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SOLICITUD FASE NACIONAL -PCT

Patente de invencion D Patente de Modelo de Utilidad
1 | TIPO DE SOLICITUD
Capitulo | D Capitulo 11
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2012/027615 Fecha 2051 2/03/02
Publicacion Internacional No. WO 2012/119129 A1

Fecha 20}12/09/07

3 | TITULO DE LA INVENCION

ENSAYOS INTERROGATORIOS BASADOS EN C

ELULAS Y USOS DE LOS MISMOS

4 | CLASIFICACION INTERNACIONAL (CIP)

A61P 035/000
S | SOLICITANTE (S D Esta persona también es inventor. Para datos adicionales utilizar hoja de informacion complementaria
L APELLIDOS O RAZON SOCIAL “NOMBRE ] IDENTIFICACION TiPO
BERGLLC
6 | DATOS DEL SOLICITANTE
DIRECCION 1845 Elm Hill Pike, - Nashville, No. TELEFONO 347 36 11
‘ Tennessee 37210, Estados Unidos de :
Ameérica ~ -
CIUDAD i CORREO i i
Na;hwlle ELECTRONICO clientes@cavelier.com
DEPARTAMENTO/ESTADO Tennessee NACIONALIDAD O
, 'LUGAR DE
4'PAIS DE RESIDENCIA Estados Unidos de América CONSTITUCION Estados Unidos de América
7 | INVENTOR (ES) Para datos adicionales utilizfar hoja de informacién complementaria
APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD
1. NARAIN Niven Rajin Guyanés
2. SARANGARAJAN Rangaprasad Estadounidense
l 3. VISHNUDAS Vivek K. : Hindd
DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO: ’
8 | DATOS INVENTOR (ES)
PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
1. Estados Unidos de América Massachusetts Cambridge 73 Fresh Pond Parkway, Cambridge,
Massachusetts 02138, Estados Unidos de
Ameérica
2. Estados Unidos de América Massachusetts Boylston 454 Central Srteet, Boylston, Massachusetts
01505, Estados Unidos de América
3. Estados Unidos de América Massachusetts Waltham 8 Garden| Circle, Apt#4, Waltham,
Massachusetts 02452, Estados Unidos de
Ameérica

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S) INVENTOR(ES)

D Los demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja a continuacion.

P102-F06 vr4 (2012-04-19)
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9 D REPRESENTANTE LEGAL E APODERADO ‘_
APELLIDOS NOMBRES IDENTIFICACION
De Paez Luz Clemencia C.C.35.456.344 T.P.23.555
DIRECCION Carrera 4° No. 72-35 No. TELEFONO 3 47 36 11 '
CIUDAD BOGOTA R R Nico  cavelier@cavelier.com
No. RADICACION DE
PAlS COLOMBIA PROTOCOLO DE
PODER GENERAL
10 | DECLARACIONES DE PRIORIDAD si O no |
(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31) NUMERO (32) FECHAI(AAAA/MM/DD)
1. USA us 61/448,587 201 1,‘/03/02
i
2. USA us 61/593,848 2012/02/01
{
| DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS [
Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o blologlcoslde fos que
cualquiera de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de origen. ‘
Os Ono f
Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
d certificado o niimero de registro, expedido por la Autoridad competente. ‘
12 | DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES .’
Declaro que el objefo de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina. !
I
Ost Ono !
Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacion de uso de conocimiento tradicional, oj certificado, o
numero de registro expedido por la Autoridad competente. i
13 | REDUCCION DE TASAS '

l
Declaro que carezco de medios econdémicos para presentar la solicitud de patente. “
I

Os  Ono |

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccién de tasas a
que se refiere la resolucién vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.
|

e

Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos

Micro, pequefias y medianas empresas D ;
Universidades publicas o privadas D :

Entidades sin animo de lucro D

14 | AUTORIZACION DE NOTIFICACION EN LINEA D Sl D NO 1
Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electrénicos para las
notificaciones en linea a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendericia de Industria y
Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notifi camon a través de
internet.

15 | COMPROBANTE DE PAGO O PAGO ELECTRONICO | | No. 13{0,;098033 st | Fecha 2013/09/30

16 FIRMA DEL SOLICITANTE, DEL APODERADO O DEL REPRESENTANTE LEGAL - ,‘

Junto a cada firma, indicar el nombre del f rmante y su calldad (sital calldad no es obvia aI Ieer el pet/tono)

Nombre del Firmante

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

Y 220 yyT IS~

C.C 35.456.344 de Usaquen " | Tarjeta Profesional 23.555

a@
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17 | ANEXOS

|

Documentacion Técnica
Solicitud Internacional en castellano

N° de folios: 339

1. [X] Descripcion

2. Reivindicaciones N° Reivindicaciones: 44

3. [ Dibujos y/o figuras N° folios: 40

4. [X] Resumen.

5. O Certificado de depésito de material biolégico si
fuera el caso.

6. [0 Listado de secuencias de nucledtidos y/o
aminoacidos en forma digital si fuera el caso.

7. [Xl Arte final 12 x 12.

8. [J Anexo formato digital.

[ Forma PCT/IB/306. Notificacion correspondiente a
la inscripcion del cambio de nombre del solicitante
BERG BIOSYSTEMS, LLC por BERG PHARMA LLC.

[ Forma PCT/IB/306. Notificacion correspondiente a
la inscripcion del cambio de nombre del solicitante
BERG PHARMA LLC por BERG LLC.

X Forma PCT/IB/306. Notificacion correspondiente a
la inscripcidon del cambio de direccién del inventor
Niven Rajin NARAIN.

Documentacion Juridica

l

9. [ Poderes, si fuera el caso. J

10. X Tres (3) documentos que legalmente prueban la cesion
de los tres (3) inventores al solicitante o a su causante.
11. [0 Copia del contrato de acceso 'de recursos genéticos o
productos derivados, certificado o nimero de registro, si
fuera el caso. |
O Copia de la licencia o autorizacién de Conocimientos
Tradicionales, certificado o nimero de registro, si fuera el
caso. !
13. Reduccion de tasas I
Micro, pequefias o0 medianas empresas
OO Copia simple de Ia declaracion de renta del afio
inmediatamente anterior, o en su defecto prueba documental
idonea. '
O Documento de constancia de cumplimiento con lo
establecido en la ley 905 de 2004._J
Universidades publicas o privadas |
[ copia acto de reconocimientoI institucional emitido por el
Ministerio de Educacion ‘

Entidades sin animo de lucro
[1 Copia de registro vigente en Camara de comercio.
[ Hoja de informacién complemeéntaria.

[ otros, especificar |

&l Comprobante de pago de la'tasa de presentacion de la
solicitud por $500.000. !

[0 Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.
[0 comprobante de pago de' la tasa por concepto de
excedente de palabras en la publicacion.

[0 Comprobante de pago por reivindicacion adicional a 10.

12.

|

14.

15.
16.

17.

¢
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property =
Organization
International Bureau

%
WIPOI|PCT

(43) International Publication Date
7 September 2012 (07.09.2012)

0O OO S0

(10) International Publication Number

WO 2012/119129 A1l

International Patent Classification:
AGIP 35/00 (2006.01)

International Application Number:
PCT/US2012/027615

(51)

(21

(22) International Filing Date:

2 March 2012 (02.03.2012)
English
English

(25)
(26)
(30)

Filing Language:
Publication Language:

Priority Data:
61/448,587 2 March 2011 (02.03.2011) Us
61/593,848 1 February 2012 (01.02.2012) Us

Applicant (for all designated States except US): BERG
BIOSYSTEMS, LLC [US/US]; 1845 Elm Hill Pike,
Nashville, TN 37210 (US).

Inventors: and

(84)

(71)

(72)

(75)
Rajin [GY/US]; 350 Third Street, Suite 2005, Cambridge,
MA 02142 (US). SARANGARAJAN, Rangaprasad
[US/US]; 454 Central Street, Boylston, MA 01505 (US).
VISHNUDAS, Vivek, K. [IN/US]; 8 Garden Circle, Apt.
#4, Waltham, MA 02452 (US).

Agents: HANLEY, Elizabeth, A. et al.; McCarter & Eng-
lish, LLP, 265 Franklin Street, Boston, MA 02110 (US).

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of national protection available): AE, AG, AL, AM,

(74)

(81

AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ,
CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO,
DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN,
HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR,
KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME,
MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ,
OM, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS, RU, RW, SC, SD,
SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH, TJ, TM, TN, TR,
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available); ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, 8D, SL, SZ, TZ,
UG, ZM, ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU,
TJ, TM), European (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE,
DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU,
LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE, 8I, SK,
SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ,
GW, ML, MR, NE; SN, TD, TG).

Inventors/Applicants (for US only): NARAIN, Niven, Declarations under Rule 4.17:

as to applicant's entitlement to apply for and be granted a
patent (Rule 4.17(ii))

as to the applicant's entitlement to claim the priority of the
earlier application (Rule 4.17(iii))

Published:

with international search report (Art. 21(3))

(54) Title: INTERROGATORY CELL-BASED ASSAYS AND USES THEREOF

£ Thowaspeeificgene >
A expresshon J \_ﬁ

REFS™

Model boilding

The Interrogative Biology® Drug
Discovery Platform

Pl

_,.«f Gene sxpresion 1
.

s

WO 2012/119129 A1 |00 0000 O 00 0

e '
duta mining
* Therapeutic target w‘q\.\Mec}mnjsm'; of toxieity

Figure 7

(57) Abstract: Described herein is a discovery Platform Technology for analyzing a biological system or process (e.g. a disease con -
dition, such as cancer) via model building. In particular, described herein is a method for identifying a modulator of a biological sys-
tem by establishing a model for the biological system, obtaining a first data set from the model for the biological system, obtaining a
second data set from the model for the biological system, and generating a consensus causal relationship network among the expres-
sion levels of the plurality of genes and the functional activity or cellular response based solely on the first data set and the second
data set using a programmed computing device.
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P |
ENSAYOS INTERROGATORIOS BASADOS EN CELULAS Y USOS DE LOS

MISMOS

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas ‘
|
w

La presente solicitud reivindica la prioridad de lai Solicitud

Provisional de los Estados Unidos No. 61/448.587, preséntada el 2

de marzo de 2011 y la Solicitud Provisional de los Est?dos Unidos
No. 61/593.848, presentada el 1° de febrero de 2012, que se

incorporan a la presente a modo de referencia en su totalidad.

Antecedentes de la invenciodn |

|

El desarrollo de nuevos fédrmacos ha mejorado considerablemente
|
desde el descubrimiento del ADN en 1964 por Jame‘s Watson vy

Francis Crick, pioneros de los que actualmente |denominamos
biologia molecular. Las herramientas y productos de 'la bioclogia
molecular posibilitan la medicidén rédpida, detallada 3% precisa de
la regulacidén génica a nivel de ADN y ARN. Las sigthientes tres

décadas luego del descubrimiento que cambié el paradigma verian

[
la génesis de modelos animales inactivados, . reacciones
|

relacionadas a enzimas clave y nuevos entendJI‘_mientos de
mecanismos de enfermedades y patofisiologia de las! plataformas

mencionados anteriormente. En la primavera del 2000, '‘cuando Craig

I
l

i
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Ventor y Francis Collins anunciaron la secuenciacién inicial del

genoma humano, el mundo cientifico ingresd en una nueva ola de la

medicina.

|
|
|

El mapeo del genoma inmediatamente despertd esperanzas, por
ejemplo, de poder controlar enfermedades inclusé antes de su
aparicién, de usar la terapia génica para revertir 1los procesos
degenerativos cerebrales que provocan la enfermedaa de Alzheimer
o0 Parkinson y de una construccién que podria intr?ducirse en un
sitio tumoral y provocar la erradicacién de ﬁa enfermedad
|
mientras se restauraba la arquitectura vy fisiologﬁa del tejido
normal. Otros tomaron giros controvertidos vy p£opusieron la
nocién de crear progenies elegidas con respecto al:color de ojos
|
o cabellos, altura, etc. Diez afios mads tarde, zsin. embargo,
todavia estamos esperando, sin ningtin camino especifico en vista,
|
el éxito sostenido de la terapia génica o inclus¢ el control
elemental de los procesos genéticos.
1
1
|
Por consiguiente, una realidad evidente es que la genética, al
|
menos independiente de construcciones de soporte, no:impulsa los
objetivos clinicos de la fisiologia. De hecho, nmcﬁos pProcesos
|
tales como modificaciones postranscripcionales, imutaciones,
polimorfismos de nucleétido simple (SNP, por susE siglas en

{

inglés), y modificaciones translacionales podrian ‘alterar el
}
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origen de un gen y/o su proteina complementaria codificada y

contribuir asi al proceso de la enfermedad.

Compendio de la invencion

La era de la informacién y la creacidén de internet posibilitd una
sobrecarga de informacién, mientras que también facilité la
colaboracién y la critica internacionales. Irdnicamente, las

realidades mencionadas anteriormente también pueden ser la causa
|

de que la comunidad cientifica esté pasando por alto algunos
puntos simples, incluida que la comunicacidén de casLadas de sefal
y la interferencia dentro y entre células y/o tejidos permite la
homeostasis y la mensajeria para que se produz#an. mecanismos
correctivos cuando algo sale mal. |

1
Un punto se refiere a las enfermedades cardiovasculares (CVD, por
sus siglas en inglés), que sigue siendo la principal causa de
muertes en Estados Unidos y gran parte del Hmndoldesarrollado,
siendo la causa de 1 de cada 2,8 muertes solo en Estados Unidos.
Adicionalmente, las CVD sirven como una patologia ?ubyacente que
contribuye a complicaciones asociadas tales como En%ermedad Renal
Crénica (~19 millones de casos en EE. UU.), sindromé de cansancio
crénico y un factor clave en el sindrome metabélicg. Los avances

significativos en la tecnologia relacionada con diagnésticos,

técnicas de cirugia minimamente invasivas, stents de elucién de
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4 ;

|

farmacos y control clinico eficaz han contribuido a ﬁn periodo de
crecimiento sin comparacién en el campo de la cardiologia
intervencionista y han posibilitado una gestién mas %ficaz de las
CVD. Sin embargo, la etiologia de la enfermedad relacionada con
las CVD y comorbilidades asociadas tales comoé diabetes vy
enfermedad vascular periférica  todavia deben‘ elucidarse

completamente.

Todavia faltan nuevos enfoques para explorar 1los lmecanismos y
vias implicados en un proceso bioldgico, tales como la etiologia

de enfermedades (por ejemplo, CVD) y para identifﬁcar vias de

\
regulacién claves y/o moléculas objetivo (por ejemplo, "objetivos

tratables con farmacos") y/o marcadores para hacer un diagnéstico

mejor de las enfermedades y/o tratamientos.

La invencidén que se describe en la presente se basa, al menos en

parte, en un nueva utilizacidén en colaboracién de herramientas de

I
7

biologia, gendmicas, protebmicas, metaboldémicas, transcriptdmicas

y de bioinformatica en linea, que, cuando se combinan, pueden

usarse para estudiar cualquier sistema biolégico‘ de interés,

tales como enfermedades seleccionadas incluidos! el céncer,

diabetes, obesidad y enfermedades cardiovasculares, usandc un

abordaje de biologia de sistemas. En una prime#a etapa, se
.

f
desarrollan sistemas de modelado celular para explorar varios

sistemas bioldgicos, tal como un proceso de enﬁermedad, gue
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5 |

l

comprende células relacionadas con la enfermedad sometidas a

|
varios estimulos ambientales relevantes para enfermedad (por
!

ejemplo, hiperglucemia, hipoxia, inmunoestrés vy peyoxidacién
lipidica). En algunas realizaciones, el sistema de modelado
celular implica mecanismos de interferencia entre varios tipos de

i
células que interactuan (tales como células de misculo liso de la

aorta (HASMC, por sus siglas en inglés), células tubulares

proximales renales (HK-2), células endoteliales de! la aorta

(HAEC, por sus siglas en inglés) y fibroblastos dérmic&s (HDFa) ) .

Las lecturas bioldgicas de alta productividad del sistema de
|

modelade celular se obtienen usando una combinacidn dé técnicas,

incluidas, ©por ejemplo espectrometria de masas {de punta

I

(LC/MSMS), citometria de flujo, ensayos basados en. células y
/

ensayos funcionales. Las lecturas bioldgicas | de alta

productividad a continuacién se someten a wl andlisis

bioinformitico para estudiar tendencias de datos 'congruentes
i

mediante modelado in vitro, in vivo, y in silico . Las matrices
[

resultantes posibilitan la extraccidén de datos conex?s donde se
desarrollaron andlisis de regresién lineales y no lineales para
|

alcanzar puntos de presién concluyentes (o "conceﬂtradores").

Estos, "concentradores'", tales comc se presentan en %a presente,

son candidatos para el descubrimiento de |, farmacos.

Especificamente, estos concentradores representan dbjetivos de

'
i

|
|

farmacos y/o marcadores de enfermedades potenciales.
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i
Los distintivos moleculares de los difer?nciales posibilitan

l
comprender los mecanismos que dictan las alteraciones en el
}

|

microambiente tisular que conducen al inicio y la evolucién de la

|

enfermedad. Tomados juntos, la combinacién 'de las plataformas

tecnoldégicas mencionadas anteriormente y con el modelado celular

estratégico posibilitan una inteligencia isélida que puede

emplearse para establecer una comprensién | adicional de las

1
enfermedades mientras se crean bibliotecas @e biomarcadores vy

1

farmacos candidatos que pueden aumentar clinicamente el esténdar
1

de cuidado en la cardiologia intervencionista. ,

|
|
1
Adicionalmente, este abordaje no es solo Util para el diagndstico
|
de enfermedades o la intervencidén, sino que ﬁambién tiene una

aplicabilidad general en practicamente todas las afeccicnes
!

P ] . R L
patoldgicas o no patoldgicas en sistemas bioldgicos, tales como
|

sistemas Dbioldégicos donde dos o mas sistemas celulares
1

i
interacttan. Por ejemplo, este abordaje es UuUtil para obtener
|

conocimiento sobre los mecanismos asoclados q causales de la

|
toxicidad farmacoldégica. Por lo tanto, la invencidén proporciona
|

un marco para una evaluacién bioldgica interrogativa que puede

|
aplicarse en general en un amplio espectro de escenarios.
1
{
1

Una caracteristica significativa de la plataforma de la invencién

es que el sistema basado en AI se basa en los conjuntos de datos

obtenidos del sistema de modelo celular, sin recu#rir ni tomar en
1
{
i
1
i

1

[/
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!
cuenta ningin conocimiento existente en la técnica, talicomo las
relaciones biolégicas conocidas (es decir, ningin punto de datos
. |
es artificial), en relacién con el proceso biolégico. Por
consiguiente, los modelos estadisticos resultantes gegerados a
partir de la plataforma son imparciales. Otra caraéteristica
significativa de la plataforma de la invencidn y sus coﬁponentes,
por ejemplo, los sistemas de modelo celular y los corijuntos de
datos obtenidos de los mismos, es que permite la construccidn
continua sobre los modelos celulares con el tiempo (poF ejemplo,
mediante la introduccién de nuevas células y/o condic}ones), de

forma que una red de relaciones causales de consenso inicial, "de
!

|
primera generacién", generada a partir de un modelo celular para

un sistema o proceso bioldgico puede evolucionar junto con la
evolucién del modelo celular en si hasta una red de relaciones de
miltiples generaciones (y las redes delta o delta-deltd obtenidas
de las mismas). De esta forma, los modelos celulares, los
conjuntos de datos y las redes de relaciones causales generadas a
partir de los modelos celulares mediante el uso de losjmétodos de
tecnologia de plataforma pueden evolucionar constantemente vy
i

ampliarse a partir de conocimiento previo obtenido a partir de la

|
tecnologia de plataforma.

Por consiguiente, en un aspecto, 1la invencién se refiere a un
método para identificar un modulador de un sistema | bioldgico,

comprendiendo dicho método: (1) establecer un modelo para el

|
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|
1

asociadas con el sistema
|

sistema bioldégico, usando células

bioldgico, para representar un aspecto caracteristico del sistema

biolégico; (2) obtener un primer conjunto de datos a partir del

modelo para el sistema bioldgico, en donde el ﬁximer conjunto de

datos representa niveles de expresidén de una plﬁralidad de genes

en las células asociadas con el sistema biolégico; (3) cbtener un

'

segundo conjunto de datos a partir del modelo para el sistema
bioldégico, en donde el segundo conjunto de datos representa una

actividad funcional o una respuesta celular ‘ﬁe las células

asociadas con el sistema bioldgico; (4) generar una red de
}

relaciones causales de consenso entre los niveles de expresién de

la pluralidad de genes y la actividad funcional o respuesta
celular basada solamente en el primer conjunto 'de datos y el

segundo conjunto de datos wusando un dispositi&o informatico

1

« s 1 13
programado, en donde 1la generacién de la red de relaciones
|

1

causales de consenso no se basa en ninguna relacidén bioldégica
i

i

conocida distinta del primer conjunto de datos |y el segundo

i

conjunto de datos; (5) didentificar, a partir dé la red de

1

relaciones causales de consenso, una relacién causal unica en el

sistema biolégico, en donde un gen asociado con: la relacién

1

|
causal Unica se identifica como un modulador del sistema
i

biolégico. |
{
1
|

1
|

» ' « 1} \ 0
En ciertas realizaciones, el modulador estimula o activa el
{

sistema bioldgico.

1
1
|
1
[

[ 3
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En ciertas realizaciones, el modulador inhibe el sistema

biolégico. |

En ciertas realizaciones, el modelo del sistema biolégico
comprende un cultivo in vitro de células asociadas! con el sistema

biolégico, comprendiendo ademas opcionalmente un cultivo in vitro

correspondiente de células testigo.

En ciertas realizaciones, el cultivo in vitro de|las células se
somete a una perturbacién ambiental, y el cultivo in vitro de las
células testigo correspondiente es de células idénticas que no se

sometieron a la perturbacidén ambiental.

En ciertas realizaciones, la perturbacidn ambiental comprende uno
o mas de un contacto con un agente, un cambio en la condicién de
cultivo, una modificacidén / mutacién genética 1?troduc1da y un

vehiculo (por ejemplo, vector) que provoca una modificacién /

mutacidén genética.

En ciertas realizaciones, el primer conjunto de datos comprende
niveles de expresién de proteina y/o ARNm de la pluralidad de

genes.

|
En ciertas realizaciones, el primer conjunto de datos comprende

ademds unc o mias datos lipiddémicos, datos metaboldémicos, datos

i
i

1

(4
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|

|
transcriptémicos y datos de polimorfismos de nucledtidos simples

(SNP) . "

|
, , , , !

En ciertas realizaciones, el segundo conjunto de datos comprende
I

uno o mds de perfil bicenergético, proliferacién celular,
|

apoptosis, funcién organelar y una asociacidn genotigo—fenotipo

actualizados mediante modelos funcionales seleccionados de
ensayos ATP, ROS, OXPHOS y Seahorse.

|

!

|
En cilertas realizaciones, la etapa (4) se lleva a ca?o mediante

una plataforma informAdtica basada en inteligencia !|artificial
i
|
|
i
En ciertas realizaciones, la plataforma informatica bﬁsada en AI

(AI).

comprende REES (TM) . !
l

|

En ciertas realizaciones, la plataforma informitica Pasada en AI
|

recibe todos los datos de entrada del primer conjuntq de datos y

el segundo conjunto de datos sin aplicar un punto de corte
I

estadistico. |

|
i
En cilertas realizaciones, la red de relaciones causales de

consenso establecida en la etapa (4) se refina adicionalmente
I

hasta una red de relaciones causales de estimulaciénq antes de la

etapa (5), mediante estimulacidén in silico basada en'los datos de
I

|

[
1

(3
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entrada, para proporcionar un nivel de confianza de prediccidn

para una o mas relaciones causales dentro de la red de relaciones

causales de consenso.

'
I
|

En ciertas realizaciones, la relacién causal Unica se identifica

como parte de una red de relaciones causales diferenciales que

estd presente exclusivamente en células y estd |ausente en las

células testigo correspondientes.

|

En ciertas realizaciones, el método comprende adfmés validar la
relacién causal Unica identificada en un sistema Biolégico.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método para
identificar un modulador de un proceso ge enfermedad,
comprendiendo dicho método: (1) establecer un modelo de
enfermedad para el proceso de enfermedad, Iusando células
relacionadas, para representar un aspecto cargcteristico del
proceso de enfermedad; (2) obtener un primer conjunto de datos a
partir del modelo de enfermedad, en donde el pr#mer conjunto de
datos representa niveles de expresién de una pluralidad de genes
en las células relacionadas; (3) obtener un segﬁndo conjunto de
datos a partir del modelo de enfermedad, en donde el segundo
conjunto de datos representa una actividad funcional o una
respuesta celular de las células relacionadas con la enfermedad;

(4) generar una red de relaciones causales de consenso entre los

niveles de expresién de la pluralidad de geneséy la actividad
|

w

i
|

[ &
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funcional o respuesta celular basada solamente en el primer
conjunto de datos y el segundo conjunto de dato$ usando un

dispositivo informatico programado, en donde la genefacién de la

|
red de relaciones causales de consenso no se basa' en ninguna
|

relacién bioldgica conocida distinta del primer conju?to de datos
y el segundo conjunto de datos; (5) identificar, a éartir de la

red de relaciones causales de consenso, una relacién c¢ausal Unica

|

en el proceso de enfermedad, en donde un gen asociado con la
l

relacién causal Unica se identifica como un modulador de un

\

proceso de enfermedad. {

En ciertas realizaciones, el proceso de enfermedad |es cancer,

diabetes, ocbesidad o enfermedad cardiovascular. 1

1
1

En ciertas realizaciones, el céncer es cancer pulmonar, cancer de
\

mama, cancer de prostata, melanoma, carcinoma escamoso, Cancer
colorrectal, cadncer pancreatico, cancer tiroideo, cancer

endometrial, cancer de vejiga, céncer de rifiones,! un tumor

1
s6lido, leucemia, linfoma no hodgkiniano o un cancer resistente a
|

|

farmacos.

En ciertas realizaciones, el modulador estimula o jactiva el

proceso de enfermedad. 1

[ 7
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En ciertas realizaciones, el modulador inhibel| proceso de

enfermedad. |

En cilertas realizaciones, el modulador cambia la via metabdlica
energética especificamente en las células de la enfermedad de una
via glucolitica hacia una via de fosforilacién oxidétiva.

l
En ciertas realizaciones, el modelo de enfermedad comprende un
cultivo in vitro de células de enfermedad, que com?rende ademas
opcionalmente un cultivo in vitro correspondiente de células
testigo o normales.

|
En ciertas realizaciones, el cultivo in vitro de la§ células de
enfermedad se somete a una perturbacién ambiental, y el cultivo

in vitro de las células testigo correspondiente es de células de

enfermedad idénticas que no se sometieron a la perturbacién

ambiental. |

|
En ciertas realizaciones, la perturbacién ambiental c?mprende uno
o mas de un contacto con un agente, un cambio en la c?ndicién del
cultivo, un modificacién / mutacidén genética intro?ucida y un
vehiculo (por ejemplo, vector) que provoca una H@d}ficacién /

mutacidén genética.

[ &
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o del proceso

|

|
de enfermedad comprende una condicién de hipoxia, una condicién

En ciertas realizaciones, el aspecto caracteristic

hiperglucémica, una condicién de cultivo rico en acido lactico o

|

combinaciones de los mismos. ‘

En ciertas realizaciones, el primer conjunto de datos comprende
niveles de expresién de proteina y/o ARNm de la ‘pluralidad de

genes.

i
En ciertas realizaciones, el primer conjunto de datos comprende
ademias uno o mas datos lipidémicos, datos metaboldémicos, datos

transcriptémicos y datos de polimorfismos de nucle%tidos simples

(SNP) .

En cilertas realizaciones, el segundo conjunto de datos comprende
uno o mas de perfil Dbiocenergético, proliferacidén celular,
apoptosis, funcién organelar y una asociacién geriotipo-fenotipo

|

actualizados mediante modelos funciocnales seleccionados de

ensayos ATP, ROS, OXPHOS y Seahorse.

1

|

En ciertas realizaciones, la etapa (4) se lleva a cabo mediante
una plataforma informidtica basada en inteligencia artificial

(AI). J

(9
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En ciertas realizaciones, la plataforma informatica basada en AI

comprende REFS (TM) .

En ciertas realizaciones, la plataforma informética basada en AI
recibe todos los datos de entrada del primer chjunto de datos y
el segundo conjunto de datos sin aplicar un‘ punto de corte
estadistico.
|

En cilertas realizaciones, la red de relac%ones causales de
consenso establecida en la etapa (4) se ref;na. adicionalmente
hasta una red de relaciones causales de estimu%acién, antes de la
etapa (5), mediante estimulacién in silico baséda en los datos de
entrada, para proporcionar un nivel de confiénza de prediccién

para una o mas relaciones causales dentro de la red de relaciones
|

causales de consenso.

