematológico o un cáncer de tumor sólido. 
 55 
17. El método de la reivindicación 16, en donde el cáncer hematológico es leucemia mielógena aguda o crónica. 
 
18. El método de la reivindicación 16, en donde el cáncer hematológico es síndrome mielodisplásico. 
 
19. El método de la reivindicación 16, en donde el cáncer de tumor sólido es cáncer de cabeza y cuello. 60 
 
20. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende adicionalmente: 
 

a) identificar un estado mutacional del al menos un gen marcador en una segunda muestra del paciente, en 
donde el paciente ha sido tratado con el inhibidor de NAE antes de obtener la segunda muestra; 65 
b) determinar si el estado mutacional es indicativo de un resultado favorable del tratamiento con el inhibidor de 
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NAE; y 
c) determinar la continuación del tratamiento con el inhibidor de NAE si el estado mutacional de la segunda 
muestra indica un resultado favorable del tratamiento con el inhibidor de NAE. 

 
21. Uso de un kit para identificar a un paciente con cáncer para tratamiento con un inhibidor de la enzima activadora 5 
de NEDD8 (NAE), comprendiendo el kit un reactivo para determinar un estado mutacional de al menos un gen 
marcador en una muestra que comprende células tumorales obtenidas del paciente con cáncer, en donde el 
inhibidor de NAE es un sulfamato de metilo 1-sustituido, en donde el al menos un gen marcador es un supresor 
tumoral en una resulta de ligasa culina-RING, y en donde el al menos un gen marcador se selecciona del grupo que 
consiste en TP53, CDKN2A, CDKN2A_p14 y APC. 10 
 
22. El uso del kit de la reivindicación 21, en donde el estado mutacional se determina por medición de al menos una 
característica de al menos un marcador del al menos un gen marcador, en donde el al menos un marcador se 
selecciona del grupo que consiste en ácido nucleico y proteína asociados con al menos un gen marcador. 
 15 
23. El uso del kit de una cualquiera de las reivindicaciones 21-22, comprendiendo el kit además un estabilizador para 
añadir a la muestra. 
 
24. El uso del kit de la reivindicación 22, en donde el al menos un marcador es ácido nucleico y el reactivo es al 
menos un cebador. 20 
 
25. El uso del kit de la reivindicación 24, en donde el al menos un cebador se hibrida con una secuencia de ácidos 
nucleicos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 1, 2, 4, 5, 7, 8, 9, 12, 13, 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24, 
25 o una secuencia en el cromosoma 22q del par de bases 29999545 a 30094589, cromosoma 18q del par de bases 
48556583 a 48611412, cromosoma Xp del par de bases 44732423 a 44971847, cromosoma 4q del par de bases 25 
153242410 a 153456172, cromosoma 17p del par de bases 7571720 a 7590868, cromosoma 9p del par de bases 
21967751 a 21994490, y un complemento de cualquiera de los anteriores. 
 
26. Un inhibidor de NAE para uso en un método de tratamiento de un paciente con cáncer, comprendiendo el 
método: 30 
 

a) utilizar el estado mutacional de al menos un gen marcador en el tumor de un paciente, en donde el al menos 
un gen marcador se selecciona del grupo que consiste en TP53, CDKN2A, CDKN2A_p14 y APC, seleccionar un 
paciente con cáncer que se espera que tenga un resultado favorable del tratamiento con el inhibidor de NAE, y 
b) tratar al paciente con cáncer con el inhibidor de NAE, en donde el inhibidor de NAE es un sulfamato de metilo 35 
1-sustituido. 

 
27. El inhibidor de NAE para uso según la reivindicación 26, en donde el inhibidor de NAE es sulfamato de 
((1S,2S,4R)-4-{4-[(1S)-2,3-dihidro-1H-inden-1-ilamino]-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-il}-2-hidroxiciclopentil)metilo. 
 40 
28. El inhibidor de NAE para uso de la reivindicación 26 o 27, en donde el paciente con cáncer tiene un cáncer 
hematológico o un cáncer de tumor sólido. 
 
29. El inhibidor de NAE para uso de la reivindicación 28, en donde el cáncer hematológico es leucemia mielógena 
aguda o crónica. 45 
 
30. El inhibidor de NAE para uso de la reivindicación 28, en donde el cáncer hematológico es síndrome 
mielodisplásico. 
 
31. El inhibidor de NAE para uso de la reivindicación 28, en donde el cáncer de tumor sólido es cáncer de cabeza y 50 
cuello. 
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