En ciertas realizaciones, la relacién causal Unica se identifica
como parte de una red de relaciones causales; diferenciales que
estd presente exclusivamente en células de jenfermedad y estéd

ausente en las células testigo correspondientes.

|
En ciertas realizaciones, el método comprende; ademds validar la
relacién causal Unica identificada en un sistema bioldgico.
En otro aspecto, la invencién se refiere a un método para
|

proporcionar un modelo para un sistema bioldgico para uso en un

l
1
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|

método de plataforma, que comprende: establecer un modelo para un

sistema bioldégico, usando células asociadas gon el sistema
|

biolégico, para representar un aspecto caracteristico del sistema

\
biolégico, en donde el modelo para el sistema biplégico es util

para generar conjuntos de datos usados en el metodo de
\ :
plataforma; proporcionando asi un modelo para un sistema

biolégico para uso en un método de plataforma. !

En otro aspecto, la invencidén se refiere a un métédo para obtener
un primera conjunto de datos y un segundo conjunto de datos a
partir de un modelo para un sistema biolégico[para uso en un
método de plataforma, que comprende: (1) obtener un primer
conjunto de datos a partir del modelo para un sistema bioldgico
para uso en un método de plataforma, en donde el modelo para el
sistema bioldégico comprende células asociadas jcon el sistema
bioldégico y en donde el primer conjunto de Aatos representa
niveles de expresidén de una pluralidad de gene§ en las células
asociadas con el sistema bioldgico; (2) obt%ner un  segundo
conjunto de datos a partir del modelo para un sistema bioldgico

para uso en el método de plataforma, en donde el segundo conjunto

de datos respuesta una actividad funcional o una respuesta
celular de las células asociadas con el sistema bioldgico;
obteniendo asi un primer conjunto de datos y un segundo conjunto
de datos a partir del modelo para el sistema bipldégico para uso

|

en un método de plataforma. _
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En otro aspecto, la invencién se refiere a un método para

I

identificar un modulador de un sistema bioldgico, camprendiendo

{

dicho métocdo: (1) generar una red de relaciones Qausales de
consenso entre un primer conjunto de datos y un segundo conjunto
de datos obtenidos a partir de un modelo para el sistema

biolégico, en donde el modelo comprende células asociadas con el

I

sistema biolégico y en donde el primer conjunto de datos

I

representa niveles de expresién de una pluralidad de genes en las

[

células y el segundo conjunto de datos representa u@a actividad
i

funcional o una respuesta celular de las células, usando un

dispositivo informatico programado, en donde la generacidn de la

. ; ‘
red de relaciones causales de consenso no se basa en ninguna
: I

relacién bioldgica conocida distinta del primer conjhnto de datos

i

y el segundo conjunto de datos; (2) identificar, afpartir de la
i

red de relaciones causales de consenso, una relacién causal uUnica
. |

I

en el sistema bioldégico, en donde se identifica un gen asociado
!

1
con la relacién causal tnica como un modulador del sistema
!

biolégico; identificando asi un modulador de un sistema
|
' ] I
bioldgico. ;
!
i
i

!
En otro aspecto, la invencién se refiere a Qn método para
x
identificar un modulador de un sistema bioldgico, comprendiendo
i

i
dicho método: 1) proporcionar un red de relaciones causales de

. ; ,
consenso generada a partir de un modelo para el sistema
{

biolégico; 2) identificar, a partir de 1la red de relaciones
j

!
i
I
]
]
[
]
I

22
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!

causal de consenso, una relacidén causal Unica en el sistema
biolégico, en donde se identifica un gen asociado con la relacidn
causal Unica como un modulador del sistéma bioldgico;
identificando asi un modulador de un sistema biolégico.

En ciertas realizaciones de los diversos métodos, la red de
relaciones causales de consenso se genera eAtre un primer
conjunto de datos y un segundo conjunto de datos obtenidos a
partir del modelo para el sistema bioldgico, en donde el modelo
comprende células asociadas con el sistema biolééico y en donde
el primer conjunto de datos representa niveles de expresién de
una pluralidad de genes en las células y el segundo conjunto de
datos representa una actividad funcional o una reSpuesta celular
de las células, usando un dispositivo informéticoiprogramado, en
donde la generacién de la red de relaciones causa}es de consenso
no se basa en ninguna relacidén biolégiéa conocida distinta del
primer conjunto de datos y el segundo conjunto de Aatos.

|

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método para
{

proporcionar un modelo de enfermedad para uso eﬂ un método de
plataforma, que comprende: establecer un Inodelol de enfermedad
para un proceso de enfermedad, usando células relacionadas con 1la
enfermedad, para representar un aspecto cara!teristico del

proceso de enfermedad, en donde el modelo de estéblece es util

para generar conjuntos de datos de modelo de enferqedad usados en
|

23
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i

el método de plataforma; proporcionando asi un modelo de

|

enfermedad para uso en un método de plataforma. !

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método pard obtener

un primera conjunto de datos y un segundo conjunto de datos a
partir de un modelo de enfermedad para uso en un método de

plataforma, que comprende: (1) obtener un primer conjunto de

1

datos a partir de un modelo de enfermedad para uso en un método
de plataforma, en donde el modelo de enfermedad comprende células

relacionadas con la enfermedad, y en donde el primer conjunto de

|
datos representa niveles de expresién de una pluralidad de genes

en las células relacionadas con la enfermedad; (2) obténer un
|

segundo conjunto de datos a partir del modelo de enfermedad para
|
uso en un método de plataforma, en donde el segundo conjpnto de

datos representa una actividad funcional o una respuesta celular

de las células relacionadas con la enfermedad; obteniendo asi un
|
primer conjunto de datos y un segundo conjunto de datos alpartir

del modelo de la enfermedad; obteniendec asi una primer conjunto
|

de datos y un segundo conjunto de datos a partir de un modelo de
|

enfermedad para uso en un método de plataforma.
|

1

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método para

identificar un modulador de un proceso de enfermedad,

comprendiendo dicho método: (1) generar una red de relaciones -

causales de consenso entre un primer conjunto de datos .y un
|

l
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sequndo conjunto de datos obtenidos a partir de un modelo de

|
enfermedad, en donde el modelo de enfermedad comp;ende células de

la enfermedad y en donde el primer conjunto de datos representa
niveles de expresién de una pluralidad de genes én las células y

el segundo conjunto de datos representa una actividad funcional o

una respuesta celular de las células, usando '‘un dispositivo
|
informético programado, en donde la generacién de la red de

i
relaciones causales de consenso no se basa en ninguna relacidén

biolégica conocida distinta del primer conjunto 'de datos y el

sequndo conjunto de datos; (2) identificar, a partir de una red

de relaciones causales de consenso, una relacidén causal uUnica en

el proceso de la enfermedad, en donde se identifica un gen
. « s . « !
asociado con la relacidén causal unica como un ngulador de un

|
proceso de enfermedad; identificando asi un modulador de un

proceso de enfermedad. !
|
|

!
En otro aspecto, la invencién se refiere a un: método para

identificar un modulador de un proceso de! enfermedad,
|

comprendiendo dicho método: 1) proporcionar un red de relaciones

!
causales de consenso generada a partir de un modelo de enfermedad

para el proceso de enfermedad; 2) identificar, a partir de la red
|

de relaciones causal de consenso, una relacidn causaﬂ tnica en el
1

proceso de enfermedad, en donde se identifica un gen asociado con

1

la relacién causal unica como un medulador de un' proceso de
l
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1
enfermedad; identificando asi un modulador de un proceso de

enfermedad. |

1
En ciertas realizaciones, la red de relacionés causales de
consenso se genera entre un primer conjunto de dat;s y un segundo
conjunto de datos obtenidos a partir de un modeld de enfermedad
para el procesc de enfermedad, en donde el modelc}b de enfermedad
comprende células de la enfermedad y en donde el primer conjunto
de datos representa niveles de expresién de unaipluralidad de
genes en las células relacionadas con la enfermedad y el segundo
conjunto de datos representa una actividad fuPcional 0 una
respuesta celular de las células, wusando un dispositivo
informdtico programado, en donde la generacidn de la red de
relaciones causales de consenso no se basa en nﬂnguna relacidn
bioldégica conocida distinta del primer conjunto Fe datos y el

segundo conjunto de datos.
|

En ciertas realizaciones, la "perturbacién ambiebtal", también
denominada en la presente "componente de estimulo éxterno", es un
agente terapéutico. En cilertas realizaciones, el ‘componente de
estimulo externo es una molécula pequeria Qoor! ejemplo, una
molécula pequenla de no mas de 5 kDa, 4 kDa, 3 kDa, |2 kDa, 1 kDa,
500 Dalton o 250 Dalton). En ciertas realizaciones,;el componente

de estimulo externo es bioldégico. En ciertas realizaciones, el

componente de estimulo externo es un quimicol En ciertas
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|

realizaciones, el componente de estimulo externo es enddgeno o
|

exdgeno a las células. En ciertas realizaciones, el componente de
\

estimulo externo es un MIM o desplazador epi. En ciertas
1

realizaciones, el componente de estimulo externo es un factor de
|

estrés para el sistema celular, tal como hipoxia, hiperglucemia,
4

hiperlipidemia, hiperinsulinemia, y/o condiciones ricas en acido
|

lactico.

|

En ciertas realizaciones, el componente de estimulo externo puede
|

incluir un agente terapéutico o un agente terapéutico candidato
1

para tratar una enfermedad, incluido un agente quimioterapéutico,
|

farmacos biolégicos basados en proteinas, anticuerpos, proteinas
l

de fusidén, farmacos de molécula pequefia, lipidos, polisacaridos,
I

i
|
i
En ciertas realizaciones, el componente de estimulo externo puede
I

ser uno o mas factores de estrés, tales como los encontrados

|

|

enfermedades, incluidos hipoxia, condiciones hiperglicémicas,
|

ambiente acido (que puede imitarse mediante trataﬁiento con acido

acidos nucleicos, etc.

tipicamente in vivo en las diversas

lactico), etc. !
l
En otras realizaciones, el componente de estimuld externo puede

incluir uno o més MIM y/o desplazadores epi, 1tales como se

definen mas adelante. Los MIM ejemplares incluyen la Coenzima Q10
|
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(también denominada en la presente CoQl0) |y compuestos en la
familia de la Vitamina B, o nucleésidos,‘ mononucledtidos o

dinucledtidos que comprenden un compuesto en la familia de la
1

Vitamina B.

Al llevar a cabo mediciones de rendimiento!celular (tales como
|

expresién proteica), se pueden usar cantidades absolutas (por
ejemplo, cantidad de expresidén) o niveles rel“ativos (por ejemplo,
nivel de expresidén relativo). En una realizacién, se usan
cantidades absolutas (por ejemplo, cantidade;s de expresién). En
una realizacidén, se usan cantidades o ni\}eles relativos (por
ejemplo, niveles de expresidén relativos) 1 Por ejemplo, para
determinar el nivel de expresidén proteica re:alativo de un sistema
celular, la cantidad de cualquier proteina dada en el sistema

celular, con o sin el estimulo externo para el sistema celular,
puede comprarse con una linea celular ;Io mezcla de lineas
celulares testigo adecuadas (tales como tod}:ls las células usadas
en el mismo experimento) y proporcionar urp valor de aumento o
disminucidén. El experto en la técnica apr;eciaré que se pueden
emplear cantidades absolutas o cantidades rfelativas en cualquier
medicién de rendimiento celular, tal como n,fivel de transcripcidn
de gen y/o ARN, nivel lipidico o cualquier r:endj_miento funciocnal,
por 'ejenplo, nivel de apoptosis, nivel de téxicidad o ECAR o CCR,

tales como se describen en la presente. Se puede usar un nivel

umbral predeterminado para un aumento (por éjemplo, al menos 1,2,
4

2e
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1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, 2,5, 3, 3;5, 4, 4,5, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 504 75 o 100 o un
aumento mayor) o disminucién (por ejemplo,i al menos una
disminucién de 0,9, 0,8, 0,75, 0,7, 0,6, 0,5, ‘9,45, 0,4, 0,35,
0,3, 0,25, 0,2, 0,15, 0,1 o 0,05 veces o una disminucién del 90%,
80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, 50%, 45%, 40%, 35%, 30%, 25%, 20%,
15%, 10% o 5% o menor) para seleccionar diferenciales
considerables, y a continuacién, los datos :del rendimiento
celular para los diferenciales considerables pueden incluirse en
los conjuntos de datos (por ejemplo, primero y s%gundo conjuntos
de datos) utilizados en los métodos de tecnologia de plataforma
de la invencién. Todos los valores presentadés en la lista
precedente también pueden ser el limite superioﬁ o inferior de
los rangos, por ejemplo, entre 1,5 y 5 veces, 5 yle veces, 2y 5
veces o entre 0,9 yv 0,7, 0,9 v 0,5 0o 0,7 y OL3 veces, y se
pretende que sean parte de la presente invencién.I

|
A lo largo de 1la presente solicitud, todo% los valores

presentados en una lista, por ejemplo, tales como ﬁos mencionados
anteriormente, también puede ser el limite superio% o inferior de
rangos que se pretende que sean parte de la presenne invencién.

En una realizacién de los métodos de la inveﬁcién, no toda
relacién causal observada en una red de relaciones;causales puede

. . 4 L l . .
ser de importancia bioldégica. En relacidén con cualquier sistema
|

biolégico dado para el cual se aplica la evaluacién bioldgica
|
!

[



10

15

20

25

25

interrogativa objeto, algunas (o tal vez todas) las relaciones

causales (y los genes asociados con las rﬁismas) pueden ser
"determinativas" en relacién con el problema bioldgico especifico
en cuestidén, por ejemplo, responsable por provocar una enfermedad
(un objetivo potencial para la intervencidn terapéutica) o es un

|
biomarcador para la enfermedad (un poteiancial factor de

i
{

diagnéstico o prondstico). En una realizacién, una relacidén
causal Unica cbservada en el sistema bioldgico es determinativa
en relacién con el problema bioldégico especifico en cuestidén. En
una realizacidén, una relacién causal uUnica observada en el
sistema bioldgico es determinativa en relacidn con el problema

especifico en cuestidn.

Dichas relaciones causales determinatiyas pueden ser
seleccionados por un usuario final del métodb objeto, o pueden
ser seleccionadas por un programa informatico de bioinformatica,
tal como REFS, el programa de andlisis comparativo de vias con
capacidad DAVID o el programa de analisis ;de vias KEGG. En
ciertas realizaciones, mas de una progran:ha informdtico de

bioinformdtica se usa y se prefieren resultados por consenso de

dos o mas programas informaticos de bioinformatica.

I
¢
!

Tal como se usa en la presente, "diferenciales" de rendimientos
celulares incluyen diferencias (por ejemplo, niveles aumentados o

disminuidos) en cualguier uno o© mas pardmetros de los
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rendimientos celulares. En ciertas realizaciohes, los
diferenciales se seleccionan cada uno independientémente del
grupo que consiste en diferenciales en la transcripciéh de ARNm,
expresién proteica, actividad proteica, nivel de metabolitos /
intermedio y/o interaccién ligando-objetivo. Por ejemplo, en
términos de nivel de expresién proteica, los diferenLias entre
dos rendimientos celulares, tales como los rendimientos asociados
con un sistema celular antes y después del tratamiento mediante
un componente de estimulo externo, puede medirse y cuéntificarse
usando tecnologias conocidas en la técnica, tales como ensayos
basados en espectrometria de masas (por ejemplo, 1TRAQ, 2D-IC-

MSMS, etc.).

En un aspecto, el modelo celular para un sistemaf bioldgico
comprende un sistema de interaccién celular, en dohdﬁ un primer
sistema celular que tiene un primer ambiente celular con un
componente de estimulo externo genera un primer ambiente celular
modificado; de forma que se establece un sistema Eelular de
interaccién exponiendo un segundo sistema celular que tiene un

segundo ambiente celular al primer ambiente celular modificado.

En una realizacién, se genera al menos un diferencial de

interaccién celular considerable del sistema celular de

interaccién; y se identifica al menos un diferencial de

i
interaccidén celular determinativo de forma que se produce una

evaluacién bioldgico interrogativa. En cilertas realizaciones, el
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al menos un diferencial de interaccidén celular considerable es

|
|
!

una pluralidad de diferenciales.

En ciertas realizaciones, el al menos qn diferencial de

interaccién celular determinativo es seleccioriado por el usuario
final. Alternativamente, en otra realizacidn, el al menos un
diferencial de interaccidén celular determinativoe se selecciona

mediante un programa informatico de bioinformé#ica (tal como, por
1

ejemplo, REFS, analisis de vias KEGG o anél%sis comparativo de

vias con capacidad DAVID) baséandose en los: datos protedmicos

cuantitativos.

|

En ciertas realizaciones, el método ademds c?mprende generar un

diferencial de rendimiento celular considerable para el primer
|

*

' . . . . | .
En ciertas realizaciones, los diferenciales se seleccionan cada
uno independientemente del grupo que consiste len diferenciales en

la transcripcién de ARNm, expresién proteica, actividad proteica,

|
nivel de metabolitos / intemedio y/o interaccién ligando-

|
'

sistema celular.

objetivo.

|

En ciertas realizaciones, el primer sistema celular y el segundo

sistema celular se seleccionan independientemente de: un

i

S22
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poblacién homogénea de células primarias, una linea celular de

|

cancer o una linea celular normal. ‘
|

En ciertas realizaciones, el primer ambiente celular modificado

\
comprende factores secretados por el primer sistema celular en el

primer ambiente celular, como resultado de la puesté en contacto
del primer sistema celular con el componente de esti%ulo externo.
Los factores pueden comprender proteinas secret#das u otras
moléculas de seflalizacién. En ciertas realizacionés, el primer
ambiente celular modificado es sustancialmenté libre del
componente de estimulo externo original. l

|
En cilertas realizaciones, el sistema celular d¢ interaccién
comprende una placa Transwell que tiene un com?artimento de

inserto y un compartimento de pocillo separados por{una membrana.

Por ejemplo, el primer sistema celular puede culFivarse en el

compartimento de inserto (o el compartimento de pocillo) y el
1

segundo sistema celular puede cultivarse en el compartimento de
l
pocillo (o el compartimento de inserto).

l
En ciertas realizaciones, el sistema celular de interaccién

|
comprende un primer cultivo para cultivar el primer sistema

|
celular y un segundo cultivo para cultivar el segundo sistema

celular. i

S 3
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i
H

4
En este caso, el primer ambiente celular modificado puede ser un

1
medio acondicicnado del primer sistema celular.

. . . . . |
En ciertas realizaciones, el primer ambiente celqlar y segundo el

ambiente celular pueden ser idénticos. En ciertds realizaciones,
|

el primer ambiente celular y segundo el ambiente celular pueden

ser diferentes. |

|
En ciertas realizaciones, el sistema celular de interaccién

1
comprende un cocultivo del primer sistema celular y el segundo
|

sistema celular.

Los métodos de la invencién pueden usarse, |o aplicarse, en

cualquier cantidad de "evaluaciones biolégicasiinterrogativas".
La aplicacién de los métodos de la invencién en una evaluacién

bioldédgica interrogativa posibilitan la identificacidn de uno o
|
mas moduladores de un sistema bioldgico o "activadores" de

proceso celular determinativo de un sistema o proceso bioldgico.
I

Los métodos de la invencidén pueden usarse para'llevar a cabo un
1

amplio rango de evaluaciones biolégicas interrogativas. En
!

ciertas realizaciones, la evaluacidén biolégica‘interrogativa es
el diagndéstico de un estado de enferme?adq En ciertas

realizaciones, la evaluacién bioldégica interrogativa es la
|

determinacién de la eficacia de wun farmaco. En cilertas
i

realizaciones, la evaluacién bioldégica interrogativa es la

determinacién de la toxicidad de un férﬁaco. En ciertas
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realizaciones, la evaluacién biolégica interrogativa es 1la
estadificacién de un estado de enfermedad. En |ciertas

realizaciones, la evaluacién bioldégica interrogativa identifica

l

objetivos para cosméticos contra el envejecimiento.
Tal como se usa en la presente, una "evaluacién bioldgica

1

interrogativa" puede incluir la identificacién de uno o mas

moduladores de un sistema bioldgico, por ejemplo, "activadores':

de proceso celular determinativo (por ejemplo, un aumento o
disminucién en la actividad de una via bioldgica, o ‘lmiembros
clave de la via o reguladores clave de miembros de_ila via)
asociados con la perturbacién ambiental o componente de iestj_mulo
externo, o una relacién causal Unica en un sistema o‘ proceso

biolégico. Puede incluir ademas etapas adicionales diseﬁalidas para

evaluar o verificar si los activadores de proceso: celular

l

determinativos identificados son necesarios y/o suficientes para
eventos descendentes asociados con la perturbacién amb':iental o
componente de estimulo externo, incluidos experimentos con
modelos animales in vivo y/o con cultivo de tejidos in vtitro .
En ciertas realizaciones, la evaluacién bioldgica intej:rogativa
es el diagndstico o estadificacidn de un estado de enfermedad, en
donde los moduladores identificados de un sistema biolégﬂco,

por ejemplo, activadores de proceso celular deteminat:'livos (por

ejemplo, diferenciales de interaccién o relaciones & causales

Unicas en un sistema o proceso bioldgico) representan marcadores

55
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de enfermedad u objetivos terapéuticos dque pueden scmeterse a
intervencidén terapéutica. La evaluacidén biolégica interrogativa
es adecuada para cualquier enfermedad en teoria, pero puede ser
particularmente Util en Areas tales como la oncologia / biologia
del céancer, diabetes, obesidad, enfermedades cardiovasculares vy
afecciones neurolégicas (especialmente| enfermedades
neurodegenerativas, tales como, a modo no taxativo, enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington,
esclerosis lateral amiotrdfica  (ELA) y  neurodegeneracidn

relacionada con el envejecimiento).

En ciertas realizaciones, la evaluacién bioldgica interrogativa
es la determinacidén de la eficacia de un farmaco, en donde los
moduladores identificados de un sistema biolég!hco, por ejemplo,
activador de proceso celular determinativc% (por ejemplo,
diferenciales de’ interaccidén o relaciocnes causéles tnicas en un
proceso ©  sistema  bioldgico) pueden ser los  signos
i
caracteristicos de un farmaco exitoso y a su lfez pueden usarse

para identificar agentes adicionales, tales como MIM o
desplazadores epi, para tratar la misma enfemediad.

En ciertas realizaciones, la evaluacidén bioldgica interrogativa
es la identificacidén de objetivos de fémacos; para prevenir o
tratar infecciones, en donde el activador de: proceso celular

determinativo identificado (por ejemplo, (éjiferenciales de

interaccidén o relaciones causales Unicas en un proceso O sistema
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biocldgico) puede ser marcadores/indicadores o! moléculas
biclégicas clave causantes del estado infeccioso, y a su vez

pueden usarse para identificar agentes antiinfecciosos|.

En ciertas realizaciones, la evaluacidén bioldégica interrogativa
es la evaluacién de un efecto molecular de un agente, por
ejemplo, un farmaco, en un perfil de enfermedad dadé%;, en donde
los moduladores identificados de un sistema bioldgico, por
ejemplo, activador de proceso celular determinativo (por ejemplo,
diferenciales de interaccién celular o relaciones causales Unicas
en un sistema o proceso bicldgico) pueden ser un‘ aumento o
disminucién en la actividad de una o mas vias bié)légicas, o
miembros clave de la via(s), o reguladores clave de ?miembros de
la via(s), y a su vez pueden usarse, por ejemplo, para predecir

la eficacia terapéutica del agente para la enfermedad %jada.

En ciertas realizaciones, la evaluacién bioldgica interrogativa
es la evaluacidén del perfil toxicoldégico de un agente, por
ejemplo, un farmaco, en una célula, tejido, dérgano u organismo,
en donde los moduladores identificados de un sistema‘ bioldgico,
por ejemplo, activador de proceso celular determinativo (por
ejemplo, diferenciaies de interaccién celular o | relaciones
causales Unicas en un sistema o proceso bioldgico) pueden ser
indicadores de toxicidad, por ejemplo, citotoxicidad |y a su vez

puede usarse para predecir o identificar el perfil tbxicolégico

del agente. En una realizacidén, los moduladores identificados de

<>
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un sistema bioldgico, por ejemplo, activador de proceso celular
determinativo (por eljemplo, diferenciales de interaccién celular
o relaciones causales Unicas en un sistema o proceso bioldgico)
es un indicador de la cardiotoxicidad de un farmaco o farmaco
candidato, y a su vez, puede usarse para prede‘cir o identificar
el perfil cardiotoxicoldgico del farmaco o farmaco candidato.

En ciertas realizaciones, la evaluacidén bioldgica interrogativa

es la identificacién de objetivos de fémacos‘ para prevenir o
tratar una enfermedad o trastorno provocado por armas bioldgicas,
tales como protozoarios, hongos, bacterias, protestos, virus o

toxinas, en donde los moduladores identificadfs de un sistema
bioldégico, por ejemplo, el activador de jpJ:oceso celular
determinativo (por ejemplo, diferenciales de interaccidén o
relaciones causales Unicas en un proceso O sjistema bioldgico)
pueden ser marcadores/indicadores o moléculas bicldgicas clave

causantes de dicha enfermedad o trastorno, y;a su vez pueden

usarse para identificar agentes de biodefensa.

En ciertas realizaciones, la evaluacién bicldégica interrogativa
es la identificacién de objetivos para agientes contra el
envejecimiento, tales como cosméticos contra él envejecimiento,
en donde los moduladores identificados de un ?istem biolégico,
por ejemplo, el activador de proceso celular O’Ietenninativo (por

ejemplo, diferenciales de interaccién o reiaciones causales

Unicas en un proceso ¢ sistema biocldgico) pueden ser marcadores o

S &
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i

indicadores del proceso de envejecimiento, especificamente el
I

proceso de envejecimiento en la piel, y a su vez pueden usarse
|

para identificar agentes contra el envejecimiento.

En un modelo celular ejemplar para el envejecimiento que se usa
I
en los métodos de la invencién para identificar objetivos para

cosméticos contra el envejecimiento, el modelo celular comprende
|

una célula epitelial envejecida que, por ejemplo, se trata con

luz UV (una perturbacién ambiental o componente de! estimulo
|

externo), vy/o células neonatales, que también se tratan
[} . v o, ‘

opcionalmente con luz UV. En una realizacidn, un modelo celular
|

del envejecimiento comprende un sistema de interaccidén celular.

. . . . P
En un sistema de interaccién entre dos células ejemplar
I

establecido para identificar objetivos para cosméticos|contra el

e . . . . . .
envejecimiento, una célula epitelial envejecida (prlmgr sistema

celular) puede tratarse con luz UV (un componente dé estimulo
i
externo), y se pueden medir cambios, por ejempl?, cambios

protedmicos y/o cambios funcionales, en una céluld neonatal

[
(sequndo sistema celular) resultante del contacto de %as células

neonatales con medio acondicionado de la célula' epitelial
!

envejecida tratada, por ejemplo, pueden medirse cambios

protedmicos usando espectrometria de masas cuantitativa
!

convencional, o puede identificarse una relacidén causal uUnica de

una red de relaciones causales generada a partir de lo$ datos.
I

!

[
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En otro aspecto, la invencién proporciona un kit para llevar a

cabo una evaluacién biolégica interrogativa usando una tecnologia

de plataforma descubierta, que comprende uno o mas reactivos para

detectar la presencia de, y/o para cuantificar la cantidad de, un
‘causales

' En una

analito que es el objeto de una red de relaciones
generada a partir de los métodos de la invencidn.

realizacién, dicho analito es el objeto de una relacidn causal

Unica en el sistema bioldgico, por ejemplo, un gen asociado con

y los | reactivos

una relacidén causal Unica en el sistema biolégico. En ciertas
1
el analito es una proteina,
1

realizaciones,
comprenden un anticuerpo contra la proteina, una etiqueta para la

i
proteina, y/o uno o mis agentes para preparar la proteina para
i

r
[

analisis de alta productividad (por ejemplo, secuenciacién basada

i
i

en espectrometria de masas).
i

'
[

Se entenderd que todas las realizaciones descritas en la

presente, incluidas aquellas descritas solo en los ejemplos, son
partes de la descripcién -general de la invencién, y pueden

combinarse con cualquier otra realizacién de la invencidén a menos

que se desestimen o consideren inaplicables explicitamente.

1
i
I
i
!
i
i
!
i
i
i
{

Breve descripcién de los dibujos

i
[
i
i
I
i

[
i
!
!
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\
|
A continuacién, en la presente se describirdn varias

|

realizaciones de la presente divulgacién en referéncia. a las

figuras, en donde: ‘

Figura 1: Ilustracién del abordaje para identifitar agentes
|

|
terapéuticos. ‘

|
1

Figura 2: Ilustracién de sistemas de biologia del cancer y la

consecuencia de la regulacién de rendimiento interactivo

multifisioldgico integrado.

|

i

Figura 3: Ilustracién de interrogacién sistémica de importancia

biolégica usando \
MIMS. E\
Figura 4: TIlustracién de red de modelado del c%ncer para
permitir una consulta bioldégica interrogativa. i
Figura 5: Ilustracidn de 1la tecnoleogia de platéforma de
biologia interrogativa. 1

Figura 6: Ilustracidn de tecnologias empleadas en la ﬁecnologia

de plataforma. |

Figura 7: Representacidén esquematica de los componenﬁes de la
|

plataforma incluida la recoleccidn de datos, la integﬁacién de

|
datos y la exploracién de datos. |
!

Figura 8: Representacién esquematica de la inteﬁrogacién

{
sistemdtica usando MIMS y recoleccién de datos de respuesta de la

cascada "émica".

“/
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|
Figura 9: Dibujo de los componentes empleados paral construir

los modelos in vitro que representan los estados, normal y
\
diabético.
{
Figura 10: Representacién esquematica de la 'plataforma

informidtica REFS ™usada para generar redes causalies de la

proteina asi como su relacién con la patofisiologia de 1la
{

enfermedad.
[

Figura 11: Representacién esquemdtica del abordaje para la
|

generacién de una red diferencial en estados diab%ticos con
respecto a nomales y nodos diabéticos que se restaura{i a estados
normales mediante el tratamiento con MIMS. 1

Figura 12: Una red diferencial representativa Jen estados

|

diabéticos con respecto a estados normales.

Figura 13: Una representacidén esquemdtica de un nodo y bordes

I

de interés asociados (Nodelin en el centro). Se representa la

|

funcionalidad celular asociada con cada borde.

I
Figura 14: Diagrama de flujo de alto nivel de un método

, {
ejemplar, de acuerdo con algunas realizaciones.

|
Figura 15A-15D: TIlustracién esquemdtica de alto nivel de 1los

componentes y proceso para un sistema informatico basado en AI

|
que puede usarse con realizaciones ejemplares. ‘

I
Figura 16: Diagrama de flujo de proceso en sistema informitico

basado en AI que puede wusarse con algunas relealizaciones

ejemplares. |

UL
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|
Figura 17: Representa esquemdticamente un ambiente informatico

ejemplar adecuado para poner en practica realizaciones ejemplares
{

descritas en la presente. i

Figura 18: Ilustracién de un disefio de estudio de caso descrito
I

en el Ejemplo 1. :

Figura 19: Efecto de tratamientos con CoQl0 en nodos
!

descendentes. |

Figura 20: El tratamiento con CoQl0 disminuye la expresién de
|

LDHA en la linea celular de céncer HepG2.
Figura 21: Red de consenso de interaccién proteica ejemplar a

I
70% de frecuencia de fragmento basada en datos de las lineas
{

celulares Paca?, HepG2 y THLEZ. 1

Figura 22: Se identificaron proteinas sensibles a la
I

estimulacién de la expresién de LDHA en dos lineas celplares de

cancer usando la tecnologia de plataforma. ‘

|
Figura 23: Andlisis con Ingenuity Pathway Assist® O}e la red
LDHA ~ PARK7 identifica a TP53 como concentrador ascendente.

l
Figura 24: Efecto del tratamiento con CoQl0 en los niveles de
1

expresién de TP53 en la linea celular de céncer SKMEL28J

Figura 25: Activacién de TP53 asociada con la Iexpresién
|

alterada de proteinas BCL-2 que producen la  apoptosis en la

linea celular de céncer SKMEL28 y efecto del trata coﬁ CoQl0 en
f
los niveles de expresién de Bcl-2, Bax y Caspase3 en SKD{[EZLZS.

Figura 26: TIlustracién del abordaje ma‘r:eméltico‘I para la

|

generacidén de redes delta-delta. ;
|

|

25
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|

Figura 27: Réd de diferencial cancer-saludable (delta-delta)

|
que activa ECAR y OCR. Cada activador tiene efectos diferenciales

en el punto extremo tal como se representa por el espesor del
|

borde. El espesor del borde en cytoscape representcja la fuerza del

cambio. _
!
Figura 28: Mapeo de PARK7 nodos asociados a ipartir de los

|
rendimientos de la tecnologia de plataforma interrogativa usando
|

IPA: Las formas grises incluyen todos los nodos asociados con

|
PARK7 a partir de los rendimientos de biologia injterrogativa que

se importaron a IPA. La formas sin rellenar (con norbres) son
1
nuevas conexiones incorporadas por IPA para crear un mapa

completo. 1

Figura 29: La tecnoclogia de plataforma interrogativa de la

invencién, que demuestra nuevas asociaciones de nodos asociados

[
I

con PARK7. Los bordes que se muestran con lineas con rayas son
conexiones entre dos nodos en las simulaciones que tienen nodos
intermedios, pero no tienen nodos intermedios en 'IPA. Los bordes

que se muestran con lineas punteadas son conexl-iones entre dos

nodos en las simulaciones que tienen nodos intermedios, pero
I

4

tienen nodos intermedios diferentes en IPA.
. C s . oo

Figura 30: TIlustracién del abordaje matemdtico para Ila

generacién de redes delta-delta. Comparacién de h"bordes unicos de

NG en la red delta NGNHG con bordes unicos de :HGTl en la red
4

delta HGNHGT1. Los bordes en la interseccién de NG y HGT1 son

|

bordes HG que s restauran a NG con TI.

Uy
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|
Figura 31: Red delta-delta de bordes diabéticos restaurados a
1

normales con tratamiento con la Coenzima Q10 superimpuesta en la

|

|
Figura 32: Red delta-delta de Dbordes hiperlipidémicos

red delta NG N HG.

restaurados a normales con tratamiento con la iCoenzima Q10
superimpuesta en la red delta lipidemia normal N Hiperlipidemia.
Figura 33: Esquema que representa el destino alterado del &acido
grasos en la enfermedad y el tratamiento conk farmaco. Un
equilibrio entre la utilizacién de &cido graso libFe (FFA) para
la generacién de ATP y remocdelacidén de membrana en Eespuesta a la
alteracién de la biologia de la membrana ha sido implicado en la

|
cardiotoxicidad inducida por farmaco.

Figura 34: Esquema Qque representa parémetro; de disefio
experimental y modelado usados para estudiar Ha toxicidad
inducida por farmaco en cardiomiocitos diabéticos.

Figura 35: Desregulacién de red transcripcional yjexpresién de
genes del metabolismo energético mitocondrial@ humano en
cardiomiocitos diabéticos mediante tratamiento con [farmaco (T):
molécula de rescate (R) normaliza la expresidn génicq.

Figura 36: A. Tratamiento con farmaco (T) ind%cido por la

expresién de GPAT1 y TAZ en mitocondrias de c?rdicmiocitos

acondicionados en hiperglucemia. En combinacién con la molécula

|

de rescate (T+R) los niveles de GPAT1 y TAZ se norﬁalizaron. B.

|
|

Sintesis de TAG a G3P.
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Figura 37: A. Tratamiento con farmaco (T)ldisminuye la OCR
(siglas en inglés para tasa de consumo de oxigeno) mitocondrial

en cardiomiocitos acondicionados en hipergluceAia. La molécula de
\
rescate {(T+R) normaliza la OCR. B. TratamienFo con farmaco (T)

|

reprime la sintesis mitocondrial de ATP en cardiomiocitos

acondicionados en hiperglucemia.

Figura 38: Anctacién GO de proteinas reguladas a la baja

. . 7 2 | . .
mediante tratamiento con farmaco. Proteinas que participan en el

: . . . \ .
metabolismo energético mitocondrial se regularon a la baja con

tratamiento con farmaco.

Figura 39: TIlustracién del abordaje Haﬁemético para la
generacion de redes delta. Compare bordes zanicos de T con
respecto a UT, estando ambos modelos en ambient¢ diabético.
Figura 40: Esquema que representa concentradores y redes de

proteina potenciales que activan la patofisioﬂogia de toxicidad

inducida por farmaco.

Descripcidn detallada de la invencidn ]

I. Descripcidén general 1

Las realizaciones ejemplares de la presente invencidén incorporan

métodos que pueden llevarse a cabo usando una plataforma de

biologia interrogativa ("la Plataforma”) que es una herramienta

para comprender una amplia variedad de procesos‘biolégicos, tales

U &
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como patofisioclogia de la enfermedad, vy los? activadores
moleculares clave subyacentes tales como procesos bioldgicos,
incluidos los factores que posibilitan un proceso de enfermedad.
Algunas realizaciones ejemplares incluyen sistema‘is que pueden

incorporar al menos una porcién, o toda, la Plataforma. Algunos

|

1
métodos ejemplares emplean al menos parte de, | o toda, la

Plataforma. Las metas y objetivos de algunas realizaciones
ejemplares en las que participa la plataforma se resumen en

general a continuacién a efectos ilustrativos: !

i) crear distintivos moleculares especificos como activadores de
componentes fundamentales del proceso bioldgico (por ejemplo,
proceso de enfermedad) ya que se relacionan con la p;fatofisiologia

|

general del proceso biclégico;

ii) generar distintivos moleculares o mapas difei:enciales que
pertenecen al proceso bioldgico, que pueden ayudar a identificar
distintivos moleculares diferenciales que distinguen un estado
bioclégico (por ejemplo, un estado de enfermedad) cbn respecto a
un estado bioldégico diferente (por ejemplo, un estado normal) vy
desarrollar una comprensién sobre los distintivos o entidades
moleculares ya que arbitran mecanismos de cambio éentre los dos
estados biolégicos (por ejemplo, de un estado !ormal al de
enfermedad); vy 1:

iii) investigar el rol de "concentradores" de ?la actividad

molecular como objetivos de intervencidn potenciales para el

control externo del proceso bioldgico (por ejemplo,; para usar el

ay
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|
i

concentrados como un objetivo terapéutico potencial), o como

|
biomarcadores potenciales para el proceso bioldgico en cuestidn

|
(por ejemplo, bicmarcadores especificos de la enfermedad, en usos

de prondstico y/o terandstico).

|
Algunos métodos ejemplares en los que participaL la Plataforma
pueden incluir una o mas de las siguientes caracte#isticas:

|
1) modelar el proceso bioldégico (por ejemplq, proceso de

\
enfermedad) y/o componentes del proceso bioldégico (por ejemplo,
fisiologia y patofisiologia de la enfermedad) \en uno o mas
modelos, preferiblemente modelos in  vitro, Jsando células
asociadas con el proceso bioldgico. Por ejempld, las células
pueden ser células derivadas de humanos que participan
normalmente en el proceso bioldgico en cuestidn. Ql modelo puede
incluir varias pistas / condiciones / perturbaciPnes celulares
que son especificas del proceso bioldgico fpor ejemplo,
enfermedad). De forma ideal, el modelo representa varios estados
(de enfermedad) vy componentes de flujo, en Hugar de una
evaluacidn estédtica de la condicién (enfermedad) biglégica.

|
2) creacién de perfiles de distintivos de ARNm | y/o proteina
usando cualquier medio conocido en la técnica.[ Por ejemplo,

reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitat#va (QPCR) vy

herramientas de andlisis proteémico tales como Esp?ctrometria de

1

Uy
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masas (MS). Dichos conjuntos de datos de ARNm y proteina

representan la reaccidén bioldgica al ambiente /| perturbacidn.

Cuando sea aplicable y posible, también pueden initegrarse datos
lipidémicos, metaboldémicos y transcriptdmicos ;como medidas
complementarias o alternativas péra el proce501 biocldégico en
cuestidén. El1 andlisis SNP es otro componente quei puede usarse
algunas veces en el ©proceso. Puede ser Util para la

|
investigacién, por ejemplo, si el SNP o una mutaé;ién especifica
|
|
tiene algun efecto sobre el proceso bioldgico. Estas variables
\
pueden usarse para describir el proceso bioldgico, como una
"instantédnea" estdtica, o como una representacién|de un proceso

dindmico.

3) someter a ensayo para determinar una o mis respuestas
celulares a pistas y perturbaciones, incluides, a modo no
taxativo, creacién de perfiles biocenergéticos, | proliferacidén
celular, apoptosis y funcidn organelar. La asociacién verdadera
genotipo-fenotipo se actualiza mediante él empleo de modelos
funcionales, tales como ATP, ROS, COXPHOS, ensayos |Seahorse, etc.
Dichas respuestas celulares representan la reaccidén de las
células en el proceso bioldégico (o modelos del mismo) en
respuesta al estado(s) correspondiente de expresidén de ARNm /
proteina, y cualesquiera otras estados relacionados en el 2)

mencionado anteriormente.

&
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!

|

4) integrar los datos de ensayos funcionales obtenidos'en 3) con
datos protedémicos y otros datos obtenidos en 2), y determinar las

asociaciones proteicas impulsadas por la causalidad, empleando un

sistema o plataforma informatica basada en inteligencia

artificial (basada en AI). Dicho sistema basado en AI'se basa, y

preferiblemente solo se basa en, los conjuntos de datds obtenidos

en 2) y/o 3), sin recurrir al conocimiento existente relacionado

con el proceso biolégico. Preferiblemente, ningin punto de datos

se corta estadisticamente ni artificialmente. En cambio, todos

los datos obtenidos se introducen en el sistema basado en AI para

determinar las asociaciones proteicas. Una meta o rendimiento del

proceso de integracién es una o mds redes diferenciales (pueden

l

llamarse de otra forma en la presente "redes delta" o, en algunos

{

casos, ''redes delta-delta" segin sea el casoﬂ entre los

1

diferentes estados biolégicos (por ejemplo, estado de enfermedad

!

con respecto a estado normal).

1
!
i
[
1

5) crear perfiles de rendimientos a partir de la plataforma

informatica basada en Al para explorar cada concentrador de

{

actividad como un objetivo y/o bicmarcador terapéutico potencial.

Il

Dicha creacién de perfiles puede llevarse a cabo, totalmente in

i

. . ' . [ ' .

silico basada en los conjuntos de datos obtenidos,, sin recurrir a
i
. ’ . r pa I
ningun experimento real en laboratorio himedo. (
!

. . . ! P .
6) validar el concentrador de actividad empleando técnicas

. . s [ )
moleculares y celulares. Dicha validacidn posinformatica de

i

!
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rendimiento con experimentos basados en células %n laboratorio
htmedo puede ser opcional, pero ayudan a crear; una circulo
completo de interrogacién. k

|
Todos y cualquiera de los abordajes resumidos %anteriormente
pueden usarse en cualquier aplicacién especifica re}acionada con
cualquier proceso bioldgico, dependiendo, al Henoslen parte, de
la naturaleza de la aplicacién especifica. Es decir,iuno o) més de
los abordajes resumidos anteriormente pueden i omitirse o
modificarse, y uno o mas abordajes adicionales puedén emplearse,
dependiendo de la aplicacién especifica. i
|
Se proporcionan varios esquemas que ilustran lai plataforma.
Especificamente, en la Figura 1 se representa una iiustracién de
un abordaje ejemplar para identificar agentes terapéﬁticos usando
la plataforma. En la Figura 2 se representa una iﬂustracién de
sistemas de biologia del céncer y la consecuencia de la
regulacién de rendimiento interactivo multifisiolégido integrado.
En la Figura 3 se representa una ilustracién de una interrogacién
sistematica de importancia bioldgica usando MIMS. Enila Figura 4
se representa una ilustracidn de un modelado de una réd de céncer
para posibilitar una consulta bioldgica interrogativaj
|

Las Figuras 5 y 6 representan ilustraciones de la piataforma de
biologia interrogativa vy las tecnologias empleaaas en la

|
|

S|
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|

plataforma. La Figura 7 es una representacidén ésquanética de los
componentes de la plataforma incluida la recoled¢cién de datos, la
integracién de datos y la exploracién de datoé. La Figura 8 es
una representacién esquematica de la interrogécién sistematica
usando MIMS y recoleccidén de datos de respueﬁta de la cascada
"émica".
|

La Figura 14 es un diagrama de flujo de alto n{Lvel de un método
ejemplar 10, en el que se indican los componem'l.es de un sistema
ejemplar que pueden usarse para llevar a cabo el‘1 método ejemplar.
Inicialmente, se establece un modelo (por ejem?\lo, un modelo in

vitro) para un proceso bioldgico (por ejempld, un proceso de

enfermedad) y/o componentes del proceso bioldgico (por ejemplo,

|
|

fisiologia y patofisiologia de enfermedad) wusando células
normalmente asociadas con el proceso biolégico. (etapa 12). Por
ejemplo, las células pueden ser células derivadas!, de humanos dque
participan normalmente en el proceso biolégiclo (por ejemplo,
enfermedad). El modelo celular puede incluir Rfarias pistas /
condiciones / perturbaciones celulares que son Especificas para
el proceso bioldégico (por ejemplo, enfermedad). iDe forma ideal,
el modelo celular representa varios estados (de enfermedad) vy
componentes de flujo del proceso bioldégico| (por ejemplo,
enfermedad) en lugar de una evaluacién estéti;ca del proceso
bioldégico. El modelo celular de comparacidn puede\ incluir células

testigo o células normales (por ejemplo, sin ‘enfermedad) . Se

S
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|

proporciona una descripcién adicional de los modelos celulares en
i

las seccicones III.A y IV, a continuacién. [
!
|

Un primer conjunto de datos se obtiene a partir del modelo

celular para el proceso bioldgico, que incluye informacidén que

representa niveles de expresidén de una pluralidad de denes (por
ejemplo, distintivos de ARNm y/o proteina) (etapa 16) usando

. |
cualquier proceso o sistema conocido (por ejemplo, rgaccién en
|

cadena de la polimerasa cuantitativa (gPCR) y herramientas de
|

analisis protedémico tales como Espectrometria de masas (MS, por

sus siglas en inglés)).

Un tercer conjunto de datos se obtiene a partir del modelo
!

celular de comparacidén para el proceso bioldgico (et&pa 18). E1
I

tercer conjunto de datos incluye informacidén que | representa

niveles de expresién de una pluralidad de genes en las.células de

y ) !
comparacidon del modelo celular de comparacidn. :
|

En ciertas realizaciones de los métodos de la invencién, estos
!

primer y tercer conjuntos de datos se denominan colectivamente en
!

la presente "priméro conjunto de datos" que representa niveles de
|
expresién de una pluralidad de genes en las célula%:(todas las

células incluidas las células de comparacidn) asociddas con el
|

!
l
J

|

sistema biocldgico.

L3
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|
El primer conjunto de datos y el tercer conjunto de datos pueden

. L
obtenerse de uno o mas sistema(s) de andlisis de[dlstlntlvos de
ARNm y/o proteina. Los datos de ARNm y proteina 'en el primer y

tercer conjuntos de datos pueden representar reacciones

bioldégicas al ambiente y/o perturbacién. Cuando sea aplicable y
!

posible, también pueden integrarse datos lipiddmicos,

|
metaboldmicos y transcriptémicos como medidas cqmplementarias o

alternativas para el proceso bioldgico. EL andlisis de SNP es
!

otro componente que puede usarse algunas veces' en el proceso.
I

Puede ser util para la investigacidén, por iejemplo, si el
!

polimorfismo de nucledtido simple (SNP) o una mutacién especifica

C vz J .
. tiene algun efecto sobre el proceso bioldgico. Las variables de

P e la s
datos pueden usarse para describir el proceso bioldgico, como una
[

"instantdnea" estdtica, o como una representacién de un proceso
i

dindmico. A continuacién, en 1la seccidén IIIT.B., figura una
|
descripcién adicional relacionada con obtener, informacidén que

|
representa niveles de expresién de una pluralidad de genes en
|
1
|
I

Un segundo conjunto de datos se obtiene a partir del modelo
|

células.

celular para el proceso bioldgico, que incluye informacién que

representa una actividad funcional o respuesta:de células (etapa

20). De forma similar, un cuarto conjunto de #atos se obtiene a

partir del modelo celular para el proceso bioldbgico, que incluye
!

I
I
I
!
I
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. . . : 1
informacién que representa una actividad funcional o respuesta de
|

las células de comparacién (etapa 22).

En ciertas realizaciones de los métodos de la invencién, estos

segundo y cuarto conjuntos de datos se denominan colectivamente

|

en la presente "segundo conjunto de datos" que representa una
|

actividad funcional o una respuesta celular de las células  (todas
las células incluidas las células de comparacién) asociadas con

el sistema bioldgico. |

i
Se pueden usar uno o mas sistemas de ensayo funciona% para

obtener informacién en relacién con la actividad funcional o
respuesta de células o de células de comparacién. La informacién

. o)
sobe las respuestas celulares funcionales a pistas vy
|

perturbaciones pueden incluir, a modo no taxativo, creacidédn de
\

perfiles biocenergéticos, proliferacién celular, apoptosis vy
funcién organelar. Se pueden emplear modelos funcionales! para

procesos y vias (por ejemplo, trifosfato de adenosina JATP),

\

especies reactiva de oxigeno (ROS), fosforilacién oxidativa
|

(OXPHOS), ensayos Seahorse, etc.,) para obtener la verqadera
asociacidén genotipo-fenotipo. La actividad funcional o respuestas

celulares representan la reaccidén de las células en el prbceso

|
biolégico (o modelos del mismo) en respuesta al estado(s)

|
correspondiente de expresién de ARNm / proteina, y cualesquiera

otras condiciones o perturbaciones aplicadas relacionadas. A
1
|
|
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i

continuacién, en la seccién III.B., se proporciona informacién en
relacién con obtener informacidén que representa la acFividad

funcional o respuesta de las células.

El método también incluye generar modelos implementadFs por

computadora de los procesos bioldgicos en las células y en las
células testigo. Por ejemplo, una © mas (por ejemplo, un grupo
de) redes Bayesian de relaciones causales entre el n#vel de
expresidén de la pluralidad de genes y la actividad funcional o)
respuesta celular pueden generarse para el modelo celular (las
"redes del modelo celular generadas") a partir del ; primer
conjunto de datos y el segundo conjunto de datos (etapa 24). las
redes de modelo celular generadas, individualmehte o
colectivamente, incluyen informacién direccional probabilistica
cuantitativa en conexidén con las relaciones. Las redes de modelo
celular generadas no se basan en relaciones bioldgicas conocidas
entre la expresién génica y/o actividad funcional o respuesta
celular, distintas del primer conjunto de datos y el !segundo
conjunto de datos. La uno o mas redes de modelo celular generadas

pueden denominarse colectivamente red de modelo celular de

consenso.

Una o mas (por ejemplo, un grupo de) redes Bayesian de re%aciones

causales entre el nivel de expresién de la pluralidad de lgenes y

la actividad funcional o respuesta celular pueden generarse para
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el modelo celular de comparacién (las "redes del model% celular
de comparacién generadas") a partir del primer conjuntq de datos
y el segundo conjunto de datos (etapa 26). Las redes de modelo
|
celular de comparacién generadas, individualmente o)
colectivamente, incluyen informacidén direccional probébilistica
cuantitativa en conexidén con las relaciones. Las redesfcelulares
generadas no se basan en relaciones bioldgicas conocidas entre la
expresién génica y/o actividad funcional o respuestaj celular,
distintas del primer conjunto de datos y el segundo c&njunto de
datos. La uno o mas redes de modelo de comparaciénw generadas
pueden denominarse colectivamente red de modelo celular de

|
consenso. ‘

Las redes de modelo celular generadas \% la; redes de modelo
celular de comparacién generadas pueden crearse usando una
plataforma informatica basada en inteligencia artificigl (basada
en AI). Detalles adicionales relacionados con la creacﬁén de las

redes de modelo celular generadas, |

J

la creacién de las redes de modelo celular de comparacién
. . Lo L.

generadas y el sistema informatico basado en AI figuran, a

continuacién, en la seccién III. C y en la descripcién de las

Figuras 2A-3.

Cabe sefialar que muchas plataformas o sistemas diferen%es basados

en Al pueden emplearse para denerar las redes B?yesian de

>
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relaciones causales que incluyen informacién  direccional

probabilistica cuantitativa. Aunque ciertos ejemp%os descritos en

la presente emplean un sistema especifico disponible en el

{
mercado, es decir, REFS ™(Reverse Engineering/Forward Simulation)

de GNS (Cambridge, MA), las realizaciones no estédn limitadas. Las
\
plataformas o sistemas basados en AI adecuados para implementar

algunas realizaciones emplean algoritmos matematicos para

|
establecer relaciones causales entre las variaples de entrada

(por ejemplo, el primer y segundo conjuntos de ldatos), basados
|

solo en los datos de entrada sin tomar en cuerita conocimiento

anterior existente sobre cualquier relacién bioldgica potencial,

establecida y/o verificada.
|

Por ejemplo, la plataforma informatica basada en ﬁI REFS ™utiliza
datos biolégicos de entrada minimamente procesédos o en bruto
derivados experimentalmente (original) (por Jejemplo, datos
genéticos, gendémicos, epigenéticos, proteémicos,Jmetabolémicos Y
clinicos) y rédpidamente lleva a cabo billones qe calculos para
determinar cémo interactian las moléculas entre $i en un sistema

|

completo. La plataforma informitica basada en AL REFS ™lleva a
cabo un proceso de ingenieria inversa con el %in de crear un
modelo celular in silico implementado por 7¢omputadora (por
ejemplo, redes de modelo celular generadas), basédo en los datos

de entrada, que representa cuantitativamente el sistema biolégico

subyacente. Adicionalmente, se pueden desarrollar hipdtesis sobre

|
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el sistema bioldgico subyacente y simulares rép&damente en base
|

al modelo celular implementado por computadoré\l, a efectos de

obtener predicciones, acompafiado por niveles de confianza

asociados, en relacidén con las hipdtesis. :

\

Con este abordaje, los sistemas bioldégicos |se representan

mediante modelos celulares implementados por computadora

|

cuantitativos en los que se simulan "intervenciones" para
\

aprender sobre mecanismos detallados del sistema bioldégico (por

ejemplo, enfermedad), estrategias de intervencién eficaces y/o

|
biomarcadores clinicos que determinan qué pacientes responderdn a
|

un régimen de tratamiento dado. Los abordajes estadisticos y de
bioinformdtica convencicnales, asi como abordajes basados en el

modelado de la biologia conocida, tipicamente sén incapaces de
!

l
l

proporcionar estos tipos de perspectivas.

Después que se crean las redes de modelo celular é;eneradas y las
|

redes de modelo celular de comparacidédn generadas, se comparan. Se
I

identifican una o méds relaciones causales presentes en al menos

|
algunas de las redes de modelo celular generadas, 'y ausentes de,

1
© que tienen al menos un parametro considerablemente diferente en

las redes de modelo celular de comparacidén generadas (etapa 28).

Dicha comparacién puede resultar en la creacién de un red

1
diferencial. La comparacién, identificacién y/o c‘reacién de la

red diferencial (delta) pueden llevarse a cabo usa}ndo un mdédulo

l
1
\
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de creacién de red diferencial, que se describe en mas detalla a
|

continuacién en la seccién III.D y con respecto a‘la descripcidén
l

de la Figura 26.

En algunas realizaciones, los conjuntos de datos de entrada son
de un tipo celular y un tipo celular de comparacidén, que crea un
grupo de redes de modelo celular basado en el tipo icelular y otro
grupo de redes de modelo celular de comparacién ba;ado en el tipo
celular testigo de comparacién. Se puede llevgr a cabo un
diferencial entre el grupo de redes del tipo celular y el grupo
de redes del tipo(s) celular de comparacién.

En otras realizaciones, los conjuntos de datos de entrada son de
maltiples tipos celulares (por ejemplo, dos o ‘més tipos de
células de cancer) y multiples tipos celulares ?e comparacién
(por ejemplo, dos o mas tipos celulares no canceroéos, normales).
Se puede generar un grupo de redes de modelo celular para cada
tipo celular y cada tipo celular de comparacién individualmente,
y/o los datos de los miltiples tipos celulares y de los miltiples
tipos celulares de comparacién pueden combinarse en conjuntos de
datos compuestos respectivos. Los conjuntos de datos compuestos
producen un grupo de redes correspondiente a los letiples tipos
celulares (datos compuestos) y. otro grupé de  redes
correspondienté a las miltiples tipos celulares de comparacién

l
(datos compuestos de comparacidén). Se puede lleﬁ@r‘ a cabo un

&
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|

diferencial entre el grupo de redes para los datos éompuestos en
comparacién con el grupo de redes para los datos éompuestos de

comparacidn.

En algunas realizaciones, se puede llevar a cabo uﬁ diferencial
|

entre dos redes diferenciales diferentes. Este rendimiento puede

denominarse red delta-delta y se describe mis | adelante en

!

relacién con la Figura 26.

J

1

Se puede identificar informacién de relacidn cuanﬁitativa para
cada relacidén en las redes de modelo celular gen?radas (etapa
30). De forma similar, se puede identificar la iﬁformacién de
relacién cuantitativa para cada relacién en las re@es de modelo
celular de comparacidén generadas (etapa 32). La informacidén
cuantitativa en referencia a la relacidén puedei incluir wuna
direccién que indica causalidad, un medicién de la 'incertidumbre
estadistica con respecto a la relacidén (por ejemploj una medicién
estadistica del Area debajo de la curva (AUC)), y/o;una expresién
de la magnitud cuantitativa de la potencia de la 'relacidén (por
ejemplo, una vez). Pueden crearse perfiles con jlas diversas
relaciones en las redes de modelo celular generadas usando la
informacidén de relacién cuantitativa para e%plorar cada

|

concentrador de actividad en las redes como un objetivo

terapéutico y/o biomarcador potencial. Dicha creacién de perfiles

puede llevarse a cabo totalmente in silico basada en los

i
J

&1
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resultados de las redes de modelo celular generadas, sin recurrir

a ningin experimento real en laboratorio humedo.

En algunas realizaciones, un concentrador de actividad en las

redes puede validarse empleando técnicas moleculares y celulares.

0

No es necesario llevar cabo dicha validacién posinformatica: de

i

rendimiento con experimentos basados en células en laboratorio

himedo, pero puede ayudar a crear un circulo completo; de

f

interrogacién. La Figura 15 representa esquematicamente ' una

representacién de alto nivel simplificada de la funcionalid;:id de

r

un sistema informatico basado en AI ejemplar (por ejemplb, el
sistema informdtico basado en AI REFS™) e interacciones enﬁre el

sistema basado en AI y otros elementos o porciones de una

1

plataforma de biologia interrogativa ("la Plataforma"). "' En la

Figura 153, se introducen en un sistema basado en AI| varios

[
i

conjuntos de datos obtenidos a partir de un modelo 'ﬁ)ara un
proceso bioldgico (por ejemplo, un modelo de enfemedéd), tal
como una dosificacidén de farmaco, dosificacidn trat'}amiento,
expresién de proteina, expresién de ARNm y cualquiera &e muchas
mediciones funcionales asociadas (tales como CCR, ECAR) Tal como
se muestra en la Figura 15B, a partir de los conjunto;ii de datos
de entrada, el sistema de AI crea una biblioteca de ’,';fragmentos
de red" que incluye variables (proteinas, lipidos y méetabolitos)
que activan mecanismos moleculares en el proceso biojiégico (por

'
i
i
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ejemplo, enfermedad), en un proceso denominado Bayesian Fragment
[

Enumeration (enumeracion de fragmentos de Bayesian) (Figura 105B).

En la Figura 15C, el sistema basado en AT selecciona un

subconjunto de los fragmentos de red en la biblioteca y construye

[

una red de prueba inicial a partir de los fragméntos. El sistema
. I

basado en AI también selecciona un subconjunto diferente de los

1

fragmentos de red en la biblioteca para construir otra red de
prueba inicial. Finalmente, se crea un grupo dé redes de prueba
iniciales (por ejemplo, 1000 redes) a partir de diferentes

subconjuntos de fragmentos de red en la bibliotéca. Este proceso
I

puede dencminarse muestreo de grupos paralelo. Qada red de prueba
en el grupo se evoluciona u optimiza agregaﬁdo, restando y/o
sustituyendo fragmentos de red adicionales de ?a biblioteca. Si
se obtienen datos adicionales, los datos adicionales pueden

|

incorporarse a los fragmentos de red en la biblioteca y pueden
1

incorporarse en el grupo de redes de prueba a través de la
|

evolucién de cada red de prueba. Después de completar el proceso

de optimizacidén/evolucién, el grupo de redesf de prueba puede

describirse como las redes de medelo celar geneiadas.
f
|
Tal como se muestra en la Figura 15D, el grupo de redes de modelo

I
celular generadas puede usarse para estimular, el comportamiento

!
del sistema bioldgico. La simulacidn puede usarse para predecir
el comportamiento del sistema bioldgico frente a cambios en las

|

condiciones, que pueden verificarse experimentalmente usando
j

&3
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|

experimentos basados en células o basados en animales en
laboratorio himedo. Adicionalmente, se pueden‘ extraer los
pardmetros cuantitativos de relaciones en las redes de modelo

celular generadas usando la funcionalidad de simu%acién mediante

la aplicacidn perturbaciones simuladas a  cada nodo

individualmente mientras se observan los efectos‘ en los otros

nodos en las redes de modelo celular generadas. Se proporcionan
|

mds detalles mas adelante en la seccidén III.C.
1
El proceso de ingenieria inversa automatizado‘ del sistema

|
informatico basado en AI, que se representa en las Figuras 2A-2D,

crea un grupo de redes de modelo celular generadas que es un

modelo basado en computadora sistematico e imparcial de las

células.

La ingenieria inversa determina las conexiones de red direccional
probabilistica entre las mediciones moleculares en los datos y
I
los resultados fenotipicos de interés. La variacién en las

mediciones moleculares posibilita conocer las relaciones de causa

y efecto probabilisticas entre estas entidades y cambios en los

valores de referencia. La naturaleza de conocimiento de 1la
|

maquina de la plataforma también posibilita la capacitaciones

cruzada y predicciones basadas en un conjunto de datos que estéd

evolucionando constantemente.

&y
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las conexiones de red entre las mediciones molecul?res en los
datos son "probabilisticas", parcialmente porque la conexién
1

puede basarse en correlaciones entre los conjuntos de datos
\
observados "conocidos" por el algoritmo informdtico. Por ejemplo,

si el nivel de expresién de la proteina X y el de la% proteina Y
estan relacionados positivamente o negativamente, %en base al
analisis estadistico del conjunto de datos, se puede dtribuir una
relacién causal para establecer una conexién de red entre las
proteinas X e Y. La confiabilidad de dicha relagién causal
putativa puede definirse adicionalmente por una prob%bilidad de

la conexidén, que puede medirse por mediante un va}or p (por

ejemplo, p < 0,1, 0,05, 0,01, etc.). ‘

Las conexiones de red entre las mediciones moleculares en los
|

datos son "direccionales", parcialmente porque las coriexiones de

red entre las mediciones moleculares, tales como se ‘determinan

mediante el proceso de ingenieria inversa, refleje la 1c:ausa y el

efecto de la relacién entre el gen / proteina coneEtados, de
forma que elevar el nivel de expresién de una proteina puede
provocar que el nivel de expresidén de la otra se eleche o caiga,
dependiendo de si la conexién es estimuladora o inhibid?iara.

|

Las conexiones de red entre las mediciones molecularFs en los

datos son "cuantitativas"”, parcialmente porque las conexiones de
1

|

red entre las mediciones mecleculares, tales como se determinan

mediante el proceso, pueden simularse in silico, en base al
|
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conjunto de datos existente y las mediciones probabilisticas
asociadas con el mismo. Por ejemplo, en las conexiones de red
establecidas entre las mediciones moleculares, puede ser

posible aumentar o disminuir tedricamente (por ejemplo,|en 1, 2,

3, 5, 10, 20, 30, 50, 100 veces o mas) el nivel de expresién de
una proteina dada (o un '"nodo" en la <red) vy simular

cuantitativamente sus efectos en otras proteicas conectadas en la

red.

Las conexiones de red entre las mediciones moleculares en los
datos son "imparciales", al menos parcialmente porque ninguin
punto de datos se corta estadisticamente o artificialmente, y

parcialmente porque las conexiones de red se basan solJ en datos

de entrada, sin referirse a conocimiento preexistente! sobre el

proceso bioldgico en cuestioén.

|
Las conexiones de red entre las mediciones Hmlecularés en los
datos son "sistémicas" e (imparciales), parcialmente porque todas
las conexiones potenciales entre todas las variables dL entrada
han sido exploradas sistémicamente, por ejemplo, por pares. lLa
i

confianza en el poder informatico para ejecutar dicha exploracidn

i
sistémica aumenta exponencialmente a medida que la caPtidad de

variables de entrada aumenta.
En general, un grupo de ~1000 redes es habitualmente suficiente

|
para predecir relaciones cuantitativas causales probagilisticas

S
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1
entre todas las entidades medidas. E1l grupo de recéles captura la
incertidumbre en los datos y permite el calculo de las métricas
de confianza para cada prediccién de modelo. Las; predicciones
generadas usando el grupo de redes juntas, cuando hay diferencias
en las predicciones de redes individuales en el grupo representan
el grado de incertidumbre en la prediccién. Esta Faracteristica

permite la atribucién de métricas de confianza para predicciones

de respuesta clinica generadas a partir del modelo.

Una vez que los modelos se someten a ingenieria inversa, se
pueden llevar a cabo consultas de estimulacién adidé:ionales en el
grupo de modelos para determinar activadores mollfculares clave
para el proceso bioldgico en cuestidén, tal como unaienfemedad.

En la Figura 9 se muestra un dibujo de componentes empleados para
construir modelos in vitro ejemplares que representan estados
normales y diabéticos. En la Figura 10 se muestra una
representacién esquemdtica de la plataforma inforlimética REFS ™
ejemplar usada para generar redes causales de lal proteina asi
como su relacién con la patofisiologia de la enfermedad. La
Figura 11 muestra una representacién esquemadtica del abordaje
ejemplar para la generacién de una red diferencial en estados
diabéticos con respecto a normales y nodos diabéticos que se
restauran a estados normales mediante el tratamientio con MIMS. En

1

la Figura 12 se muestra una red diferencial repTesentativa en

estados diabéticos con respecto a normales. La !|Figura 13 se

&F
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muestra una representacién esquematica de un nodo y bordes
asociados de interés (Nodel en el centro) y la _funcﬁonalidad

celular asociada con cada borde.

Luego de describir en general la invencién mas aﬁrés, las
secciones a continuacién proporcionan una descripéién mas
detallada de varios aspectos o elementos de la invenciéd general,
en conjuncién con uno © mas sistemas bioldgicos especificos que

pueden analizarse usando los métodos de la presente. Cabe

sefialar, sin embargo, que los sistemas biolégicos especificos
\

usados a efectos de ilustracién mis adelante no son limitantes.
Por el contrario, se pretende que otros sistemas biolégicos
diferentes, incluidos cualquier alternativa, HDdifiFacién 3%
equivalente de los mismos, puedan analizarse de formg similar

usando la tecnologia de Plataforma objeto.

IT. Definiciones

1
Tales como se usan en la presente, ciertos términoé que se
pretende definir especificamente, pero que aun no Ihan sido
definidos en otras secciones de la memoria descriﬁtiva, se
!
definen en la presente.

Los articulos "el" y "la" se usan en la presente para rqferirse a

|
uno o mas de uno ( es decir, a al menos uno) del sujeto

34
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A\ rr

gramatical del articulo. A modo de ejemplo, “un lelemento

significa un elemento o mas de un elemento. y

o . C ik
El término "incluye" se usa en la presente para significar, y se

|

usa de forma intercambiable con, la frase "incluidos a modo no

|
taxativo”.

|

El término "o" se usa en la presente para significar, y se usa de

forma intercambiable con, el término "y/o", a menos que el

contexto indique claramente lo contrario. |

LY l‘ v 1}
La expresién "tal como"™ se usa en la presente para significar, y

se usa de forma intercambiable con, la frase "tal ¢como pero a

|

modo no taxativo".
"Via metabdlica" se refiere a una secuencia del! reacciones

mediadas por enzimas que transforman un compuestoi en otro y

proporcionan intermediarios y energia para funciones celulares.

1

La via metabdlica puede ser lineal o ciclica o ramificada.
i

|
"Estado metabdlico"” se refiere al contenido molecular de un

ambiente especifico celular, muiticelular o tejido En un punto
dado de tiempo tal como se mide mediante varios | indicadores
quimicos y biolégicos, a medida que se relacionan c?n un estado
de salud o enfermedad.
El término "micromatriz" se refiere a una matriz de distintos
polinucledtidos, oligonucledtidos, polipéptidos (pgr ejemplo,
anticuerpos) o péptidos sintetizados en una sustraéo, tal como

papel, nailon u otro tipo de membrana, filtro, chip, portaobjetos

o cualquier otro soporte sélido adecuado.
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|

Los términos "trastornos" y "enfermedades" se usan ipclusivamente
y se refieren a cualquier desviacidén de la estructﬁra o funcién
normal de cualquier parte, oérgano o sistema del cuerpo (o
cualgquier combinacién de los mismos). Una enfermedéd especifica
se manifiesta mediante sintomas vy signos caracteristicos,
incluidos cambios bioldgicos, quimicos y fisicos, j a menudo se

asocia con una variedad de otros factores incluido%, a modo no
\

|
. taxativo, factores  demograficos, ambientales, [ de empleo,

genéticos y médicamente histdricos. Ciertos signoé, sintomas y
factores caracteristicos relacionados pueden cuantificarse a
través de una variedad de métodos para proporcionér importante
informacidén diagndstica.

El término "expresidén" incluye el. proceso n@diant% el cual se
produce un polipéptido a partir de polinucleétidog, tales como
ADN. El proceso puede implicar la transcripcidén de up gen en ARNm
y la traduccién de este ARNm en un polipéptido. Deﬁendiendo del
contexto en que se usa, "expresién" puede referirse a la
produccién de ARN, proteina o ambos.

Los términos "nivel de expresién de un gen" o "nivel de expresidn
génica" se refiere al nivel de ARNm, asi komo al de
transcripto(s) nuevo(s) preARNm, intermediarios del procesamiento
del transcripto, ARNm(s) maduros y productos de degrLdacién, o el
nivel de proteina, ccdificada por el gen en la célulé.

El término "modulacién" se refiere a la regulacién ascendente (es

decir, activacidén o estimulacidén), a la regulacidén descendente
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(es decir, inhibicidén o supresién) de una respuesta, o las dos en

combinacién o separadas. Un "modulador" es !un compuesto o
|

molécula que modula, y puede ser, por ejempio, un agonista,
antagonista, activador, estimulador, supresor o inhibidor.

El término "Trolamina", tal como se usa en la presente, se
refiere a Trolamina NF, Trietanolamina, TEAIAN®, TEAlan 99%,
Trietanolamina, 99%, Trietanolamina, NF o Trietanolamina, 99%,
NF. Estos términos puede usarse de forma intercambiable en la
presente. }

El término "genoma" se refiere a la totalidad de la informacién
genética de wuna entidad bioldgica (célula, tejido, &rgano,
sistema, organismo). Estd codificado en ADN o ARN (en ciertas
virus, por ejemplo). El genoma incluye los genes y las secuencias
no codificantes del ADN. |
El término "proteoma" se refiere al conjunto total de proteinas
eXpresadas por un genoma, un célula, un tejide o un organismo en

un momento dado. Mas especificamente, puede referirse al conjunto

total de proteinas expresadas en tipo de células!u organismo dado

en un momento dado en condiciones definidas. El proteoma puede
incluir variantes proteicas debidas a, por% ejemplo, empalme
alternativo de genes y/o modificaciones postransiacionales (tales
como glucosilacién o fosforilaciédn).

El término "transcriptoma" se refiere al conjunto total de

moléculas de ARN transcritas, incluidas ARNm, ARNr, ARNt y otros

ARN no codificantes producidos en una o una poblacién de conjunto
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en un momento dado. El término puede aplicarse al conjunto total

de transcriptos en un organismo dado o al subconjunto especifico

de transcriptos presentes en un tipo de célula especifico. A
diferencia del genoma, que es aproximadamente fijo para uné linea
celular dada (excluidas las mutaciones), el transcriptomé puede
variar con las condiciones ambientales externas. Debidof a que

incluye todos los transcritos de ARNm en la célula, el

[

transcriptoma refleja los genes due se estan expresando
I

activamente en cualquier momento dado, con la excepciéni de los

fendmenos de degradacién del ARNm tales como la atenuacidn

i
I
i

El estudio de 1la transcriptémica, también denominadas  como
|

transcripcional.

creacién de perfiles de expresién, examina el nivel de #xpresién
. P
de ARNm en una poblacidén celular dada, a menudo usando técnicas

!
de alta productividad basadas en tecnologia de micromatrices de
!

ADN. i
r

El término "metaboloma" se refiere al conjunto completo de
!

metabolitos de molécula pequefia (tales como intermediarios
|

metabblicos, hormonas y otras moléculas de sefializacién vy
!

metabolitos secundarios) que se encuentran dentro de u@a muestra

bioldégica, tal como un organismo simple, en un n@mentp dado en

!
condiciones dadas. El metaboloma es dinamico y puede cambiar de

|

segundo en segundo. ;
f

El témino "lipidoma" se refiere al conjunto completo de lipidos
I

que se encuentran dentro de una muestra biolégica, tal como un
j

|
|
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|
organismo simple, en un momento dado en condiciones dadas. EL
i

lipidoma es dinamico y puede cambiar de segundo en segundo.
El término "interactoma" se refiere al conjunto total de

interacciones moleculares en un sistema bioldgico eniestudio (por

ejemplo, células). Se puede exhibir como una grafica dirigida.

lLas interacciones moleculares pueden producirse entre moléculas

que pertenecen a diferentes familias bioquimicaé (proteinas,
acidos nucleicos, lipidos, carbohidratos, etc.) y ﬁémbién dentro
de una familia dada. Cuando se habla en términos ée protedmica,
el interactoma se refiere a red de interaccién proteina-
proteina(PPI) o red de interaccién proteica (Plﬁ). Otro tipo
ampliamente estudiado de interactoma es el interacioma proteina-
ADN (red formada por factores de transcripcién (y ADN O proteinas

1
reguladoras de cromatina) y sus genes objetivo. |

El término "rendimiento celular" incluye wuna, coleccién de

pardmetros, preferiblemente pardmetros medibles, r%lacionados con
el estados celular, incluidos (a modo no taxativo): nivel de
franscripcién de uno o mas genes (por ejemplo, ﬁedible por RT-
PCR, gPCR, micromatriz, r

etc.), nivel de expresién de una o mas proteina% (cor ejemplo,
medible por espectrometria de masas o transfer%ncia. Western),
actividad absoluta (por ejemplo, medible como tas#s de conversidn
de sustrato) o actividad relativa (por ejemplo, #edible como  un
valor % comparado con la actividad maxima) de unafo mas enzimas o
proteinas, hivel de uno o mas metabolitos o inter#ediarios, nivel

i
|
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|

de fosforilacién oxidativa (por ejemplo, medible por la Tasa de
|

consumo de oxigeno u OCR), nivel de glucolisis (por ejemplo,
|

medible por tasa de acidificacidén extracelular o ECAR), pivel de
unidén o interaccién ligando-objetivo, actividad de MOléculas

secretadas extracelularmente, etc. El rendimiento celular puede

incluir datos para una cantidad predeterminada de genes o

proteinas objetivo, etc., o0 puede incluir una evaluacién global

|
para todos los genes o proteinas detectables. Por ejemplo, se
\

puede usar espectrometria de masas para identificar y/o
|

cuantificar todas las proteinas detectables expresadasl en una

muestra o poblacién celular dada, sin conocimiento previo scbre

si alguna proteina especifica puede expresarse en la muestra o

poblacién celular. !
i
. -

Tal como se usa en la presente, un "sistema celular" incluye una

1
poblacién de células homogéneas o heterogéneas. El células dentro

|
del sistema puede crecer in vivo, en el ambiente na%ural 0

fisioldégico, o pueden crecer in vitro en, por ejemplo, ampientes
de cultivo tisular controlados. Las células dentro del Sistema
pueden ser relativamente homogéneas (por ejemplo, no Iwénos de
70%, 80%, 90%, 95%, 99%, 99,5%, 099,9% homogéneas), o ipueden

. . b
contener dos o mas tipos celulares, tales como los tipos

l

celulares que generalmente se encuentran creciendo en gran
|

proximidad in vivo, o tipos celulares que pueden inteFactuar

entre si in vivo a través de, por ejemplo, paracrina u otra

comunicacién intercelular de larga distancia. Las células |dentro

|

1
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del sistema celular pueden derivar de lineasi celulares
establecidas, incluidas 1lineas celulares de céncer, lineas
celulares inmortales o lineas celulares normales, ofpueden ser
células primarias o células recientemente aisladas de tejidos u
érganos vivos. E

Las células en el sistema celular tipicamente estan ‘en contacto
con un "ambiente celular" que puede proporcionar |nutrientes,
gases (oxigeno o CO,, etc.), quimicos o estimulantes proteinaceos
/ no proteindceos que pueden definir las condiciones[que afectan
el comportamiento celular. El ambiente celular puede ser medios

|

quimicos con componentes quimicos definidos y/o extractos de
tejido o componentes de suero menos definidos, y pueden incluir
un pH, CoNTENIDO DE CO,, presidén y temperatura definidog en los que
crecen las células. Alternativamente, el ambiente celular puede
ser el ambiente natural o fisioldgico que se encuentra in vivo
para el sistema celular especifico.

En ciertas realizaciones, un ambiente celulaé comprende
condiciones que simulan un aspecto de un sistema o proceso
biolégico, por ejemplo, simular un estado, proceso olambiente de
enfermedad. Dichas condiciones de cultivo incluyen, por ejemplo,
hiperglucemia, hipoxia o condiciones ricas en acido lactico.
Varias condiciones diferentes se describen en la presgnte.

En ciertas realizaciones, un ambiente celular para un sistema

celular especifico también incluye ciertas caracteristicas de

superficie celular del sistema celular, tal como los tipos de
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receptores o ligandos en la superficie celular y sus r?spectivas
actividades, la estructura de carbohidrato o moléculas lipidicas,
polaridad de o fluidez de membrana, estado de aglomeracidén de
ciertas proteinas de membrana, etc. Estas caracter%sticas de
superficie celular pueden afectar la funcién de 1las células
cercanas, tales como células que pertenecen a un siste%a celular
diferente. En ciertas realizaciones diferentes, sin ewbargo, el
ambiente celular de un sistema celular no incluye caracteristicas
de superficie celular del sistema celular. l

El ambiente celular puede alterarse para dque se lvuelva un
"ambiente celular modificado". Las alteraciones pueden incluir
cambios (por ejemplo, aumento o disminucién) en cualqﬁier uno o
mas componentes encontrados en el ambiente celular, incluida la
adicién de uno o mas "componentes de estimulo externo” al
ambiente celular. Ia perturbacién o componente dé estimulo
externo puede ser enddgeno al ambiente celular (por ?jemplo, el
ambiente celular contiene algunos niveles del estimulahte, y mas
del mismo se agrega para aumentar su nivel), o puede éer exdgeno
al ambiente celular (por ejemplo, el estimulante estéfausente en
gran medida del ambiente celular antes de la alter;cién). El
ambiente celular puede alterarse adicionalmente mediaﬁte cambios
secundarios resultantes de la adicién del componente de estimulo
externo, ya que el componente de estimulo externo puede cambiar

el rendimiento celular del sistema celular, incluidaé moléculas

secretadas en el ambiente celular por el sistema celular.

|



10

15

20

25

72

Tal como se usa en la presente, "componente de estimulo externo”,
también denominado en la presente '"perturbacién ambiental",

incluye cualquier estimulo fisico y/o quimico externo que puede
afectar la funcidén celular. Este puede incluir cuaiquier molécula
organica o inorganica, grande o pequefia, quimic%s naturales o
sintéticos, cambio de temperatura, cambio de pH,‘radiacién, luz
(UVA, UVB etc.), microondas, ondas de sonido, corriente
eléctrica, campos magnéticos modulados o no modula&os, etc.

La expresién "Molécula Intracelular letidimensiQnal MIM)", es
una versién aislada o una versidén producida sintétﬁcamente de una
molécula endbgena que se produce naturalmente en el cuerpo Y/o
que estd presente en al menos una célula de un ﬂumano. Una MIM
eses capaz de ingresar a un célula y la entrad% en la célula
incluye una entrada completa o parcial en la célula siempre que

‘

la porcién bioldgicamente activa de la nwiécula ingrese
completamente en la célula. Las MIM son capacesjde inducir una
transduccién de sefial y/o mecanismo de expresién génica dentro de
una célula. Las MIM son multidimensionales porque las moléculas
tiene un agente terapéutico y un portador,' por ejemplo,
administracién de farmaco, efecto. Las MIM también son
multidimensionales debido a que las moléculas actdan de una forma
en un estado de enfermedad y de una forma diferente en un estado
normal. Por ejemplo, en el caso de la CoQ-10, la administracidén

de la CoQ-10 a una célula de melanoma en pre%encia de VEGEF

conduce a un nivel disminuido de Bcl2 que, a su vez, conduce a un

77
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I
[
!
!
i

potencial encégenos disminuido para la célula de melanoma. En

[

cambio, en un fibroblasto normal, la coadministracién de, CoQ-10 y

VEFG no tiene ningun efecto en los niveles de Bcl2.

En una realizacién, una MIM también es un desplazador épi. En

otra realizacién, una MIM no es un desplazador epi. En otra

realizacién, una MIM se caracteriza por una o mag de las

una; MIM se

!

caracteriza por dos o mas de las funciones precedentes. En una

funciones precedentes. En otra realizacidn,

r

realizacién adicional, una MIM se caracteriza por tres o mas de
!

las funciones precedentes. En otra realizacidn, una MIM se

caracteriza por todas las funcicnes precedentes. EL exéerto en la

técnica apreciard que una MIM de la invencién tambi%n pretende

abarcar una mezcla de dos o mas moléculas enddgenas, én donde la
;

mezcla se caracteriza por una o mas de las funciones ﬁrecedentes.
i

|

Las moléculas enddégenas en la mezcla estdn presentes en una
!
i

relacidén tal que la mezcla funciona como una MIM. |
!

!
Las MIM pueden ser moléculas basadas en lipidos o no basadas en
!

lipidos. Ejemplos de MIM incluyen, a modo no taxa%ivo, CoQ10,

I

acetil Co-A, palmitil Co-A, L-carnitina, andnoécido§ tales como,

' v 3 . 1 . z [
por ejemplo, tirosina, fenilalanina y <cisteina. En una
!

. 2 . ~ : . 2
realizacidén, la MIM es una molécula pedquefia. En una realizacidn
!

de la invencién, la MIM no es CoQlO. Un experto en la técnica

puede identificar rutinariamente las MIM usando cualquiera de los
!

ensayos descritos en detalle en la presente. Las MIM se describen

|
en mayor detalle en US 12/777.902 (US 2011—0110914), cuyo
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contenido total se incorpora expresamente a la pLesente a modo de
referencia.

Tal como se usa en la presente, un "desplazad?r epimetabdlico”
(desplazador epi) es una molécula que modula él desplazamiento
metabdlico de un estado saludable (o normal) a un estado de
enfermedad y viceversa, manteniendo o restableciéndo asi la salud
celular, de tejido, 6rgano, sistema y/o huésped én un humano. Los
desplazadores epi son capaces de efectuar la noLmalizacién en un
microambiente tisular. Por ejemplo, un desplagador epl incluye
cualquier molécula que es capaz,cuando se agrega o reduce en una
célula, de afectar el microambiente (por ejemplo, el estado
metabdlico) de una célula. El experto en la téanca apreciard que
un desplazador epi de la invencidén también pretende abarcar una
mezcla de dos o mds moléculas, en donde la mezcla se caracteriza
por una o mas de las funciones precedentes. Laé moléculas en la
mezcla estan presentes en una relacidén tal que la mezcla funciona

|

como un desplazador epi. Ejemplos de desplazadokes epi incluyen,

a modo no taxativo, CoQ-10; vitamina D3; componentes de ECM tales |

como fibronectina; inmunomoduladores, tales comoiTNFa o cualquier
de las interleucinas, por ejemplo, IL-5, IL—12,i I1-23; factores
angicgénicos; y factores apoptdticos.

En una realizacidén, el desplazador epi también es una MIM. En una
realizacién, el desplazador epi no es CoQl0. bn experto en la
técnica puede identificar rutinariamente los %esplazadores epi

I
usando cualquiera de los ensayos descritos en detalle en la
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|

presente. Los desplazadores epi se describen en mayor detalle en
Us 12/777.902 (US 2011-0110914), cuyo con;enido total se
incorpora expresamente a la presente a modo de referencia.

Otros términos no definidos explicitamente ien la presente
solicitud tiene el significado que entenderia un experto en la

técnica. ' \

III. Etapas y componentes ejemplares de¥1a tecnologia

de plataforma |

Solamente a efectos de ilustracidn, las siguienﬁes etapas de la

: .
tecnologia de plataforma objeto pueden describirse a continuacién

1
en- la presente como utilidad ejemplar para integrar datos

|

obtenidos de un modelo de céncer construido a medida, y para
' 1

identificar nuevas proteinas / vias que activaﬂ la patogénesis

del cancer. Los mapas relacionales resultantes Qe este analisis

proporcionan objetivos de tratamiento del cé?cer, asi como

marcadores de diagndstico / prondstico asociadoslcon el cancer.

Sin embargo, la tecnologia de plataforma | objeto tiene
aplicabilidad general para cualquier sistema o proceso bioldgico,
y no se limita a ningin céncer especifico ni otros modelos de
enfermedad especificos. l

Adicionalmente, aunque la descripcién a continuacién se presenta
en algunas porciones como etapas diferenciadas,1 es a efectos
ilustrativos vy de simplificacién, vy por coﬁsiguiente, en
realidad, no implica dicho orden y/o demarcaciénirigida de las

{
etapas. Ademas, las etapas de la invencién pueden llevarse a cabo
\

l
l
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por separado, y la invencidén proporcionada en la presente
pretende abarcar cada una de las etapas individuales por
separado, asi como también combinaciones de una © mas (por

ejemplo, cualquier una, dos, tres, cuatro, cinco, seis o todas

las siete etapas) etapas de la tecnologia de plataforma objeto,

que pueden llevarse a cabo independientemente de las etapas
restantes.

También se pretende que la invencidén incluya todos l&s aspectos
de la tecnologia de plataforma como componentes y realizaciones
separados de la invencidén. Por ejemplo, se pretende que los
conjuntos de datos generados sean realizaciones de la§invencién.
Como ejemplos adicionales, las redes de relacidn causal

\

generadas, redes de relaciones causales de consenso geﬁeradas y/o
redes de relacidén causal simuladas generadas, también se pretende
que sean realizaciones de la invencién. Las relaciones causales
identificadas como Unicas en el sistema bioldgico se pretende que
sean realizaciones de la invencién. Adicionalmente, los modelos

construidos a medida para un sistema bioldégico especifico también

se pretende que sean realizaciones de la invencidn. P?r ejemplo,

los modelos construidos a medida para un estados o proceso de
enfermedad, tal como, por ejemplo, modelos celulares de céancer,
obesidad /diabetes/enfermedad cardiovascular o un modelo
construido a medida para toxicidad (por ejemplo, cardiotoxicidad)
de un farmaco, también se pretende que sean realizaciones de la

invencidn.
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A. Construccidén de modelos a medida

La primera etapa en la tecnologia de platafoﬁma es el
establecimiento de un modelo para un sistema o procesé biolégico.
Un ejemplo de un sistema o proceso biocldégico es el qéncer. Como
cualquier otro proceso o sistema bioclédgico complicado, el céncer

|

es una afeccidén patolégica complicada caracterizada por miltiples
aspectos unicos. Por ejemplo, debido a su altg tasa de
crecimiento, muchas células de cancer estan adaptadas}a crecer en
condiciones de hipoxia, tiene glucdlisis reguladé de forma
ascendente y vias metabbdlicas de fosforilacidén oxidativa
reducidas. Como resultado, las células de céqcer pueden
reaccionar de forma diferente a una perturbacién ambiental, tal
como tratamiento mediante un farmaco potencial, en comparacién
con la reaccidn de una célula normal en respuesla al mismo
tratamiento. Por consiguiente, seria de  interés déscifrar las
respuestas unicas del cancer al tratamiento con eﬂ farmaco en
comparacién con las respuestas de las células normales. Con este
fin, se puede establecer un modelo de céncer a jmedida para

simular el ambiente de una célula cancerosa, por ej%mplo, dentro

de un tumor in vivo, creando condiciones de cultivo celular muy

proximas a las condiciones de una célula cancerosa en un tumor in

. . . . | )
vivo, o imitar varios aspectos del crecimiento del cancer,

|

aislando diferentes condiciones de crecimiento de ' las células

cancerosas. |
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Uno de dicho "ambiente" de céncer, o condicién Je crecimiento de
estrés, es hipoxia, una condicién que se encuéntra tipicamente
dentro de un tumor sélido. La hipoxia puede inducirse en las
células usando métons conocidos en la técnica.l Por ejemplo, la

hipoxia puede inducirse colocando sistemas celulares en una

Modular Incubator Chamber (cémara incubadora quular) (MIC-101,

Billups-Rothenberg Inc. Del Mar,CA), que puede ilnundarse con una
{

mezcla de gas industrial que contiene 5% de COp, 2% de O, y 93% de
nitrégeno. Los efectos pueden medirse despuéé de un periodo
predeterminado, por ejemplo, 24 horas después dél tratamiento de
hipoxia, con o sin componentes de estimulo externo adicionales
(por ejemplo, CoQl0 a 0, 50 o 100 M).

Asimismo, el tratamiento con acido lactico de %as células imita
un ambiente celular donde la actividad de glucéiisis es alta, tal

como la que existe en el ambiente del tumor in vivo. El estrés

inducido por &cido lactico puede investigarse a una concentracién

|

final de &cido lactico de aproximadamente 12,5 mM en un momento

predeterminado, por ejemplo, a las 24 hoias, con o sin
componentes de estimulo externo adicionales (ﬁm# ejemplo, CoQl0 a
0, 50 o 100 uM). i

La hiperglucemia es normalmente una condiciénlencontrada en la
diabetes; sin embargo, en cierta medida, la hipgrglucemia también
imita un aspecto del crecimiento del céancer dgbido a que muchas
células cancerosas dependen de la glucosa‘ como su fuente

principal de energia. La exposicidn de célﬁlas objeto a un

1

|

&5
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l
condicién tipica de hiperglucemia puede incluir agregar 10% de

glucosa de grado de cultivo a medios adecuados, de Efoma que la

\
concentracién final de la glucosa en los medios sea de
i

aproximadamente 22 mM. |

|
Las condiciones individuales que reflejan asgpectos del
crecimiento canceroso pueden investigarse por separado en el

. . . .
modelo de céncer construido a medida y/o pueden combinarse entre
|

si. En una realizacidén, las combinaciones de al menos' 2, 3, 4, 5,
|

e, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 o mas conc“liciones que

reflejan o simulan diferentes aspectos del crecimiento /

condiciones del céancer se investigan en el modelo de céancer

construidec a medida. En una realizacidn, las condiciones

!
individuales y, ademds, las combinaciones de al menos ‘12, 3, 4, 5,

e, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 o mas condiiciones que

reflejan o simulan diferentes aspectos del crecimiento /

condiciones del cancer se investigan en el modelo‘ de cancer

|
construido a medida. Todos los valores presentados en la lista

|

precedente también pueden ser los limites superiores o inferiores

|

de rangos, que se pretenden que sean parte de esta invé;encién, por
ejemplo, entre 1 y 5, 1 y 10, 1y 20, 1y 30, 2y 5, 2y 10, 5y

10, 1 y 20, 5y 20, 10 y 20, 10 y 25, 10 y 30 b 10 y 50
1
1
A continuacidén se indican algunas combinaciones ejerinplares de

condiciones diferentes.

condiciones que pueden usarse para tratar las células. Otras

combinaciones pueden formularse facilmente dependiendo de 1la
1
1

|
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evaluacién bioldgica interrogativa especifica

llevando a cabo.

1.

2.

10.
11.
Q10
12.
Q10
13.
14.
15.
16.
17.
Coe
18.
Coe

19.

Solo medios

50 M de CTL Coenzima Q10 (CoQ10)

. 100 1M de CTL Coenzima Q10

. 12,5 mM de acido lactico

. Hipoxia
. Hipoxia + 50 uM de CTL Coenzima Q10

. Hipoxia + 100 puM de CTL Coenzima Q10

Hipoxia + 12,5 mM de &cido lactico

Hipoxia + 12,5 mM de acido lactico + 50 M

Hipoxia + 12,5 mM de &cido lé&ctico + 100 pM

Medios + 22 mM de Glucosa

50 1M de CTL Coenzima Q10 + 22 mM de Glucosa
100 uM de CTL Coenzima Q10 + 22 mM de Glucosa
12,5 mM de Acido lactico + 22 mM de Glucosa
12,5 mM de 4cido lactico + 22 mM de Glucosa
nzima Q10

12,5 mM de acido lactico + 22 nmM de Glucosa
nzima Q10

Hipoxia + 22 mM de Glucosa

que se esta

. 12,5 mM de acido lactico + 50 uM de CTL Coenzima Q10

. 12,5 mM de acido lactico + 100 pM de CTL Coenzima Q10

de CTL Coenzima

be CTL Coenzima

+ 50 pM de CTL

¥ 100 @M de CTL
|
{

&
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1

20. Hipoxia + 22 mM de Glucosa + 50 pM de CTL Coenzima Q%O

21. Hipoxia + 22 mM de Glucosa + 100 uM de CTL Coenzima QlO

22. Hipoxia + 12,5 mM de &cido lactico + 22 mM de Glucos;

23. Hipoxia + 12,5 mM de &cido lactico + 22 mM de Glucosa + 50 pM
de CTL Coenzima Q10 %
24. Hipoxia + 12,5 mM de acido lactico + 22 mM de Glucosa + 100
M de CTL Coenzima Q10 |

Como testigo se cultivan una o mas lineas celulares normales (por
ejemplo, THLEZ y HDFa) en condiciones similares a qfectos de
identificar proteinas o vias Unicas del «cancer (ver mas
adelante). El testigo puede ser el modelo celular de cgmparacién
descrito anteriormente. | |

Se pueden incluir maltiples células cancerosas de; igual o

diferente origen (por ejemplo las lineas cancerosas PaCaz, HepGZ2,

PC3 y MCFE7), en oposicidén a un uUnico tipo de célula canLerosa, en
el modelo de céncer. En ciertas situaciones, se puede£ llevar a
cabo experimentos de interaccién o ECS entre diferent?s células
cancerosas (por ejemplo, HepG2 y PaCa2) para vaﬁios fines
interrelacionados.

En algunas realizaciones que implican interacéién, los
experimentos que se llevan a cabo en los modelos ceﬂulares se
disefian para determinar la modulacién del estado o0 funcidn
celular de un sistema o poblacidén celular (por ejemplo, célula de

|
hepatocarcincoma, HepG2) mediante otro sistema o poblacidén celular

(por ejemplo, cancer pancredtico, PaCa2) en condiciones de
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tratamiento definidas (por ejeamplo, hipei:glucenﬁ.a, hipoxia

(isquemia)). De acuerdo con un escenario tipico, se pone en

\
. . ¢ . |
contacto un primer sistema / poblacidén celular' con componentes de

estimulo externo, tales como una molécula candidata (por ejemplo,
' \

una molécula de farmaco pequefio, una proteina) o una condicidn
candidata (por ejemplo, hipoxia, ambiente con| alto contenido de
glucosa). En respuesta, el primer sistema/poblacién celular
cambia su transcriptoma, proteoma, metaboloméa y/o interactoma,
conduciendo a cambios que pueden detectarse ﬁécilmente dentro vy
fuera de la célula. Por ejemplo, se pueden médir cambios en el
transcriptoma mediante el nivel de tran?cripcién de una
pluralidad de ARNm objetivo; los cambios en él proteoma pueden
medirse mediante el nivel de expresién de ‘\una pluralidad de
proteinas objetivo; y los cambios en el metaboi‘oma pueden medirse
mediante el nivel de una pluralidad de me“,cabolitos objetivo
mediante ensayos disefiados especificamente ~para metabolitos
|

. . . ! .
dados. Alternativamente, los cambios mencionadds anteriormente en

el metaboloma y/o proteoma, al menos con r‘especto a ciertos

metabolitos o proteinas secretados, también pueden medirse por
sus efectos en el segundo sistema / poblacic’)ni celular, incluida

la modulacién del transcriptoma, proteoma, metaboloma e

interactoma del segundo sistema / poblacién: celular. Por lo

tanto, los experimentos pueden usarse para identificar los

|

efectos de la molécula(s) de interés secretada por el primer

sistema / poblacién celular en un segundo si§tema / poblacién

&7
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celular en diferentes condiciones de  tratamiento. Los

\
experimentos también pueden usarse para identificar cualquier
I

proteina modulada como resultado de la seﬁalizaciénldel primer
sistema celular (en respuesta al tratamiento con el c&mponente de
estimulo externo) en otro sistema celular, mediante, pgr ejenmplo,
deteccién diferencial de datos protedmicos. E1 mismo escenario
experimental también puede adaptarse para un escenario inverso,
\
de forma que los efectos reciprocos entre los doF sistemas
celulares también pueden evaluarse. En general, para e#te tipo de
experimento, la eleccidén de los pares de lineas celula%es se basa
|
en gran medida en los factores tales como el origen,lestado de
enfermedad y funcidn celular. 1
Aunque tipicamente participan sistemas de dos célulés en este
l
tipo de escenario experimental,. también se puedep disefiar
experimentos similares para mas de dos sistemas celuiares, por
ejemplo, inmovilizando cada sistema celular diferencigdo en un
soporte sélido separado. l
Una vez construido el modelo a medida, se pueden aplihar una o
mds "perturbaciones" al sistema, tal como una variacié% genética
de paciente en paciente, o con / sin tratamiento median@e ciertos
férmacos o profdrmacos. Ver Figura 15D. Los efectos ae dichas
perturbaciones en elsistema, incluido el efecto eg células

cancerosas relacionadas con la enfermedad y células testigo

. . 1
normales relacionadas con la enfermedad, pueden medirse usando
1
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!

varios medios conocidos en la técnica o patentados, tales como se
|
describen en la seccién III.B, mas adelante.

|
En un experimento ejemplar, las lineas de cancer PaCa2, HepG2Z,
PC3 y MCF7 y las lineas celulares normales THLE2 y HDFa, se

acondicionan en cada una de hiperglucemia, hipoxia y condiciones
i

ricas en acido lactico, asi como en todas las combinaciones de
|
dos o tres de estas condiciones, y ademds, con o sin una

' . =) ' .
perturbacién ambiental, especificamente tratamiento con Coenzima

Q10. |
|
El modelo celular construido a medida puede establecerse y usarse

\
en las etapas de la tecnologia de plataforma de\la invencién para

identificar finalmente una relacién causal tnica en el sistema
\

biolégico, llevando a cabo las etapas descrita$ en la presente.
|

El experto en la técnica entenderd, sin embargo, que un modelo

|
celular construido a medida que se usa para generar una red de

. il | o . } .
relaciones causales de consenso de "primera generacidén" inicial
|

para un proceso bioldgico puede evolucionar !continuamente p
|
expandirse con el tiempo, por ejemplo, mediante la introduccidn

. s . |
de lineas celulares adiciocnales de céncer P normales y/o

condiciones de cancer adicionales. Se pueden recoger datos
1

adicionales del modelo celular evolucionado, es !decir, datos de
i
la nueva porcidén(es) agregada del modelo celular. Los nuevos

| .
datos recogidos de un modelo celular expandido o ?voluc1onado, es

decir, de la nueva porcidén(es) agregada del modelo celular, a

1

continuacién pueden introducirse a los conjuntos ide datos usados
1

!
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|
previamente para generar la red de relaciones causales de

consenso de "primera generacidén" a efectos de generar Lna red de
relaciones causales de consenso de "segunda generécién" mas
sélida. Las nuevas relaciones causales Unicas para el sistema
biolégico a continuacién pueden identificarse a partirlde la red
de relaciones causales de consenso de "segunda generacién'". De
esta forma, la evolucién del modelo celular proporciona una
evolucién de las redes de relaciones causales de - consenso,
proporcionando asi perspectivas nuevas y/o mas confiables con
respecto a los moduladores del sistema bioldgico. |
Se describen en mayor detalle ejemplos adicionales de modelos

celulares construidos a medida.

B. Recoleccidédn de datos

En general, se pueden recoger dos tipos de datos de!cualquier
sistema de modelo construido a medida. Un tipo de dgtos (por
ejemplo, el primer conjunto de datos, el tercer coﬁjunto de
datos) generalmente se refiere al nivel de ] ciertas
macromoléculas, tales como ADN, ARN, proteina, lipido,l etc. Un
conjunto de datos ejemplar en esta categoria son los datos
protedmicos (por ejemplo, datos cualitatiyos y
cuantitativosrelacionados con la expresion de todas o
sustancialmente todas las proteinas medibles de una mue§tra). EL
otro tipo de datos generalmente son datos funciona}es (por

ejemplo, el segundo conjunto de datos, el cuarto conjunto de
1
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datos) que reflejan los cambios fenotipicos pvesultantes de los

}

cambios en el primer tipo de datos. !

Con respecto al primer tipo de datos, en angnas realizaciones

ejemplares, se llevan a cabo reaccidén en caden% de la polimerasa

cuantitativa (gPCR) y andlisis protedmico para crear perfiles de
‘

campbio en ARNm celular y expresidén proteica med@ante reaccién en

cadena de la polimerasa cuantitativa (gPCR) y analisis

protedmico. El ARN total puede aislarse usando un kit de
|

aislamiento de ARN disponible en el mercado. Luedo de la sintesis

del ADNc, se pueden emplear matrices de gPCR disponibles en el

mercado (por ejemplo, las de SA Biosciences) para é&rea de
|

enfermedad o procesos celulares tales com¢ angiogénesis,

apoptosis vy diabetes, para crear un perfil ae un conjunto
1

predeterminado de genes siguiendo las instrucciones del
|

fabricante. Por ejemplo, puede usarse el sistema @e amplificacién

Biorad cfx-384 para todos los experimentos de créacién de perfil
|

transcripcional. Luego de la recoleccidén de datos (Ct), el cambio

1

final con respecto al testigo puede determinarse u§ando el método

0Ct tal como se indica en el protococlo del fabricante. El

anadlisis de la muestra protedmica puede llevarse a cabo tal como
|

se describe en las secciones posteriores. ‘
|

El método objeto puede emplear andlisis proteémico de alta

{
productividad a gran escala de cientos de muestras de caracter

|
similar, y proporciona los datos necesarios para identificar los
|

diferenciales de rendimiento celular.

</
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|

Existen numerosas tecnologias conocidas en la técnica adecuadas a
estos efectos. Un técnica ejemplar es el andlisis'iTRAQ en
combinacién con espectrometria de masas y se describe brevemente

a continuacién.
El abordaje protedmico cuantitativo se basa en el etiquétado del

isétopo estable con el reactivo 8-plex iTRAQ y 2D-LC MALDI MS/MS

para la identificacién y cuantificacién del péptido. La

cuantificacién con esta técnica es relativa: se atribuyen a los

péptidos u proteinas relaciones de abundancia con respecto a la
muestra de referencia. ILas muestras de referencia comunes en
maltiples experimentos iTRAQ facilitan la comparacién de muestras

a lo largo de miltiples experimentos iTRAQ. |

Por ejemplo, para implementar este esquema de andlisis, se pueden

{

combinar seis muestras primarias y dos muestras agrupadas testigo

i

en una mezcla 8-plex iTRAQ de acuerdo con las sugerencias del

fabricante. Esta mezcla de ocho muestras a continuacidén' puede

fraccionarse mediante cromatografia liquida bidimensional;

L

intercambio catidénico fuerte (SCX) en la primera |

}

dimensién y HPLC de fase inversa en la segunda dimensidn, a
continuacién puede someterse a andlisis de espectrometria de

masas.

|
1

En la presente se proporcicna una descripcién general breve de

los procedimientos de laboratorio que pueden emplearse.

|

1

Extraccidén proteica: lLas células pueden lisarse con solucién

amortiguadora de lisis de urea 8 M con inhibidores de proteasa

|

1
|

e
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(Thermo Scientific Halt Protease inhibitor EDTA—freq) e incubarse

sobre hielo durante 30 minutos con agitacidén vorticial durante 5
sequndos cada 10 minutos. Las lisis ©puede completarse
sometiéndose a ondas ultrasénicas en impulsos de 5 §egundos. Los
lisados celulares pueden centrifugarse a 14000 x |g durante 15
minutos (4 oC) para eliminar los restos celulares. Se puede
llevar a <cabo el ensayo de Bradford para dgterminar la
concentracién proteica. Se pueden reducir 100ug dé proteina de
cada muestra (10mM Ditiotreitol (DIT), 55 °C, 1 h), alquilarse
(25 mM de yodoacetamida, temperatura ambiente, 30 minutos) vy
digerirse con Tripsina (1:25 p/p, 200 mM de bicarbonato de
trietilamonio (TEAB), 37 oC, 16 h).

Preparacién de muestra de secretoma: 1) En una realizacién,
las células pueden cultivarse en medio libre de suero: Los medios
acondicionados pueden concentrarse mediante un secador por
congelacidn, reducirse (10mM de Ditiotreitol (DTT),ESS °c, 1 h),

‘

alquilarse (25 mM de vyodoacetamida, a temperat&ra ambiente,
incubarse durante 30 minutos) vy luego desalagse mediante
precipitacidén en acetona. Se puede digerir una cantﬁdad igual de
proteinas a partir de los medios acondicionados concentrados con
Tripsina (1:25 p/p, 200 mM de bicarbonato de trietilamonio
(TEAB), 37 oC, 16 h).

En una realizacién, las células pueden cultivarse en medio que
contiene suero: El1 volumen del medio puede redﬁcirse usando

|
columnas 3k MWCO Vivaspin (GE Healthcare Life Scieﬂces), y luego

9%
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|

|

{
reconstituirse con 1xPBS (Invitrogen). La seroalbUmina puede

retirarse de todas las muestras usando columna Albthoid (Biotech
|
Support Group, LIC) siguiendo las instrucciones del fabricante

con las modificaciones de intercambio de solucién amortiguadora

para optimizar la aplicacién del medio acondicionado.
l

Etiquetado con iTRAQ 8 Plex: Se pueden agrupar ialicuotas de

|

cada digesto triptico en cada conjunto experimental para crear la
|

|
muestra testigo agrupada. Las alicuotas iguales de cada muestra y
i

la muestra testigo agrupada puede etiquetarse con reabtivos 1TRAQ

8 Plex, de acuerdo con los protocolos del fabricante‘{ (AB Sciex).

1
Las reacciones pueden combinarse, someterse al vacio hasta
[} P v 1
secarse, volver a suspenderse agregando acido férmico al 0,1% y
1

analizarse mediante LC-MS/MS. ‘l

2D-Nano LC-MS/MS: Todas las mezclas peptidicas 'etiquetadas
l

{
pueden separarse mediante 2D-nanolC en linea vy analizarse

1
mediante espectrometria de masas en tandem con
{

electropulverizacién. Los experimentospueden llevarse 'a cabo en
’ |

un sistema Eksigent 2D NanoLC Ultra conectado a un espectrdmetro

|

de masas LTQ Orbitrap Velos equipado con una fuente dell icnes por
1
nanoelectropulverizacidén (Thermo Electron, Bremen, Alema‘inia) .

1
Las mezclas peptidicas pueden inyectarse en una columna SCX de 5

1

cm (300pm ID, Sum, columna PolySULFOETHYL Aspartamide de PolyIC,

Columbia, MD) con un flujo de 4 uL / min y eluirse en 10

1

segmentos de elucién de intercambio idénico en una columna C18
1

trap (2,5 cm, 100pm ID, 5um, 300 A ProteoPep II de New Oﬁ)jective,

1

1
!
1

7
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l

Woburn, MA) vy lavarse durante 5 min con H20/0,1% FA. Ila

separacién a continuacién puede llevarse a cabo adicionalmente a
i

300 nL/min usando un gradiente de 2-45% ‘B (H20 /0,1%FA
|

(disolvente A) y ACN /0,1%FA (disolvente B)) durante 120 minutos

en una columna de silice fusionada de 15 cm (75um ID, 5pm, 300 A

ProteoPep 11 de New Objective, Woburn, MA). Y

|

Se pueden adquirir espectros MS de escaneo completo (m/z 300-
!

2000) en el Orbitrap con resolucién de 30000. Los iones mas
intensos (hasta 10) pueden aislarse secuencialmente para

. . D e l p
fragmentacidén usando Disociacidén C-trap de gran energia (HCD) vy
f
excluirse dindmicamente durante 30 segundos.; La HCD puede

llevarse a cabo con un ancho de aislamiento de 1,2 Da. Los iones
de fragmento resultantes pueden escanearse en ell orbitrap con la

|
resolucidén de 7500. E1 LTQ Orbitrap Velos puede controlarse
1
‘.
Identificacién y cuantificacién de péptidos/proteinas:

mediante Xcalibur 2.1 con base 1.0.1.

Los péptidos y proteinas pueden identificarse mediante busqueda
de base de datos automatizada usando el progfama informdtico
Proteome Discoverer (Thermo Electron) con el bus%ador Mascot en
la base de datos SwissProt. Los parametros de busqueda pﬁeden
incluir 10 ppm para tolerancia de MS, 0,02 Da para tolerancia MS2
y digestidén total de tripsina permitiendo haséa 2 escisiones
perdidas. La carbamidometilacién (C) puede f%jarse como la

modificacién fija. La oxidacién (M), TMI6 y desamidacién (NQ)

pueden fijarse como modificaciones dindmicas. Las

‘.
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identificaciones de péptidos y proteina pueden filtﬁarse con
Mascot Significant Threshold (p<0,05). Se puede permitir a los
filtros un nivel de confianza de 99% de identificacidén proteica
(1% FDA). |

El programa informdtico Proteome Discoverer puedé aplicar
factores de correccidén en los iones reporteros y pueden rechazar
todos los valores de anadlisis cuantitativo si no estén%presentes
todos los canales de andlisis cuantitativo. El, anialisis
cuantitativo de proteina relativa puede lograrse; mediante
normalizacién en la intensidad media.

Con respecto al segundo tipo de datos, en algunas reglizaciones
ejemplares, la creacidén de perfiles bioenergéticos de podelos de
cancer y normales pueden emplear el analizador Seahprse "XE24
para permitir la comprensidén de los componentes de gyucélisis y
fosforilacién oxidativa. [
Especificamente, las cé&lulas pueden colocarse en Pplacas de
cultivo Seahorse a densidades Optimas. Estas célu%as pueden
colocarse en placas en 100 pl de medios o tratamiento Y dejarse a

37°C en una incubadora con 5% de CO,. Dos horas despgés, cuando

las células estan adheridas a las placas de 24 poci%los, puede

agregarse 150 pl adicionales de medios o solucidn de tratamiento

y las placas pueden dejarse en la incubadora de cult%vo durante

toda la noche. Este procedimiento de sembrado de dos etapas
J

permite una distribucidén uniforme de células en la placa de
|

cultivo. Los cartuchos Seahorse que contienen el sensor de
|

76
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oxigeno y pH pueden hidratarse durante toda la noche en el fluido

de calibracién en una incubadora sin CO, a 37°C. Tipicamente se
cargan tres farmacos mitocondriales en los tres %uertos en el
cartucho. Se pueden cargar oligomicina, un inhibidor de complejo
ITI, FCCP, un desacoplador y Rotenone, un inhibidoﬁ de complejo I
en los puertos A, B y C respectivamente del cartucho. Todos los
farmacos concentrados pueden prepararse a una co?centracién de
10x en medios de DMEM sin solucidn amortiguadora.‘Los cartuchos
pueden incubarse primero con los compuestos mitocogdriales en una
incubadora sin CO, durante aproximadamente 15 n&n&tos antes del
ensayo. Las placas de cultivo Seahorse pueden lavarse en medios
basados en DMEM sin solucién amortiguadora que coﬁtienen glucosa
a una concentracién que se encuentra en los medios de crecimiento
normales. lLas células pueden coloéarse en capas cor 630 ul de los
medios sin solucién amortiguadora y pueden equilibrarse en una
incubadora sin CO, antes de colocarse en el instrgmento Seahorse
con un cartucho precalibrado. El instrumento !puede pasarse
durante tres-cuatro bucles con una mezcla, esperar y medir el
ciclo para obtener una cifra inicial, antes %e iniciar 1la
inyeccidén de farmacos a través del puerto. Puedén hacerse dos
bucles antes que se introduzca el siguiente farmaco.

ILa OCR (tasa de consumo de oxigeno) vy 1la ECAR (tasa de
acidificacién extracelular) pueden registrarse: mediante los

electrodos en una cédmara de 7 pl y pueden crearse Lon el cartucho

empujando contra la placa de cultivo Seahorse.

7
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C. Integracién de datos y generacidén de modelos in

silico |
Una vez que se hayan obtenido los conjuntos de datés relevantes,
se puede llevar a cabo la integracidén de los conjun?os de datos y
la generacién de modelos estadisticos implementados por
|
computadora usando un sistema o plataforma informéﬁico basado en
Al (por ejemplo, la plataforma REFS™). Por ejemplg, un sistema
basado a Al ejemplar pueden producir redes basadasﬁen simulacién
de asociaciones proteicas como activadores clave de puntos
extremos metabdlicos (ECAR/OCR). Ver Figura 15. Se pueden
encontrar algunos antecedentes relacionados con el éistema REFS ™
en Xing et al., "Causal Modeling Using Network Ensemble
Simulations of Genetic and Gene Expression Data Fredicts Genes
Involved in Rheumatoid Arthritis,” PLoS Cbmputat%onal Biology,
tomo 7, ‘
nimero 3, 1-19 (March 2011) (e100105) y la Patente 'de los Estados
Unidos 7.512.497 de Periwal, cuyo contenido total ge cada una se
incorpora expresamente a la presente a modo de réferencia en su
totalidad. Esencialmente, tal como se describid an%eriormente, el
sistema REFS ™es un sistema basado en AI que emﬁlea algoritmos
matemdticos para establecer relaciones causalés entre las
variables de entrada (por ejemplo, niveles de expr?sién proteica,
niveles de expresién de ARNm y los dat@s funcionales

correspondientes, tales como los valores OCR / %CAR medidos en

las placas de cultivo Seahorse). Este proceso se basa solamente
!

7¢
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en los datos de entrada, sin tomar en cuenta el conocimiento
anterior existente sobre cualquier relacidn bioldgica potencial,

establecida y/o verificada.

1
Especificamente, una ventaja significativa de la plataforma de la

invencidén es que el sistema basado en AI se basa en los conjuntos
de datos obtenidos del modelo celular, sin recurrir ni tomar en
cuenta ninglin conocimiento existente en relaqién con el proceso
bioclégico. Ademds, preferiblemente, ningun bunto de datos se
corta estadisticamente o artificialmente vy, e? cambio, todos los
datos obtenidos se ingresan en el sistema AI bara determinar las
asociaciones proteicas. Por consiguiente, los modelos
estadisticos resultantes generados a partir dg la plataforma son
imparciales, ya que no toman en cuenta ningung relacién biolédgica
conocida.

Especificamente, los datos protedmicos vy ae ECAR/OCR pueden
ingresarse en el sistema de informacidén en base a AI, que
construye modelos estadisticos basados en asopiaciones de datos,
tal como se describid anteriormente. Lasj redes basadas en
simulacién de asociaciones proteicas a continuacién se derivan
para cada enfermedad con respecto al escenarib normal, incluidos
los tratamientos y condiciones usando los siguientes métodos.

Una descripcién detallada de un proceso ejemPlar para construir
las redes generadas (por ejemplo, optimizadas:o evolucicnadas) se

muestra mas adelante con respecto a la Eiguka 16. Tal como se

describié anteriormente, los datos protedmicos y datos de célula

77
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l
funcionales se ingresan en el sistema basado en AI | (etapa 210).

Los datos de ingreso, que pueden ser datos en bruto o datos

minimamente procesados, se preprocesan, due pueden incluir la
normalizacién (por ejemplo, usando wuna funcidn: cuantil o

estéandares internos) (etapa 212). E1 preprocesandénto también

puede incluir ingresar valores de datos faltantes (ﬁor ejemplo,
usando el algoritmo de los K vecinos mas cercanos (K-NN)) (etapa
212).

Los datos preprocesados se usan para construir una biblioteca de

fragmentos de red (etapa 214). Los fragmentos de red definen

!

relaciones cuantitativas, continuas entre todos 1los pequefios

conjuntos posibles (por ejemplo, conjuntos de 2-3 Imiembros o

|
conjuntos de 2-4 miembros) de variables medidas; (datos de

ingreso). Las relaciones entre las variables en un fragmento

l

1
logisticas, multinomiales, dominantes o recesivas hompcigéticas,

pueden ser lineales,

etc. A la relacidén en cada fragmento se atribuye un puntaje

probabilisitico de Bayesian que refleja cuan probable es la
\

relacién candidata dados los datos de entrada y también penaliza

la relacidén por su complejidad matemadtica. Al puntearltodos las
|

relaciones posibles en pares o© en trios (y en algunas
realizaciones también relaciones de cuarteto) inferidas a partir

|
de los datos de entrada, se pueden identificar los fragmentos mas

probables en la biblioteca (los fragmentos probable). .Los

pardmetros cuantitativos de la relacién también se cémputan en
1

‘,

T
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base a los datos de entrada y se almacenan para cada fragmento.
|

Se pueden usar varios tipos de modelos en! la enumeracién de

fragmentos incluidos, a modo no taxativo,! regresién lineal,

regresién  logistica, (Andlisis de Varianza) modelos ANOVA,

(Andlisis de Covarianza) modelos ANCOVA, modelos de regresién no

| .
lineal/polinomial e incluso regresién no, paramétrica. Las

presunciones anteriores en los pardmetros de @odelo pueden tomar

distribuciones Gull o ©penalidades de Ba&esian Information
{

Criterion (BIC) relacionadas con la cantidad de paradmetros usados

. , |
en el modelo. En un proceso de inferencia de red, cada red en un
I

grupo de redes de prueba iniciales se construye a partir de un
|
subconjunto de fragmentos en la biblioteca de fragmentos. Cada

|
red de prueba inicial en el grupo de redes de prueba iniciales se

|
construye con un subconjunto diferente de los fragmentos de la

|
biblioteca de fragmentos (etapa 216). |

s |, (o
Una descripcidén global de las representaciones matematicas
subyacentes de las redes de Bayesian y los fraémentos de red, que
se basan en Xing et al., "Causal Modeling Usiﬁg Network Ensemble

Simulations of Genetic and Gene Expression Data Predicts Genes

Involved in Rheumatoid Arthritis," PLoS Computational Biology,

tomo 7, numero 3, 1-19 (Marzo, 2011) (el00105), se presenta mas

|
adelante. |
|
Un sistema multivariante con variaples aleatorias

X=X,,...X |

n puede caracterizare mediante una funcién de



10

15

97

{

distribucién de probabilidad multivariante ])(}(1""’;K}a’()),

que incluye una gran cantidad de pardmetros ©. La funcidén de

distribucién de probabilidad multivariante puede factorizarse y

representarse mediante un producto de distribuciones de

probabilidad condicional local: |

3

P(Xl,...,x,,;)=Hg(xi[1{il,...,1{m;®,,)

i=1
? {

[

{ es independiente de sus variables no

en las que cada variable

|
descendentes dadas sus variables genitores i, ique
|

sSon

y cas X ”, . v s 1 -I T
}31’ ’]fﬂn . Después de la factorizacidén, cada distribucién de

|
probabilidad local tiene sus propios parametros ()f. f
|

La funcién de distribucién de probabilidad multivarignte puede
i
factorizarse de diferentes formas siendo cada facForizacién

especifica y pardmetros correspondientes un modelo probabilistico
i

diferenciado. Cada factorizacién especifica (H@deia) puede

representarse mediante una Directed Acrylic Graph (grafica de

{
acrilico dirigida) (DAC) que tiene un vértice para ca@a variable

}{f y los Dbordes dirigidos entre vértices representan

{
dependencias entre variables en las distribuciones condicionales
|
i

i ). Las subgraficas de' una DAG,

plx,

i

le geavy YJ'K

locales
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incluyendo cada una un vértice y bordes dirig#dos asociados son
fragmentos de red.

Un modelo se evoluciona u optimiza determinando la factorizacidn
mds probable y los parametros mas probables dédos los datos de
entrada. Esto puede describirse como "conocﬂendo una red de

Bayesian" o, en otras palabras, dado un conjunté de entrenamiento

|

de datos de entrada, encontrar una red que coincide mejor con los

datos de entrada. Esto se logra usando una funcién de puntaje que

4

evalua cada red con respecto a los datos de entrada.

Una red de Bayesian se usa para determinar la pfobabilidad de una

factorizacién dados los datos de entrada. La Ley de Bayes

establece que la probabilidad posterior, , de un

P(D|M)
modelo M, dados los datos D es proporcional‘ al producto del

producto de la probabilidad posterior de los datos dadas las

P(DM)

presunciones del modelo, multiplicados por la

probabilidad previa del modelo, P(M), suponiendo que las
|

probabilidad de los datos, P(D), es constante en los modelos.

|
P(DM)+ P(M) |
P(D) '

Esto se expresa en la siguiente ecuacidn:

PM|D)=
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La probabilidad posterior de los datos suponiendo el modelo es la
integral de la probabilidad de datos con respecto a la

distribucién previa de los parametros:

P(DM)= | P(DM(©))P(@|M 10

Suponiendo que todos los modelos son igualmente probables (es
J

decir, que P(M) es una constante), la probabilidaq posterior del

modelo M dados los datos D puede factorizarse en el producto de

las integrales con respecto a los pardmetros para cada fragmento

de red local M; de la siguiente forma:

(MlD j. ( I l,..., Ki;(-),.) .

Cabe seflalar que en la ecuacidédn anterior, un término constante
lider ha sido omitido. En algunas realizaciones, el Bayesian

Information Criterion (BIC), que toma un logaritmo negativo de la

PoM) |

probabilidad posterior del modelo puede usarse para

"Puntuar" cada modelo de la siguiente manera: l

|
S,..(M)=~log P(M|D)= ZS(M

=1 i

donde el puntaje total SGD? para un modelo M es una suma de los

puntajes locales i para cada fragmento de red local. El1 BIC
ademds proporciona una expresién para determinar uh puntaje para

cada fragmento de red individual:

[OG
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100 I

I

S(M ;)= Spec (Mi)=SM(M,-)+#IOgN

R(Mf) es la cantidad de pardmetros de ajuste en el

[

donde

modelo ' Yy N es la cantidad de muestras (puntds de datos).
{

- |
SMLE(MI) es el logaritmo negativo de la funcién de

{

probabilidad para un fragmento de red, que puede calcularse a

partir de las relaciones funcional usadas para cada fragmento de
|

red. Para un puntaje BIC, cuanto mas bajo es el;puntaje,} mas
probable es que un modelo se ajuste a los datos de entrada.
{
El grupo de redes de prueba se optimiza globalmente, que puede
|

describirse como optimizar o evolucionar las redes (etapa 218).

Por ejemplo, las redes de prueba puede evoflucionarse \%
i
optimizarse de acuerdo con un algoritmo de muestzfeo Metropolis

Monte Carlo. El apareamiento simulado puede usarse ‘para optimizar

|
o evolucionar cada red de prueba en el conjunto a través de
|

transformaciones locales. En un ejemplo de | procesos de

apareamientos simulados, cada red de prueba se cam]cliia mediante la
I

adicién de un fragmento de red de la bibliotecall, mediante la

supresién de un fragmento de red de la red de prueba, mediante la

. y . ! ,
sustitucidén de un fragmento de red o mediante un cambio por otro
1

medio de la topologia de la red, y a continuacién se calcula un
nuevo puntaje para la red. En términos generales,' si el puntaje

|
mejora, el cambio se mantiene y si el puntaje empeora el cambio
{

|
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se rechaza. Una parametro de "temperatura" permite un cambio
local parcial que empeora el puntaje a mantener, lo cual ayuda al
proceso de optimizacidén para evitar algunas minimas locales. El
parédmetro de " "temperatura" se disminuye con el tiempo para
permitir que el proceso de optimizacién/evolucién cbnverja.

Todo o parte del proceso de inferencia de la red puéde llevarse a
cabo en paralelo para las diferentes redes de prdeba. Cada red
puede optimizarse en paralelo en un procesador separado y/o en un
dispositivo informdticc separado. En algunas rea%izaciones, el
proceso de optimizacién puede llevarse a gabo en una
supercomputadora que incorpora cientos de miles dé'procesadores
que operan en parélelo. La informacién puede com$artirse entre
los procesos de optimizacién llevados a cabo eﬁ procesadores
paralelos. '

El procesd de optimizacién puede incluir un filtﬁo de red que
baja cualquier red del grupo que no alcanza un uﬁbral estandar
para el punﬁaje general. La red bajada puede reemplizarse por una
nueva red inicial. Adicionalmente, cualquier red que no esta
"libre de escala" puede bajarse del grupo. Despuésique el grupo
de redes ha sido optimizado o evolucionado, el resultado puede
denominarse un conjunto de redes de modelo celular generadas, que

pueden dencminarse colectivamente como la red de consenso

generada.

|
D. Simulacién para extraer informacién |de relacién

cuantitativa y para prediccién
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Se puede usar simulacién para extraer informacién de pardmetro
i

cuantitativa con respecto a cada relacién en las redes de modelo
celular generadas (etapa 220). Por ejemplo, la simulacién para la
extraccién de informacién cuantitativa puede implicar perturbar

(aumentando o disminuyendo) cada nodo en la 'red 10 veces vy

1

calcular las distribuciones posteriores para los; otros nodos (por

ejemplo, proteinas) en los modelos. Los puntos extremos se

1

comparan mediante una prueba de t con el supuesto de 100 muestras

por grupo y el corte de significacién de 0,01. La estadistica de
|

la prueba de t es la media de 100 pruebas de t. A través del uso

de esta técnica de simulacién, se genera un AUC (4rea debajo de

la curva) que representa la intensidad de la prediccidn y el

cambio en veces que representa la magnitud in

|
que activa un punto extremo para cada relacidén en el grupo de

silico de un nodo

redes.
|
Se puede emplear un mddulo de cuantificacidén de relacién de un

sistema informitico local para dirigir el sistema basado en AI
|

para llevar a cabo las perturbaciones y  para extraer la

informacidén de AUC y la informacién de las vedes. La informacidn
|

cuantitativa extraida puede incluir el cambio en veces y la AUC

para cada borde que conecta un nodo genitor a un nodo
i
descendiente. En algunas realizaciones, se puede usar un programa

R construido a medida para extraer la informacién cuantitativa.

[
En algunas realizaciones, el grupo de redeside modelo celular

generadas puede usarse a través de la simulécién para predecir
|
i
i

| (OF
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respuestas a cambios en las condiciones, que {luego pueden
. 1
verificarse a través de experimentos basados en animales en
laboratorios humedos.
El rendimiento del sistema basado en AI puede ser ivarémetros de
!

relacién cuantitativa y/u otras predicciones de simulacién (222).

E. Generacidén de redes diferenciales (delta)

1
Un médulo de creacién de red diferencial puede: usarse para

1

generar redes diferenciales (delta) entre las redes de modelo
celular generadas y las redes de modelo celular de comparacién

|
generadas. Tal como se describié anteriormente, la red
|

diferencial compara todos los pardmetros cuantitativos de las

relaciones en las redes de modelo celular generadas y la redes de

|
modelo celular de comparacién generadas. Los. parametros
{

cuantitativos para cada relacién en la red diferencial se basan

en la comparacién. En algunas realizaciones, un diferencial puede

{
llevarse a cabo entre varias redes diferenciales,  que pueden
1

dencminarse red delta-delta. Un ejemplo de una red; delta-delta
se describe mids adelante y con respecto a la Figura 26 en la

{
seccién de Ejemplos. El mdédulo de creacidén de red:diferencial
puede ser un programa o guidn escrito in PERL.

F. Visualizacidén de redes

|
Los valores de relacién para el grupo de redes y para las redes
. {

diferenciales ©pueden visualizarse wusando un p#ograma de

visualizacién de red (por ejemplo, plataforma de fuehte abierta
{

para analisis de redes complejo y visualizacién Cytoscape del
|
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Consorcio Cytoscape). En las representacion?s visuales de las
redes, el espesor de cada borde (por ejemplo, cada linea que
conecta a las proteinas) representa la intensidad del cambio en
veces. Los bordes también son direccionales indicando la
causalidad, y cada borde tiene un nivel| de confianza de
prediccién asociado.

G. Sistema informatico ejemplar ‘

La Figura 17 representa esquemdticamente un sistema/ambiente
informatico ejemplar que puede emplearse en aﬂgunas realizaciones
para comunicarse con el sistema informatico basado en AI, para
generar redes diferencial, para visualizar reées, para guardar y
almacenar datos y/o para interactuar con el usuario. Tal como se
explicd anteriormente, los calculos para un ;istema informatico
basado en AT pueden llevarse a cabo en unasupercomputadora aparte
con cientos o miles de procesadores paralelos que interactuan,
directa o indirectamente, con el sistema infor?ético ejemplar. EL
ambiente incluye un dispositivo informatico 100 con dispositivos
periféricos asociados. E1 dispositivo info;mético 100 puede
programarse para implementar un cbédigo ejecutable 150 para llevar
a cabo varios métodos o porciones de métodos descritos en la
presente. El dispositivo informdtico 100 incluye un dispositivo
de almacenamiento 116, tal como un disco duﬁo, CD-ROM u otros
medios legibles por computadora no transitoribs. El dispositivo

de almacenamiento 116 puede almacenar un sisteﬁa operativo 118 y

otros programas informaticos relacionados. E1  dispositivo

|

| (55
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informatico 100 adicionalmente puede incluir una memoria;106. La
memoria 106 puede comprender una memoria de sistema inforﬁético o
memoria de acceso aleatorio, tal como DRAM, SRAM, EDO RAM, etc.
La memoria 106 puede comprender otros tipos de memoria t%mbién, o)
combinaciones de las mismas. El dispositivo informatico iOO puede
almacenar, en el dispositivo de almacenamiento 116 y?o en la
memoria 106, instrucciones para Iimplementar vy procésar cada
porcién del cédigo ejecutable 150.
El cbédigo ejecutable 150 puede incluir un cbddigo: para la
comunicacién con el sistema informatico basado en AI;190, para
f
generar redes diferenciales (por ejemplo, un médulo de creacién
de red diferencial), para extraer informacién dé relacién
cuantitativa del sistema informdtico basado en AI (pgr ejemplo,
un médulo de cuantificacién de relacidn) y para visuaiizar redes
(por ejemplo, Cytoscape). f
En algunas realizaciones, el dispositivo informéticé 100 puede
comunicarse directa o indirectamente con el sistema ' informatico
basado en AI 190 (por ejemplo, un sistema para ejeéutar REFS) .
Por ejemplo, el dispositivo informdtico 100 puede comﬁnicarse con

el sistema informédtico basado en AI 190 transfiriendd archivos de

datos (por ejemplo, secuencias de datos) al sistema informatico

basado en AI 190 a través de una red. Adicioﬁalmente, el

dispositivo informatico 100 puede tener un cbddigo ejecutable 150

i

que proporciona una interfaz e instrucciones; al sistema

informatico basado en AT 190.
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En algunas realizaciones, el dispositivo informdtico 100 puede
|
comunicarse directa o indirectamente con uno o plés sistemas

experimentales 180 que proporcionaﬁ datos para el conjunto de

datos de entrada. Los sistemas experimentales 180 para generar

datos pueden incluir sistemas para datos protedmicos basados en

espectrometria de masas, expresién génica en - micromatriz,
1

expresidén génica en gPCR, datos metaboldmicos' basados en

1

espectrometria de masas y datos lipidémicos: basados en

espectrometria de masas, micromatrices de SNP, un panel de

ensayos funcionales y otros plataformas y tecnologias de biologia
|

in-vitro. i
’ |

El dispositivo informatico 100 también incluye un procesador 102
|
y puede incluir uno o mas procesador (es) adicional (;es) 102', para

ejecutar el programa informdtico almacenado en la.'l memoria 106 y
l

otrosprogramas para controlar el equipo del sistema, dispositivos

periféricos y/o equipos periféricos. El procesador 102 vy
procesador(es) 102' pueden ser cada uno un procesagﬁor de un UGnico
i

nicleo o un procesador de miltiples nucleos (1@4 y 104'). Se
|

puede emplear virtualizacidén en el dispositivo informatico 100 de

forma que la infraestructura y los recursos en'el dispositivo

informdtico puedan compartirse dinidmicamente. También se pueden
I

usar procesadores virtuales con cbdigo ejecutable 150 y otros

programas informdticos en el dispositivo de almacenamiento 116.

Se puede prbporciona una maquina virtual 114 pSara manejar un
|

proceso que estd activo en miltiples procesador:es de forma que
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el proceso parezca estar usando solo un recurso informatico en
lugar de multiples. También se pueden usar multiples maquinas

virtuales con un procesador.
Un usuario puede interactuar con un dispositivo informético 100 a

través de un dispositivo de presentacién visual 122, tal como un

monitor de computadora, que puede exhibir una interfaz de usuario

124 o cualquier otra interfaz. La interfaz de usuario 124 del

dispositivo de presentacién 122 puede usarse para exhibir los
datos en bruto, representaciones visuales de redes, etc. El
dispositivo de presentacién visual 122 también puede exhibir

|
otros aspectos o© elementos de realizaciones ejemplares (por

ejemplo, un icono para el dispositivo de almacenamiento 116). El

dispositivo informatico 100 puede incluir otros diséositivo 1/0

tales como un teclado o una interfaz tactil multipuntos (por

ejemplo, una pantalla tactil) 108 y un dispositivé de puntero

110, (por ejemplo, un ratdén, ratdén de bola y/o panel;téctil) para

recibir la entrada de un usuario. El teclado 108 y el dispositivo

puntero 110 pueden estar conectados al diépositivo de

presentacién visual 122 y/o el dispositivo informatico 100 a

través de una conexién cableada y/o inaldmbrica. ;
El dispositivo informadtico 100 puede incluir una interfaz de red

i
112 para interactuar con un dispositivo de red 126 a través de

una Red de Area Local (LAN, por sus siglas en inglés), una Red de

Area Extensa (WAN, por sus siglas en inglés) o Intérnet a través

de una variedad de conexiones que incluyen, a modo no taxativo,
!
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lineas telefdénicas estdndares, enlaces LAN oiw%N (por ejemplo,
802.11, TI, T3, b56kb, X.25), conexiones de! banda ancha (por
ejemplo, ISDN, Frame Relay, ATM), conexiones inaldmbricas, red de
controlador de &rea (CAN) o alguna combinacién de cualquiera o
todas las mencionadas anteriormente. La interfaz de red 112 puede
comprender un adaptador de red incorporado, tarjeta de interfaz
de red, tarjeta de red PCMCIA, adaptador de red de bus de
tarjeta, adaptador de red inaldmbrica, adapiador de red USB,
médem o cualquier otro dispositivo adecuado para posibilitar que
el dispositivo informatico 100 interactie conjcualquier tipo de
red capaz de comunicacién y que lleve a cago las operaciones
descritas en la presente.

Asimismo, el dispositivo informiatico 100 puede ser cualquier
sistema informatico tal como una estacidén de tiabajo, computadora
de escritorio, servidor, computadora portatil, computadora de
bolsillo u otra forma de dispositivo informatico o de
telecomunicaciones que es capaz de comunicacién%y que tiene
suficiente poder de procesamiento y capacidad de memoria para
llevar a cabo las operaciones descritas en la pkesente.

El dispositivo informdtico 100 puede ejecut?rse en cualquier
sistema operativo 118 tal como cualquiera de l;s versiones de los
sistemas operativos MICROSOFT WINDOWS, las diferentes versiones
de los sistemas operativos de Unix y Linux, cuglquier versidén de

MACOS para las computadoras de Macintosh, cualquier sistema

operativo incorporado, cualquier sistema operativo en tiempo

/) 2
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real, cualquier sistema operativo de fuente abierta, cualquier
sistema operativo patentado, cualquier sistema bperativo para
dispositivos informdticos méviles o cualquier otro sistema
operativo capaz de ejecutarse en el dispositivoJ informatico vy
llevar a cabo las operaciones descrito en la presente. El sistema

|
operativo puede ejecutarse en modo nativo o modo emulado.

IV. Modelos para un sistema biolégico v usos de los
mismos |
A, Establecer un modelo para un sistema biolédgico

Practicamente todos los sistemas o procesos biolébicos implican

interacciones complicadas entre diferentes tipos de células y/o

sistemas de ¢érganos. La perturbacién de funciones fundamentales

en un tipo de célula u Organo puede conducir a efectos

secundarios en otros tipos de células u 6rganos interactuantes, y

dichos cambios posteriores, a su vez, pueden respaldar los

cambios iniciales y provocar complicaciones adicicnales. Por lo

tanto, es beneficioso diseccionar un sistema o proceso bioldgico

dado hasta sus componentes, tal como la interaccién entre pares

de tipos celulares u Organos, y explorar sistémicamente las

interacciones entre estos componentes a efectos de obtener una

visidn global mds completa del sistema o proceso bioldgico.

Por consiguiente, la presente invencidén proporciona modelos

celulares para sistemas bioldégicos. Con este fin, Tos inventores

construyeron modelos celulares para varios sistemas bioldgicos

H

ejemplares que han sido empleados en la tecnologia de plataforma
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|

objeto de descubrimiento. Los inventores llevaron a cabo
experimentos con los modelos celulares usando :‘la tecnologia de
plataforma objeto de descubrimiento para generar redes de
relaciones causales de consenso, incluidas relaciones causales
Unicas en el sistema bioldgico y asi identificaron "moduladores"
o "activadores" moleculares fundamentales jmporitantes para los
sistemas o procesos biolégicos especificos.

Una ventaja significativa de la tecnologia de gijlataforma Yy sus
componentes, por ejemplo, los modelos celulare;s construidos a
medida y los conjuntos de datos obtenidos a partir de los modelos
celulares, es que la red de relaciones causales de consenso de
"primera generacién" inicial generada para unsiistema O proceso
biolégico puede evolucionar o expandirse contipuamente con el
tiempo, por ejemplo, mediante la introduccién de lineas/tipos

|

celulares adicionales y/o condiciones adicionales. Se pueden
recoger datos adicionales del modelo celular évolucionado, es
decir, datos de la nueva porcidén(es) agregada del modelo celular.
Los nuevos datos recogidos de un modelo celui#ar expandido o
evolucionado, es decir, de la nueva porcidn(es) agregada del
modelo celular, a continuacién pueden intrc%ducirse a los
conjuntos de datos usados previamente para generar la red de
relaciones causales de consenso de "primera generacion" a efectos

de generar una red de relaciones causales de consenso de "segunda

generacién" mas sdlida. Las nuevas relaciones causales unicas

para el sistema bioldgico a continuacidén pueden :identificarse a
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[
partir de la red de relaciones causales de consenso de "segunda
|
generacidén”". De esta forma, la evolucidén del modelo celular
|

proporciona una evolucidén de las redes de relaciones causales de

|
consenso, proporcionando asi perspectivas nuevas y/o mas

confiables con respecto a los moduladores del sistemaibiolégico.

De esta forma, los modelos celulares, los conjuntos de datos y
|

las redes de relaciones causales generadas a partir de los

modelos celulares mediante el uso de los métodos de 1la tecnologia
i
de plataforma pueden evolucionar constantemente vy @mpliarse a

partir de conocimiento previo obtenido a partir de la tecnologia

de plataforma.

i

Por consiguiente, la invencién proporciona redes de relaciones

. !
causales de consenso generadas a partir de los modelos celulares
[

empleados en la tecnologia de plataforma. Estas redes de

relaciones causales de consenso pueden ser redes de relaciones
{

causales de consenso de primera generacién o pueden ser redes de

relaciones causales de consenso de generaciones multiples, por
i

ejemplo, redes de relaciones causales de consenso de 2a, 3a,
4a, 5a, 6a, 7a, 8a, %a, 10a, 1lla, 12a, 13a, 14a} 15a, léa,

(
17a, 18a, 19a, 20a o mayor generacidén. Ademds, Jla invencidn
i

proporciona redes de relaciones causales de consenso generadas a

partir de los modelos celulares empleados en la técnologia de
{

plataforma. Estas redes de relaciones causales de consenso

simuladas pueden ser redes de relaciones causales' de consenso
|

simuladas de primer generacién o pueden ser redes de relaciones
l

|
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. 1 Loy
causales de consenso simuladas de multiples generaciones, por

|
ejemplo redes de relaciones causales de consenso simuladas de 2a,

|
3a, 4a, ba, 6a, 7a, 8a, 9a, 10a, 1la, 12a, 13a, lga, 15a, 16a,
17a, 18a, 19a, 20a o mayor generacidén. La invencién ademids
proporciona redes delta y redes delta-delta generadas a partir de
cuales red de relaciones causales de consenso de la invencién.
Un modelo celular construido a medida para un sistéma O Proceso

|
bioldégico comprende una o mas células asociadas con el sistema

|
biolégico. El modelo para un sistema/proceso bi?légico puede
establecerse para simular un ambiente de sistema biolégico, por
ejemplo,ambiente de una célula cancerosa in Vivo, creando
condiciones (por ejemplo, condiciones de cultivo |:celular) que
imitan un aspecto caracteristico del sistema o procego biolégico.
Se pueden incluir maltiples célula de igual o© dif%rente origen,
en oposicién a un unico tipo de célula, en el modelo celular. En
una realizacidén, se incluyen al menos 1, 2, 3, 4, 5, e, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 1le, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 50
0 mas lineas celulares o tipos celulares diferenteé en el modelo
celular. En una realizacidén, las células son toéas del mismo

{
tipo, por ejemplo, todas células de cancer de mama o células

|
vegetales, pero son lineas celulares diferentes es;ablecidas, por
ejemplo, lineas celulares diferentes establecidas de células de
cancer de mama o células vegetales. Todos los valores presentados

en la lista precedente también pueden ser el limite superior o

|
inferior de rangos, que se pretende que sean parte de la presente
|

//7
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invencién, por ejemplo, entre 1 y 5, 1 y 10, 2‘y 505 vy 15
{
lineas celulares o tipos celulares diferentes.

Ejemplos de tipos celulares que pueden incluirse en los modelos

|
celulares de la invencidén incluyen, a modo no taxativo, células

e v ” z | e
humanas, células de animales, células de mamiferos, células

1

vegetales, levaduras, bacterias u hongos. En una realizacidén, las
|

células del modelo celular pueden incluir células enfermas, tales

como células de céncer o células infectadas bactbrianamente o

!
viralmente. En una realizacidn, las células del modelo celular
’ |

pueden incluir células asociadas con la enfermedaq, tales como

células implicadas en la diabetes, obesidad é estado de

|
enfermedad cardiovascular, por ejemplo, células de' misculo liso

\
de la aorta o hepatocitos. El experto en la técnica reconoceria
{

aquellas células que estan implicadas o asociadas con un
estado/proceso bioldgico especifico, por ejemplo, estado/proceso

de enfermedad y cualquiera de dichas células puedefincluirse en
|

un modelo celular de la invencién. ‘
|

Los modelos celulares de la invencién pueden incluir una o mas
"células testigo". En una realizacidén, una célula testigo puede

! . Ny
ser una célula no tratada o no perturbada. En otra realizacidn,
{

una "célula testigo" puede ser una célula normal, poq ejemplo, no
enferma. En una realizacidén, se incluyen al menos 1,2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,'20, 25, 30,

1
35, 40, 50 o mas células testigo diferentes en el modelo celular.
|

Todos los valores presentados en la lista precedente también
l
l

‘_

%
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pueden ser el limite superior o inferior de 'rangos, que se
|
pretende que sean parte de la presente invencidn, por ejemplo,

entre 1 v 5, 1y 10, 2 y 5 o 5 y 15 lineas celulares o tipos
|

-celulares testigo diferentes. En una realizacién, las células

testigo son todos del mismo tipo pero son lineas celulares
diferentes establecidas para dicho tipo célular. En una

|
realizacién, como testigo, una o mas lineas celulares normales,
1

por ejemplo, no enfermas, pueden cultivarse  en condiciones
|

similares y/o exponerse a la misma perturbacién, que las células

primarias del modelo celular a efectos de identificar proteinas o

vias Unicas para el estado o proceso bioldgico.

1
Un modelo celular a medida de la invencién también puede

comprender condiciones que imitan un aspecto ccTtracteristico del
estado o proceso biolégico. Por ejemplo, las condiciones de
cultivo celular pueden seleccionarse para aproximarse a las

o ) | .

condiciones de una célula cancercsa en un ambiente de tumor in
|

vivo, o de una célula de misculo liso de la aorta de un paciente
i

que padece una enfermedad cardiovascular. En a‘lgunos casos, las
condiciones son condiciones de estrés. Se pueden emplear varias

condiciones / estresantes en los modelos 'celulares de la

invencién. En una realizacidén, estos estresantes / condiciones

I
pueden constituir la "perturbacién", por ejemplo, estimulo
l

externo, para los sistemas celulares. Una condicidn de estrés
ejemplar es la hipoxia, una condicién gque se encuentra

tipicamente, por ejemplo, en los tumores sélidos. La hipoxia
|

a
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puede inducirse usando métodos conocidos en ‘l‘la técnica. Por
ejemplo, la hipoxia puede inducirse colocando sistemas celulares
en una Modular Incubator Chamber (Camara Inc{gbadora Modular)
(MIC-101, Billups-Rothenberg Inc. Del Mar, Cé), que pueden
inundarse con una mezcla gaseosa industrial que ‘; contenga 5% de
CO;, 2% de O, y 93% de nitrdgeno. Los efectos “‘ pueden medirse
después de un pericdo predeterminado, por ejer“‘r‘zplo, 24 horas
después del tratamiento de hipoxia, con o sin ““componentes de
estimulo externo adicionales (por ejemplo, CoQl10 :;a 0, 50 o 100
M) . Asimismo, el tratamiento con &cido lactico jmi*ta un ambiente
celular donde la actividad de glucdlisis es alil;a. El estrés

inducido por acido lactico puede investigarse a una,concentracidén

final de &cido lactico de aproximadamente 12,5 mM %an un momento
predeterminado, por ejemplo, a las 24 horas, Eg con © sin
componentes de estimulo externo adicionales (por ejez%plo, CoQl0 a
0, 50 o 100 uM). La hiperglucemia es una condicidn éncontrada en
la diabetes asi como también en el céncer. Una cond%tcién tipica
de hiperglucemia que puede usarse para tratar cél“plas objeto
incluye 10% de glucosa de grado de cultivo agregadc?s a medios
adecuados para proporcionar una concentracién final de}‘: la glucosa
en los medios de aproximadamente 22 mM. La hiperlipidéMa es una
condicidén encontrada, por ejemplo, en la obesidad ."‘1 y en la
enfermedad cardiovascular. Las condiciones hiperllﬁ_pidémicas

pueden proporcionarse cultivando células en medios queicontengan

0,15 mM de palmitato de sodio. La hiperinsulinemié} es una

!

(20
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condicién encontrada, por ejemplo, en . la diabetes. Las

condiciones hiperinsulinémicas pueden inducirse mediante el

cultivo de células en medios que contengan IOOO nM de insulina.

[

Las condiciones individuales pueden investigarse por separado en
modelos celulares construidos a medida de la invencién y/o pueden
combinarse entre si. En una realizacidén, un% combinacién de al
menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 o méas
condiciones que reflejan o simulan d%ferentes aspectos

. . P . T
caracteristicos del sistema bioldgico se investigan en el modelo
{

celular construido a medida. En una realizacidn, las condiciones
{

. 1 » 7/ 1] v \
individuales y, ademds, combinaciones de al menos 2, 3, 4, 5, 6,

7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, !

25, 30, 35, 40, 45, 50 o mas condiciones que #eflejan o simulan

i
diferentes aspectos caracteristicos del sistema bioldgico se

investigan en el modelo celular construido a h@dida. Todos los

valores presentados en la lista precedente también pueden ser los

limites superiores o inferiores de rangos, que:se pretenden que

sean parte de esta invencidn, por ejemplo, entreil y5 1ly1l0, 1

y 20, 1y30, 2y5 2y10, 5y 10, 1y 20, 5y 20, 10 y 20, 10

y 25, 10 y 30 o 10 y 50 condiciones diferentes. |

Una vez construidc el modelo celular a medida, se pueden aplicar

. . ! Ly
una o mas "perturbaciones" al sistema, tal como una variacién
{

genética de paciente en paciente, o con / 'sin tratamiento

!
i

mediante ciertos farmacos o profarmacos. Ver Figura 15D. Los

efectos de dichas perturbaciones al sistema del modelo celular

/2 /
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pueden medirse usando varios medios conocidos en la téénica o)
patentados, tales como se describen en la seccidn III;B, mas
adelante. |
El modelc celular construido a medida puede exponerse a una
perturbacién, por ejemplo, una "perturbacién ambiental”" o
"componente de estimulo externo". La "perturbacidén ambiental” o
|
"componente de estimulo externo" puede ser enddgeno al ?mbiente
celular (por ejemplo, el ambiente celular contiene“algunos
niveles del estimulante, y mids del mismo se agrega para:aumentar
su nivel), o puede ser exdgeno al ambiente celular (porjejemplo,
el estimulante/perturbacién estd ausente en gran medida del
ambiente celular antes de la alteracién). EIL ambientel celular
puede alterarse adicionalmente mediante cambios se;undarios

|
resultantes de la adicién de la perturbacién ambiental o

componente de estimulo externo, ya que el componente de estimulo

externo puede cambiar el rendimiento celular del sistemd celular,
|

incluidas moléculas secretadas en el ambiente celular por el
|

sistema celular. La perturbacidn ambiental o compénente de
|

estimulo externo pueden incluir cualquier estimulo ﬁisico y/o

quimico externo que pueda afectar la funcidén celular. Este puede

incluir cualquier molécula organica o 1inorganica, ;grande o

pequeria, quimicos naturales ¢ sintéticos, cambio de témperatura,

cambio de pH, radiacién, luz (UVA, UVB etc.), microoﬁdas, ondas

de sonido, corriente eléctrica, campos magnéticos moddlados 0 no

1

modulados, etc. La perturbacién ambiental o componente de
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|
estimulo externo también puede incluir una fmodificacién o
mutacién genética introducida o un vehiculo (por ejemplo, vector)

que provoque una modificacién/mutacidén genética. |

(1) Sistemas celulares de interaccidn

En ciertas situaciones, cuando se desea |investigar una
interaccién entre dos o mas sistemas celulares, ! se puede formar
un "sistema celular de interaccidén", por ejemplo,

poniendo en contacto el ambiente celular modificado de un primer
sistema celular en contacto con un segundo sisﬂema celular para
afectar el rendimiento celular del segundo siste%a celular.

|
Tal como se usa en la presente, un "sistema celular de

I
interaccién" comprende dos o mas sistemas celulares, en los que
|

el ambiente celular de al mencs un sistema celular entra en
|

contacto con un segundo sistema celular, de forma que al menos un
l

rendimiento celular en el segundo sistema celular sea cambiado o
|

afectado. En ciertas realizaciones, los sistema% celulares dentro
del sistema celular de interaccidén pueden estar en contacto
directo entre si. En otras realizaciones, ningudo de los sistemas
celulares estd en contacto directo entre si. i

Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el sﬂstema celular de
interaccién puede estar en formar de una placaiTranswell, en la
que se cultiva un primer sistema celular enf un inserto y un
sequndo sistema celular se cultiva en un compar#imento de pocillo

correspondiente. Los dos sistemas celulares pueden estar en

. . . . o
contacto con los mismos medios o medios diferentes, y pueden

/23
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intercambiar parte o todos los componentes de los medios. 'EL

1

componente de estimulo externo agregado a un sistema celular
puede absorberse sustancialmente por un sistema celular Y/o
degradado antes de poder dispersarse hasta el otro sistéma
celular. Alternativamente, el componente de estimulo exteino

|
puede aproximarse o alcanzar finalmente un equilibrio entre los

[

dos sistemas celulares.
i
En ciertas realizaciones, el sistema celular de interaccién puede

adoptar la forma de sistema celulares cultivados separadamente,
en donde cada sistema celular tiene su propio medio Jy/o
condiciones de cultivo (temperatura, contenido de CO, , pH, etb.),
o0 condiciones de cultivo similares o idénticas. Los dos sis;émas

celulares pueden entrar en contacto, por ejemplo, tcmando el
medio acondicionado de un sistema celular y poniéndolo en

contacto con el otro sistema celular. También se pueden llevar a

1

cabo contactos directos célula-célula entre los dos sistemas

celulares si se desea. Por ejemplo, las células de los dos

sistemas celulares pueden cocultivarse en cualquier momento bi se
' ' |
desea, y luego los sistemas celulares cocultivados pueden

separar, por ejemplo, mediante clasificacién FACS cuando las

|
células en al menos un sistema celular tienen un marcador o

etiqueta clasificable (tal como una proteina marcadora

1

fluorescente expresada establemente GFP). |

i

De forma similar, en ciertas realizaciones, el sistema celular de

interaccién puede ser simplemente un cocultivo. El tratamiento
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selectivo de células en un sistema celular puede llevarse a cabo

tratando primero las células en dicho sistema celdlar, antes de

cultivar las c¢élulas tratadas en cocultivo con células en otro

. f . | ' g
sistema celular. El escenario de sistema celular de interaccidn
|

de cocultivo puede ser util cuando se desea gestudiar, por

ejemplo, los efectos en un segundo sistema celular provocados por
|

cambios en la superficie celular en un primer sistema celular,

después de la estimulacién del primer sistema celuiar mediante un
componente de estimulo externo. :
El sistema celular de interaccién de la |Iinvencién es
particularmente adecuado para explorar el efec#o de ciertos

componentes de estimulo externo predeterminados eniel rendimiento
i

celular de uno o ambos sistemas celulares. El efecto primario de
|

dicho estimulo en el primer sistema celular (con el que el

estimulo hace contacto directo) puede determinarse’comparando los
|

rendimientos celulares (por ejemplo, nivel de expresién proteica)

antes y después del contacto del primer sistema 'celular con el
|

estimulo externo, que, tal como se usa en la presente, puede

dencminarse como "diferenciales de rendimiento celular
{
(significativos)". El1 efecto secundario de dichq estimulo sobre

el sequndo sistema celular, que es mediado a través del ambiente
i

celular modificado del primer sistema celular (tal como su
i

secretoma), también puede medirse de forma simﬁlar. Alli, por
|

ejemplo, puede hacerse una comparacién en el proteoma del segundo
i

sistema celular entre el protecma del segundo sishema celular con
i
|

125
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el tratamiento con el estimulo externo en el primer sistema

celular y el proteoma del segundo sistema celular sin el

i
tratamiento con el estimulo externo en el primer sistema celular.

\
Cualquier «cambio significativo observado(en el Jproteoma o]
cualquier otro rendimiento celular de interés) puede: denominarse
"diferencial de interaccién celular significativo”. {
Al llevar a cabo mediciones de rendimiento celulari(tales como

1
expresién proteica), se pueden usar cantidades absolutas o
niveles relativos. Por ejemplo, paré determinar el nivel de
expresidén proteica relativo de un segundo sisten@.;celular, la
cantidad de cualquier proteina dada en el segugdo sistema
celular, con o sin el estimulo externo para el pr%mer Sistema
celular, puede comprarse con una linea celular o mezcia de lineas
celulares testigo adecuadas y proporcionar un valor de aumento ©
disminucién en veces. Se puede usar un ni&el umbral
predeterminado para dicho aumento en veces (por ejemplo, al menos

1121 1131 1141 1151 116/ 1171 118/ 1191 2! 2151 3/ 3{151 4/ 4151

5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75 o 100 o un
aumento mayor en veces) o disminucién en veces (porlejemplo, al
menos una disminucién de 0,95, 0,9, 0,8, 0,75, O,7; 0,6, 0,5,
0,45, 0,4, 0,35, 0,3, 0,25, 0,2, 0,15, 0,1 o 0,05 ieces O una
disminucidén del 90%, 80%, 75%, 70%, €5%, 60%, 55%, 50ﬁ, 45%, 40%,

35%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10% o 5% o menor) para seleccionar

diferenciales de interaccién celular significativos.! Todos los

valores presentados en la lista precedente también pueden ser el
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|

limite superior o inferior de los rangos, por ejemplo, entre 1,5
y 5 veces, entre 2 y 10 veces, entre 1 y 2lveces o entre
0,9 y 0,7 veces, y se pretende que seanlparte de 1la
presente invencidn.

A lo largo de la presente solicitud, todos los valores
presentados en una lista, por ejemplo, tales comojlos mencionados
anteriormente, también puede ser el limite superi&r o inferior de
rangos que se pretende que sean parte de la preserte invencién.

A efectos de ilustracidén, en un sistema de dos éélulas ejemplar
establecido para imitar aspectos de un modelo de enfermedad
cardiovascular, se puede tratar una linea celularide misculo liso
del corazdédn (primer sistema celular) con una cond#cién de hipoxia
(un componente de estimulo externo) y se pueden medir los cambios
en el proteoma en una linea celular de rifidn (segundo sistema

I

celular) que resulten de poner en contacto las ¢élulas de rifién
con el medio acondicionado del musculo liso deﬂ corazdn usando
espectrometria de  masas cuantitativa con%encional. Los
diferenciales de interaccién celular significgtivos en estas
células de rifndn pueden determinarse, en base a comparacidén con
células de rifdén testigo -apropiadas (por ejemplo, células de
rifidn cultivadas de forma similar puestas en contacto con medio
acondicionado de células de musculo liso del cofazén cultivadas
de forma similar no tratadas con condiciones de hipoxia).

No todos los diferenciales de interaccién celular significativos

puede ser de “importancia biolégica. En relacidén con cualquier
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sistema biolégico dado para el cual se aplica la evéluacién
bioldégica interrogativa objeto, algunos (o tal vez todgs) los
diferenciales de interaccién celular significativos pue&en. ser
"determinativos" en relacidén con el problema bioldgico esgecifico
en cuestidn, por ejemplo, responsable por provocar una enfermedad
(un objetivo potencial para la intervencidén terapéutica) o es un
biomarcador para la enfermedad (un potencial fac%or de
diagndstico o prondstico).

Dichos diferenciales de interaccién determinativos pueden ser

1

seleccicnados por un usuario final del método objeto, © pueden
ser seleccionadas por un programa informdtico de bioinfoémética,
tal como el programa de andlisis comparativo de vias con
capacidad DAVID o el programa de analisis de vias KEGG. En
ciertas realizaciones, mds de una programa informéﬁico de
bioinformatica se usa y se prefieren resultados por consenso de
dos o mas programas informiticos de bioinformitica.

Tal como se usa en la presente, "diferenciales" de rend%mientos
celulares incluyen diferencias (por ejemplo, niveles aumegtados o]
disminuidos) en cualquier uno o mids pardmetros 1de los
rendimientos celulares. Por ejemplo, en términos de nivel de
expresidén proteica, los diferencias entre dos rendﬁmientos
celulares, tales como los rendimientos asociados con unj| sistema
celular antes y después del tratamiento mediante un compoﬁente de

1
estimulo externo, ©puede medirse vy cuantificarse usando

tecnologias conocidas en la técnica, tales como ensayos' basados
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en espectrometria de masas (por ejemplo, iTFAQ, 2D-1.C-MSMS,
etc.). |

(ii) Modelos especificos de céncer

Un ejemplo de un sistema o proceso bioldégico es el cancer. Como
cualquier otro proceso o sistema biolégico complicado, el cancer
es una afeccidén patoldgica complicada caracterizada por mialtiples
aspectos Unicos. Por ejemplo, debido a su1 alta tasa de
crecimiento, muchas células de cancer estdn adaptadas a crecer en
condiciones de hipoxia, tiene glucélisis regulada de forma
ascendente vy vias metabdlicas de fosfori;acién oxidativa
reducidas. Como resultado, las células de‘ cancer pueden
reaccionar de forma diferente a una perturbacién ambiental, tal
como tratamiento mediante un farmaco potenciali en comparacidén
con la reaccidén de una célula normal en respuesta al mismo
tratamiento. Por consiguiente, seria de interés descifrar las
respuestas unicas del cancer al tratamiento con el farmaco en
comparacién con las respuestas de las células nérmales. Con este
fin, se puede establecer un modelo de cancer a medida para
simular el ambiente de una célula cancerosa, pog ejemplo, dentro
de un tumor in vivo, seleccionando las lineas celulares de cancer
apropiadas y creando las condiciones de cultivo celular que
imitan un aspecto caracteristico del estadoé O proceso de
enfermedad. Por ejemplo, las condiciones de fcultivo celular
pueden seleccionarse para aproximarse a las condiciones de una

|
célula cancerosa en un tumor in vivo, © para imitar varios
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aspectos del crecimiento del céncer, aislando diferentes
condiciones de crecimiento de las células cancerosas.

Se pueden incluir maltiples células cancerosas dﬁ igual o
diferente origen (por ejemplo las lineas cancerosas PaCaz, HepGe,
PC3 y MCE7), en oposicidén a un unico tipo de célula cancerosa, en
el modelo de céncer. En una realizacién, se incluyen al menos 2,
3, 4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1o, 17, 18, 19, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50 o mas lineas celulares de cancer o tipos
celulares de cancer diferentes en el modelo de céncerj Todos los
valores presentados en la lista precedente también pueden ser el
limite superior o inferior de rangos, que se pretende que sean
parte de la presente invencién, por ejemplo, entre 1 yi5, 1y 10,
2 y 5 0 5 y 15 lineas celulares o tipos celulares de cancer
diferentes. i

En una realizacidén, las células cancerosas son todas del mismo
tipo, por ejemplo, todas células de cancer de mama, pero son
lineas celulares diferentes establecidas, por ejem%lo, lineas
celulares diferentes establecidas de células de céncer de mama.
Ejemplos de tipos de células cancerosas que pueden i?cluirse en
el modelo de cancer incluyen a modo no taxativo, céncer pulmonar,
cancer de mama, cancer de prdstata, melanoma, carcinomg escamoso,
cancer colorrectal, cancer pancreatico, cancer tiroideo, céncer
endometrial, cancer de vejiga, cancer de riﬁones) un tumor

s6lido, leucemia, linfoma no hodgkiniano. En una realizacién, se

puede incluir una célula cancerosa resistente a farmacos en el
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i
modelo de céncer. Ejemplos especificos de lineas celulares que
pueden incluirse en un modelo de cancer ipcluyen, a modo no
taxativo, células PaCa2, HepG2, PC3 y MCEF7, En la técnica se
conocen numerosas lineas celulares de cancer y cualquiera de
dichas lineas celulares de cancer puede incluirse en un modelo de
cancer de la invencidn. |

Los modelos celulares de la invencidén pueden incluir una o mas
"células testigo”. En una realizacién, una 5élula testigo puede
ser una célula cancerosa no tratada o no ‘perturbada. En otra
realizacién, una "célula testigo” puede ser qna célula normal no
cancerosa. Se puede incluir cualquier dé numerosas lineas
celulares normales, no cancerosas en el n@d;lo celular. En una
realizacién, las células normales son una o Tés células THLEZ vy
HDFa. En una realizacién, se incluyen al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, le, 17, 18,119, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50 o mas tipos celulares normales diferentes en el modelo
de céancer. Todos los valores presentados en %a lista precedente
también pueden ser el limite superior ¢ inferior de rangos, que
se pretende que sean parte de la presente inv@ncién,,por ejemplo,
entre 1 y 5, 1 vy 10, 2 vy 5 0 5 y 15 lineas celulares o tipos
celulares de cancer normales diferentes. En uha realizacién, las
células normales son todas del mismo tipo, por ejemplo, todas
células epiteliales o de mama sanas, pero an lineas celulares
diferentes establecidas, por ejemplo, lineas cglulares diferentes

establecidas de células epiteliales o de mama. En una

! /51
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realizacidén, como testigo, una o mds lineas celulares normales no
cancerosas (por ejemplo, THLEZ y HDFa) se cultivan en condiciones
similares y/o se exponen a la misma perturbacidn, qué las células
cancerosas del modelo celular a efectos de identifi?ar proteinas
o vias Unicas del cancer.

Un modelo celular de cédncer a medida también puede comprender
condiciones de cultivo celular que imitan un aspecto

\
caracteristico del estado o proceso canceroso. Por ejemplo, las
condiciones de cultivo celular pueden seleccignarse para
aproximarse a las condiciones de una célula cancerosa en un
ambiente de tumor in vivo, © para imitar varios gspectos del
crecimiento del cancer, aislandec diferentes conaiciones de
1

crecimiento de las células cancerosas. En algunos casos, las
condiciones de cultivo celular son condiciones de estrés.

Uno de dicho "ambiente" de cancer, o condicién de estrés, es
hipoxia, una condicién que se encuentra tipicaﬁente &entro de un
tumor sélido. La hipoxia puede inducirse en las cé}ulas usando
métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la hipoxia
puede inducirse colocando sistemas celulares en una
Modular Incubator Chamber (Camara Incubadora Modular)
(MIC-101, Billups-Rothenberg 1Inc. Del Mar,! CA), Qque
pueden inundarse con una mezcla gaseosa indu?trial que
contenga 5% de CO; 2% de O, y 93% de nitrégeno.%Los efectos

pueden medirse después de un periodo predeterminado, por ejemplo,

24 horas después del tratamiento de hipoxia, con o sin
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componentes de estimulo externo adicionales (éor ejemplo, CoQl0 a
0, 50 o 100 m).
Asimismo, el tratamiento con &acido lactico dé las células imita
un ambiente celular donde la actividad de glucdlisis es alta, tal
como la que existe en el ambiente del tumor #n vivo. El estrés
inducido por el &cido lactico puede investigarse a una
concentracién final de &cido lactico de aproximadamente 12,5 mM
en un momento predeterminado, por ejemplo, a #as 24 horas, con o
sin componentes de estimulo externo adiciondles (por ejemplo,
CoQl0 a 0, 50 o 100 uM).
La hiperglucemia es normalmente una condicidén' encontrada en la
diabetes; sin embargo, en cierta medida, la hiﬁerglucemia también
imita un aspecto del crecimiento del cancer debido a que muchas
|
células cancerosas dependen de la glucosai como su fuente
principal de energia. La exposicién de cél#las objeto a un
condicidén tipica de hiperglucemia puede incluﬂr agregar 10% de
glucosa de grado de cultivo a medios adecuados; de forma que la
concentracién final de la glucosa en los; medics sea de
|
aproximadamente 22 mM. i
Las condiciones individuales que reflejaé aspectos del
crecimiento canceroso pueden investigarse por ! separado en el
modelo de cancer construido a medida y/o pueden:combinarse entre
si. En una realizacidn, las combinaciones de al menos 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 o nésacondiciones que
reflejan o simulan diferentes aspectos deli crecimiento /
|
|

33
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condiciones del céncer se investigan en el modelo de cancer
construido a medida. En una realizacién, las condiciones
individuales y, ademds, las combinaciones de al menos 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 o méas condic_‘iones que
reflejan o simulan diferentes aspectos del crecﬁniento /
condiciones del cancer se investigan en el modelo c%le cancer
construido a medida. Todos los valores presentados en} la lista
precedente también pueden ser los limites superiores o inferiores
de rangos, que se pretenden que sean parte de esta invericién, por
ejemplo, entre 1 v 5, 1y 10, 1y 20, 1y 30, 2y 5, 21y10, 5y
10, 1 y 20, 5y 20, 10 y 20, 10 y 25, 10 y 30 o: 10 y 50
condiciones diferentes. :

Una vez construido el modelo celular a medida, se pueden aplicar
una o mas "perturbaciones" al sistema, tal como una variacién
genética de paciente en paciente, o con / sin tJT%atamiento
mediante cilertos farmacos o© profarmacos. Ver Figura ‘15D. Los
efectos de dichas perturbaciones al sistema, incluido Iel efecto
en células cancerosas relacionadas con la enfermedad ‘\y células
testigo normales relacionadas con la enfermedad, pueden medirse
usando varios medios conocidos en la técnica o patentados, tales

En un experimento ejemplar, las lineas de cancer PaCa2, HepG2,

como se describen en la seccidn III.B, mas adelante.

PC3 y MCF7 y las lineas celulares normales THLE2 vy, HDFa, se

acondicionan en cada una de hiperglucemia, hipoxia y condicicnes

ricas en acido léctico, asi como en todas las combindciones de
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i
dos o tres de estas condiciones, y ademds, con O Sin una

\
perturbacién ambiental, especificamente tratamiento con Coenzima

|

Q10. A continuacién se indican dichas combinacién ejemplares de
|

condiciones, con o sin una perturbacién, tratamiento con Coenzima

010, que pueden usarse para tratar células cancerosas y/o células
{

testigo (por ejemplo, normales) del modelo celular de cancer.

4

Otras '
|

combinaciones pueden formularse fécilmentg dependiendo de 1la
i
evaluacidén bioldégica interrogativa especifica que se esta
I
llevando a cabo.
1. Solo medios
2. 50 WM de CTL Coenzima Q10 1
3. 100 pM de CTL Coenzima Q10 4. 12,5 mM de %cido lactico
5. 12,5 mM de &cido lactico + 50 pM de CTL C?enzima Q10
6. 12,5 mM de acido lactico + 100 pM de CTL QOenzima Q10
7. Hipoxia i
8. Hipoxia + 50 M de CTL Coenzima Q10 '
9. Hipoxia + 100 pM de CTL Coenzima Q10 |
10. Hipoxia + 12,5 mM de 4cido lactico ‘
11. Hipoxia + 12,5 mM de &cido léctico + SQ M de CTL Coenzima
010 }
12. Hipoxia + 12,5 mM de &cido lactico + 100 pM de CTL Coenzima
Q10
13. Medios + 22 mM de Glucosa
14. 50 pM de CTL Coenzima Q10 + 22 mM de Gluc@sa
|
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15. 100 M de CTL Coenzima Q10 + 22 mM de Glucosa 1
16. 12,5 mM de &cido lactico + 22 mM de Glucosa

17. 12,5 mM de &cido lactico + 22 mM de Glucosa + 50 M de CTL

1

Coenzima Q10

18. 12,5 mM de &cido léactico + 22 mM de Glucosa + 100 1M,de CTL

Coenzima Q10

19. Hipoxia + 22 mM de Glucosa ‘

i

20. Hipoxia + 22 mM de Glucosa + 50 uM de CTL Coenzima Q10
|
21. Hipoxia + 22 mM de Glucosa + 100 pM de CTL Coenzima Q10

22. Hipoxia + 12,5 mM de &cido léactico + 22 mM de Glucosa |

23. Hipoxia + 12,5 mM de &cido lactico + 22 mM de Glucosai+ 50 M
l

de CTL Coenzima Q10 !

24. Hipoxia + 12,5 mM de Acido lactico + 22 nM de Glucosa + 100
{

M de CTL Coenzima Q10 '

En ciertas situaciones, se pueden llevar a cabo experimentos de
{

interaccién o ECS entre diferentes células cancerosas (por
i

ejemplo, HepG2 y PaCa2) para varios fines interrelacionados. En

|

algunas realizaciones que implican interaccidén, los experimentos
|
que se llevan a cabo en los modelos celulares se disqﬁan para

determinar la modulacién del estado o funcidén celuldr de un
|

sistema o poblacién celular (por ejemplo, célula de

hepatocarcinoma, HepG2) mediante otro sistema o poblacidn celular

(oor ejemplo, cancer pancredtico, PaCa2) en condiciones de
I

tratamiento definidas (por ejemplo, hiperglucemia,' hipoxia

{
(isquemia)). De acuerdo con un escenario tipico, se; pone en
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i

1
contacto un primer sistema / poblacidén celular con componéntes de
estimulo externo, tales como una molécula candidata (por ‘f‘.ejezrplo,
una molécula de farmaco pequefio, una proteina) o una éondicién
candidata (por ejemplo, hipoxia, ambiente con alto conti,enido de
glucosa). En respuesta, el primer sistema/poblaciéﬂ celular
cambia su transcriptoma, proteoma, metaboloma y/o im;“;eractoma,
conduciendo a cambios que pueden detectarse fécilmenté dentro vy
fuera de la célula. Por ejemplo, se pueden medir cambios en el
transcriptoma mediante el nivel de transcripcié;ﬁ de una
pluralidad de ARNm objetivo; los cambios en el protéoma pueden
medirse mediante el nivel de expresién de una pllgralidad de
proteinas objetivo; y los cambios en el metaboloma pugéden medirse
mediante el nivel de una pluralidad de metabolit;;)s objetivo
mediante ensayos disefiados especificamente para _;; metabolitos
dados. Alternativamente, los cambios mencionados antériomente en
el metaboloma y/o proteoma, al menos con respecﬁo a cilertos
metabolitos o proteinas secretados, también pueden‘; medirse por
sus efectos en el segundo sistema / poblacidn cel@lar, incluida
la modulacién del transcriptoma, proteoma, fnetaboloma e
interactoma del segundo sistema / poblacién ceiular. Por lo
tanto, los experimentos pueden usarse para iq{entificar los
efectos de la molécula(s) de interés secretada j“por el primer
sistema / poblacién celular en un segundo siste&na / poblacién
celular en diferentes condiciones de tra‘,{‘tamiento. Los

!
experimentos también pueden usarse para identificar cualquier
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proteina modulada como resultado de la seflalizacién del primer

sistema celular (en respuesta al tratamiento con el combonente de

estimulo externo) en otro sistema celular, mediante, por ejemplo,
\
deteccién diferencial de datos protedmicos. El mismo escenario

experimental también puede adaptarse para un escenario inverso,

de forma que los efectos reciprocos entre los dos sistemas
\
celulares también pueden evaluarse. En general, para este tipo de

experimento, la eleccién de los pares de lineas celular?s se basa

en gran medida en los factores tales como el origen, estado de
\

enfermedad y funcién celular.

Aunque tipicamente participan sistemas de dos célulaF en este

tipo de escenario experimental, también se pueden disefar

experimentos similares para mas de dos sistemas celulares, por

ejemplo, inmovilizando cada sistema celular diferencilado en un

soporte sélido separado.

El modelo celular de <céncer construido a medida puede
establecerse y usarse en las etapas de la tecnPlogia de
plataforma de 1la invencién para identificar finaimente una
relacién causal Unica en el sistema bioldgico, llevaAdo a cabo
las etapas descritas en la presente. El experto en la técnica

entendera, sin embargo, que un modelo celular de céancer
construido a medida que se usa para generar una red de‘relaciones
causales de consenso de "primera generacién"” iniqial puede

|

evolucionar continuamente o expandirse con el tiempo, por

. . . L2 . | s s
ejemplo, mediante la introduccidén de lineas celulares adicionales
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de céncer o normales y/o condiciones de cancer adicionales. Se
pueden recoger datos adicionales del modelo de cancer

evolucionado, es decir, datos de la nueva porcidn(es) agregada

del modelo de cancer. Los nuevos datos recogidos de un;modelo de
cancer expandido o evolucionado, es decir, de 5la nueva
porcién(es) agregada del modelo de cancer, a continuaqién pueden
introducirse a los conjuntos de datos usados previaﬁente para
generar la red de relaciones causales de consenso dé "primera
generacién" a efectos de generar una red de relacionas causales
de consenso de "segunda generacién" mads sélida. A continuacién
pueden identificarse nuevas relaciones causales ﬁniaas para el
estado de cancer (o Unicas para la respuesta del estado de céncer
a una perturbacién) a partir de red de relaciones:Causales de
consenso de "segunda generacién". De esta forma, la evolucidn del
modelo de céancer proporciona una evolucidén de las redes de
relaciones causales de consenso, proporcionando asijperspectivas
nuevas y/o mas confiables con respecto a losj activadores

determinativos (o moduladores) del estado de céncer.

(1ii) Modelos de diabetes/cbesidad/enfermedad cardiovascular

Otros ejemplos de un sistema o proceso biolédgico son;la diabetes,
la obesidad y la enfermedad cardiovascular. Tal 'como con el
céncer, los estados de enfermedad relacicnados ;de diabetes,
obesidad y enfermedad cardiovascular con afeccionas patoldégicas
complicadas caracterizadas por miltiple aspectos ﬁnicos. Seria de

interés identificar las proteinas/vias que activan la patogénesis
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|
de la diabetes/obesidad/ enfermedad cardiovascular. Ademas seria

de interés descifrar las respuesta uUnica de células asociadas con
|

la diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular al tratamiento con
|

farmacos en comparacién con las respuestas de !células normales.
|

Con este fin, se puede establecer un modelo de

|

diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular a medida para simular
un ambiente experimentado por células relevantes para la

enfermedad, seleccionando las lineas celulares apropiadas vy

1

creando las condiciones de cultivo celular que imitan un aspecto
caracteristico del estado o proceso de enferme@ad. Por ejemplo,

las condiciones de cultivo celular pueden seleccionarse para

aproximarse a la hiperglucemia, hiperlipidemia, hiperinsulinemia,

hipoxia o condiciones ricas en &cido lactico. ]

. . \ p !
Se pueden incluir cualesquiera células relevantes para la
1

diabetes/cbesidad/enfermedad cardiovascular en' el modelo de
i

diabetes/ocbesidad/enfermedad cardiovascular. Ejemplos de células
relevantes para la diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascﬁlar
incluyen, por ejemplo, adipocitos, miotubos, hepa£ocitos, células
de misculo liso de 1la aorta (HASMC) vy céiulas tubulares

proximales (por ejemplo,HKZ2). Se pueden incluir miltiples tipos

celulares de iqgual o diferente origen, en oposiqién a un uUnico.

tipo de célula, en el modelo de diabetes/cbesidad/enfermedad

cardiovascular. En una realizacidén, se incluyen ali menos 2, 3, 4,

|
5 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1e¢, 17, 18, 19, 20, 25,
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30, 35, 40, 45, 50 o mas tipos celulares diferentes en el modelo

de

diabetes/cbesidad/enfermedad cardiovascular. Todos los valores
|
presentados en la lista precedente también pueden ser el limite

superior o inferior de rangos, que se pretende que sean parte de

la presente invencién, por ejemplo, entre i y 5 1y 10, 2y 50

5 y 15 tipos celulares diferentes. En una realizacidén, las
|

células son todas del mismo tipo, por ejemplo, todas adipocitos,
pero son lineas celulares diferentes establecidas, por ejemplo,

lineas celulares diferentes establecidas de células de

[

adipocitos. Se conocen en la técnica varios otros tipos celulares
|

que participan en el estado de diabeges/obesidad/enfermedad
cardiovascular y dichas células pueden incluirse en un modelo de
diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular 'de la invencidn.

|
Les modelos celulares de diabetes/ocbesidad/enfermedad
|

cardiovascular de la invencidn pueden inclqir una o mas "células
testigo". En una realizacidén, una célula testigo puede ser una
célula relevante para la enfermedad no tratada o no perturbada,

. . | e
por ejemplo, una célula que no se expene a una condicidén
|

hiperlipidémica o hiperinsulinémica. En o¢tra realizacidén, un
!

"célula testigo" puede ser una célula no relevante para la
enfermedad, tal como una célula epitelial. Se puede incluir

cualquiera de numerosas células no relevantes para la enfermedad

|
en el modelo celular. En una realizacidén, se: incluyen al menos 2,
|

3, 4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15% 16, 17, 18, 19, 20,

/Ly
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25, 30, 35, 40, 45, 50 o mas tipos celulares nd relevantes para
la enfermedad diferentes en el modelo celular. Fodos los valores
presentados en la lista precedente también pueden ser el limite
superior o inferior de rangos, que se pretende éue sean parte de
la presente invencidén, por ejemplo, entre 1 y 5,11y 10, 2 y 5 o
5 y 15 lineas celulares o tipos celulares no r?levantes para la
enfermedad diferentes. En una realizacidn, :las células no
relevantes para la enfermedad son todas del 1mismo tipo, por
ejemplo, todas células epiteliales o de mama | sanas, pero son
lineas celulares diferentes establecidas, por; ejemplo, lineas
celulares diferentes establecidas de células épiteliales o de
mama. En una realizacién, como testigo, una o mas lineas
celulares no relevantes para la enfermedad; se cultivan en
condiciones similares y/o se exponen a la misma perturbacién, que
|

las células relevantes para la enfermedad del;nmdelo celular a

efectos de identificar proteinas o vias ltnicas para la

I

Un modelo de diabetes/obesidad/enfermedad cardicdvascular a medida

l
también puede comprender condiciones de cultivo celular que

diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular.

imitan un aspecto caracteristico del !(representan la

patofisiologia del) estado o] proFeso de la

diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular. Por ejemplo, las
|

condiciones de cultivo celular pueden seleccionarse para

aproximarse a las condiciones de una célula |

[ U2
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relevante para la diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular en

su ambiente in vivo, o para imitar varios aspectos de la

diabetes/obesidad/enfermedad cardiovasculari En algunos casos,

las condiciones de cultivo celular son condic¢iones de estrés.

Las condiciones ejemplares que representan la patofisiologia de

la diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular incluyen, por

ejemplo, una o mas de hipoxia, condiciones ricas en A&cido

lactico, hiperglucemia, hiperlipidemia e hiperinsulinemia. La

hipoxia puede inducirse en las células usando métodos conocidos
en la técnica. Por ejemplo, la hipoxiaﬂ puede inducirse
colocando sistemas celulares en una ﬁodular Incubator
Chamber (Cémara Incubadora Modular) (ﬁIC—lOl, Billups-
Rothenberg Inc. Del Mar, CA), que pueden inundarse con
una mezcla gaseosa industrial que conténga 5% de CO, 2%
de O, y 93% de nitrégeno. Los efectos pueden médirse después de un
periodo predeterminado, por ejemplo, 24 5oras después del
tratamiento de hipoxia, con o sin componentes ae estimulo externo
adicionales (por ejemplo, CoQl0 a 0, 50 o 100 {M).

Asimismo, el tratamiento de células con écidé lactico imita un
ambiente celular donde la actividad de glucéiisis es alta. El
estrés inducido por &cido léactico puede iﬁvestigarse a una
concentracién final de acido lactico de aproximadamente 12,5 mM
en un momento predeterminado, por ejemplo, a l%s 24 horas, con o

sin componentes de estimulo externo adicionales (por ejemplo,
i

CoQl0 a 0, 50 o 100 uM). La hiperglucemia Ees una condicién
|

J«2
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encontrada en la diabetes. La exposicién de células ogjeto a un

condicidén tipica de hiperglucemia puede incluir agregér 10% de
|

glucosa de grado de cultivo a medios adecuados, de forma que la
concentracién final de 1la glucosa en los medios sea de
aproximadamente 22 mM. La hiperlipidemia es una ‘condicién
encontrada en la obesidad y en la enfermedad cardiovaséular. Las
condiciones hiperlipidémicas pueden proporcionarse gultivando
células en medios que contengan 0,15 mM de palmitato de .sodio. La
hiperinsulinemia es una condicién encontrada en la diabetes. Las
condiciones hiperinsulinémicas pueden inducirse mediante el
cultivo de células en medios que contengan 1000 nM de in;ulina.

Las condiciones adicionales que representan la patofisiplogia de
la diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular incluyen, por
ejemplo, cualquier una o mas de inflamacidén, estrés del! reticulo

endoplasmatico, estrés mitrocondrial y estrés peroxisémico. Los
J

' v o, ' . . . ‘.
métodos para crear una condicién similar a una inflamatoria en
células se conocen en la técnica. Por ejemplo, una condicidn

inflamatoria puede simularse cultivando células en presencia de

TNFalfa y/o IL-6. Los métodos para crear una condiciones que

simulan el estrés del reticulo endoplasmatico también s? conocen

en la técnica. Por ejemplo, se pueden crear condiciones para
simular el estrés del reticulo endoplasmitico cultivandd células
en presencia de tapsigargina y/o tunicamicina. Los métodos para

l
crear una condiciones que simulan el estrés mitocondrial también

¢

[uy
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se conocen en la técnica. Por ejemplo, se |pueden crear
condiciones para simular el estrés ndtocondrial cultivando
células en presencia de rapamicina y/o galactosaL Los métodos
para crear una condiciones que simulan el estrés1 peroxisémico
también se conocen en la técnica. Por ejemplo, setpueden crear
condiciones para simular el estrés peroxisémiép cultivando
células en presencia acido abscisico. 1

Las condiciones individuales que reflejan diferente% aspectos de
la diabetes/obesidad/enfermedad cardiovasculér pueden
investigarse por separado en el modelo de
diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular conStruiﬁo a medida
y/o pueden combinarse entre si. En una reali%acién, las
combinaciones de al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,115, 20, 25,
30, 40, 50 o mds condiciones que reflejan o simulaﬁ diferentes
aspectos de la diabetes/obesidad/enfermedad cardio%ascular se
investigan en el modelo de diabetes/obesidaq/enfermedad
cardiovascular construido a medida. En una realifacién, las
condiciones individuales y, ademds, las combinaciones @e al menos
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40,2 50 o mas
condiciones que reflejan o simulan diferentes aspecﬁos de la
diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular se investﬂgan en el
modelo de diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular konstruido
a medida. Todos los valores presentados en la lista ﬁrecedente

también pueden ser los limites superiores o inferiores de rangos,

que se pretenden que sean parte de esta invencién,,poﬁ ejemplo,
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entre 1y 5, 1y 10, 1y 20, 1y 30, 2y 5, 2y 10, 5y 10, 1y
20, 5y 20, 10 y 20, 10 y 25, 10 y 30 o 10 yiBO condiciones
diferentes.

Una vez construido el modelo celular a medida, se pueden aplicar
una o mas "perturbaciones" al sistema, tal como| una variacién
genética de paciente en paciente, o con / s;n tratamiento
mediante ciertos farmacos o profarmacos. Ver Figura 15D. Los
efectos de dichas perturbaciones al sistema, inclpido el efecto
sobre las células relacionadas con la
diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular pueden:medirse usando
varios medios conocidos en la técnica o patentados{ tales como se
describen en la seccidén III .B, mas adelante.

En un experimento ejemplar, cada uno de adipocikos, miotubos,
hepatocitos, células de musculo liso de la aorta(H%SMC) y células
tubulares proximales (HK?), se acondicionan en cada una de
hiperglucemia, hipoxia, hiperlipidemia, hiperinsulinemia y
condiciones ricas en &cido 1lactico, asi como |en todas 1las
combinaciones de dos, tres, cuatro o todas las cinco condiciones,
y ademds, con o sin una perturbacién ambiental, éspecificamente
tratamiento con Coenzima Ql0. Ademds de las| combinaciones
ejemplares de condiciones descritas anteriormente en el contexto
del modelo de céncer, a continuacidn se indican en la presente

algunas combinaciones de condiciones 3

ejemplares adicionales, con o sin una perturbacién, por ejemplo,

tratamiento con Coenzima Q10, que pueden usarse péra tratar las
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células relevantes para la diabetes/ogesidad/enfermedad
cardiovascular (y/o células testigo) del m&delo celular de
diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular. Se pretende que sean
meramente ejemplares y el experto en la técnica apreciara que
cualquier condicién individual vy/o combingcién mencionada
anteriormente que representa la  patofisiologia de la
diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular puede emplearse en el
modelo celular para producir conjunto de datoé de rendimiento.
Otras combinaciones pueden formularse fécilmente dependiendo de
la evaluacidén bioldgica interrogativa especifﬁca que se esta
llevando a cabo.

1. Solo medios

2. 50 yM de CTL Coenzima Q10

3. 100 pM de CTL Coenzima Q10

4. 0,15 mM de palmitato de sodio
5. 0,15 mM de palmitato de sodio + 50 uM de CTL ?oenzima Q10

6. 0,15 mM de palmitato de sodio + 100 pM de CTL Coenzima Q10

7. 1000 nM de insulina

8. 1000 mM de insulina + 50 M de CTL Coenzima QiO

9. 1000 mM de insulina + 100 pM de CTL Coenzima Q10

10. 1000 nM de insulina + 0,15 nmM de palmitato dé sodio

11. 1000 nM de insulina + 0,15 mM de palmitato |de sodio + 50 pM
de CTL Coenzima Q10 5
i

12. 1000 nM de insulina + 0,15 mM de palmitato ée sodio + 100 pM

de CTL Coenzima Q10 ‘

[ U
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En ciertas situaciones, se pueden llevar a cabo gxperimentos de
interaccién o ECS entre diferentes células relévantes para la
enfermedad (por ejemplo, células HASMC y HK2 o células hepéaticas
y adipocitos) para varios fines interrelacionados. En algunas
realizaciones que implican interaccidén, los experimentos que se
llevan a cabc en los modelos celulares se disefian | para determinar
la modulacién del estado o funcidén celular de un sistema o
poblacién celular (por ejemplo, células hepaticas) mediante otro
sistema o poblacién celular (por ejemplo, ‘adipocitos) en
condiciones de tratamiento definidas (por ejemplo( hiperglucemia,
hipoxia, hiperlipidemia, hiperinsulinemia). De 1acuerdo con un
escenario tipico, un primer sistema/poblacidn ce}ular se pone en
contacto con componentes de estimulo externoqtales como  una

molécula candidata (por ejemplo, una molécula de farmaco pequefa,

1
una proteina) o una condicidén candidata (por ejemplo, hipoxia,

1
ambiente con alto contenido de glucosa). En respuesta, el primer

sistema/poblacién celular cambia su transcriétoma, proteoma,
metaboloma y/o interactoma, conduciendo a cambios que pueden
detectarse facilmente dentro y fuera de la céluﬁa. Por ejemplo,
se pueden medir cambios en el transcriptoma medﬂante el nivel de
transcripcidén de una pluralidad de ARNm objetiv&; los cambios en
el proteoma pueden medirse mediante el nivel deiexpresién de una
pluralidad de proteinas objetivo; y los cambiosien el metaboloma

pueden medirse mediante el nivel de una pluralid%d de metabolitos

objetivo mediante ensayos diseflados especificamente para

/U
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|
metabolitos dados. Alternativamente, los cambios mencionados

anteriormente en el metaboloma y/o proteoma, al menos con
respecto a ciertos metabolitos o proteinas secretados, también
pueden medirse por sus efectos en el segundo sistema / poblacidén
celular, incluida la modulacidén del transcript@ma, proteoma,
metaboloma e interactoma del segundo sistema / pobl?cién celular.
Por lo tanto, los experimentos pueden usarse para identificar los
efectos de la molécula(s) de interés secretada gor el primer
sistema / poblacién celular en un segundo sisteﬁa / poblacién
celular en diferentes condiciones de  tratamiento. Los
experimentos también pueden usarse para identificar cualquier
proteina modulada como resultado de la sefializacién del primer
sistema celular (en respuesta al tratamiento con e% componente de
estimulo externo) en otro sistema celular, mediante, por ejemplo,
deteccién diferencial de datos protedmicos. EL ngsmo escenario
experimental también puede adaptarse para un escénario inverso,
de forma que los efectos reciprocos entre los dos sistemas
celulares también pueden evaluarse. En general, pafa este tipo de
experimento, la eleccién de los pares de lineas ce@ulares se basa
en gran medida en los factores tales como el or%gen, estado de
enfermedad y funcién celular.
|

Aunque tipicamente participan sistemas de dos células en este

. , . . ! .
tipo de escenario experimental, también se pueden diseflar

¢

experimentos similares para mids de dos sistemas'celulares, por
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{
ejemplo, inmovilizando cada sistema celular diferenciado en un

i
soporte sdlido separado.

El modelo celular de diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular
construido a medida puede establecerse y usarseien las etapas de
la tecnologia de plataforma de la invencidén 'para identificar

finalmente una relacidén causal tnica en el estado de
diabetes/cbesidad/enfermedad cardiovascular, llévando a cabo las
etapas descritas en 1la presente. EIL expert? en la técnica
entenderd, sin embargo, que tal como en el modelo de cancer, un
modelo de diabetes/cbesidad/enfermedad cardiovascular construido
a medida que se usa para generar una red de relaciones causales
de consenso de "primera generacién" inicial 'para un proceso
bioldégico puede evolucionar continuamente p éxpandirse con el

tiempo, por ejemplo, mediante la introduccidén de lineas celulares
\
adicionales relevantes para la enfermedag y/ocondiciones
adicionales relevantes para la enfermedad. $e pueden recoger
datos adiciocnales del modelo de diabetes/obesidad/enfermedad
cardiovascular evolucionado, es decir, datos de la nueva
porcién(es) agregada del modelo de diabetes/obesidad/enfermedad
cardiovascular. Los nuevos datos recogidos de dn modelo expandido
o evolucionado, es decir, de la nueva porciég(es) agregada del
|
modelo, a continuacién pueden introducirse eq los conjuntos de
datos wusados previamente para generar la red de relaciones

causales de consenso de "primera generacién" aiefectos de generar

una red de relaciones causales de consenso de "segunda

/30
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generacién" mias sdédlida. A continuacién pueden identificarse
f

nuevas relaciones causales Unicas para el estado de
i

diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular (o Unicas para la

respuesta del estado de diabetes/obesidad/enfermedad
cardiovascular a una perturbacién) a partir de red‘de relaciones
causales de consenso de "segunda generacidén". De ésta forma, la
evolucién del modelo de diabetes/obesidad/enfermedad
cardiovascular proporciona una evolucién de las redes de
relaciones causales de consenso, proporcionando asil perspectivas
nuevas y/o mas. confiables con respecto a los activadores

determinativos (o moduladores) del iestado de

diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular. i

B. Uso de modelos celulares para evaluaciones

biolégicas interrogativas

Los métodos y modelos celulares proporcionados en la presente la
1

invencidén pueden usarse, o aplicarse, en cualquier cantidad de
1
"evaluaciones bioldégicas interrogativas". El uso de los métodos

|
de la invencidén en una evaluacidén bioldgica interrogativa

facilitan la identificacién de "moduladores" o "ac%ivadores" de

proceso celular determinativos de un sistema biolégiéo.

Tal comc se usa en la presente, una "evaluacién bioldgica

interrogativa” puede incluir la identificacién dée uno o mas
moduladores de un sistema bioldgico, por ejemplo, ['activadores™

de proceso celular determinativos (por ejemplo, un aumento o

disminucién en la actividad de una via biolégicaq 0 miembros
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{

clave de la via o reguladores clave de miembros de la via)
asociados con la perturbacién ambiental o componente de estimulo
externo, o© una relacién causal Unica en un sistema o proceso
bioclégico. Puede incluir ademds etapas adicionales piseﬁadas para
evaluar o verificar si los activadores de proceso celular
determinativos identificados son necesarios y/o su§icientes para
eventos descendentes asociados con la perturbacién ambiental o
componente de estimulo externo, incluidos exgerimentos con

modelos animales in vivo y/o con cultivo de tejidos in vitro.

En ciertas realizaciones, la evaluacién bioldgica, interrogativa

1
es el diagnéstico o estadificacidén de un estado de enfermedad, en
donde los moduladores identificados de un sistema‘biolégico, por
ejemplo, activadores de proceso celular determinativos (por
ejemplo, diferenciales de interaccidén o relaciones?ausales Unicas
en un sistema o proceso bioldgico) representan marcadores de
enfermedad u objetivos terapéuticos_ que puede? someterse a
intervencién terapéutica. La evaluacidén bioldgica interrogativa
es adecuada para cualquier enfermedad en teoria, ?ero puede ser
particularmente Util en dreas tales como la oncolégia / biologia
del céancer, diabetes, obesidad, enfermedades car%iovasculares y
afecciones neurolégicas (especialmente enfermedades
neurodegenerativas, tales como, a modo no taxativo; enfermedad de

Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington,

esclerosis lateral amiotrdfica (ELA) y  neurodegeneracién

relacionada con el envejecimiento).
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|
En ciertas realizaciones, la evaluacién bioldgica interrogativa

es la determinacién de la eficacia de un farmaco, 'en donde los

moduladores identificados de un sistema bioldgico, por ejemplo,
activador de ©proceso celular determinativo (por ejemplo,

diferenciales de interaccién o relaciones causales 'tinicas en un
|

proceso o sistema  bioldgico) pueden ser los  signos

caracteristicos de un farmaco exitoso y a su vez pueden usarse
para identificar agentes adicionales, tales como MIM o
desplazadores epi, para tratar la misma enfermedad.

En ciertas realizaciones, la evaluacién biolégica interrogativa

es la identificacién de objetivos de farmacos para prevenir o
|

tratar infecciones (por ejemplo, infeccién bacteriana o viral),
|

en donde el activador de ©proceso celular ,determinativo

identificado (por ejemplo, diferenciales de interaccién o

relaciones causales uUnicas en un proceso © sistema bioldgico)
‘

puede ser marcadores/indicadores o moléculas bioldgicas clave

causantes del estado infeccioso, y a su vez pueden usarse para

identificar agentes antiinfecciosos.

En ciertas realizaciones, la evaluacién biolégica interrogativa

es la evaluacién de un efecto molecular de un agente, por

ejemplo, un farmaco, en un perfil de enfermedad aado, en donde
‘

los moduladores identificados de un sistema bioldgico, por

ejemplo, activador de proceso celular determinativg;J (por ejemplo,

diferenciales de interaccién celular o relaciones causales unicas
|

en un sistema o proceso bioldégico) pueden ser; un aumento o
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disminucién en la actividad de una o mas vias ‘biolégicas, o)

miembros clave de la via(s), o reguladores clave de miembros de

la via(s), y a su vez pueden usarse, por ejemplo, para predecir

la eficacia terapéutica del agente para la enfermedad dada.

En ciertas realizaciones, la evaluacidn biolégica‘interrogativa
I

es la evaluacién del perfil toxicoldgico de unh agente, por

ejemplo, un farmaco, en una célula, tejido, dérgano u organismo,

en donde los moduladores identificados de un sistema bioldgico,

por ejemplo, activador de proceso celular dete&minativo (por
‘

ejemplo, diferenciales de interaccién celular o relaciones

causales uUnicas en una sistema o proceso biolégico) pueden ser

indicadores de toxicidad, por ejemplo, citotoxicidéd, y pueden

a su vez usarse para predecir o identifi?ar el perfil

toxicolégico de un agente. En una realizacién, los moduladores

identificados de un sistema bioldgico, por ejemplb, activador de

proceso celular determinativo (por ejemplo, diferenciales de
|

interaccidén celular o relaciones causales unicas en un sistema o

proceso bioldégico) es un indicador de la cardiotoxicidad de un

férmaco o farmaco candidato, y a su vez, puéde usarse para

predecir o identificar el perfil cardiotoxicolégiéo del farmaco o

|

farmaco candidato.

En ciertas realizacionés, la evaluacidn biolégiéa interrogativa

es la identificacién de objetives de féarmacos bara prevenir o

tratar una enfermedad o trastorno provocado por armas bioldgicas,
1

tales como protozoarios, hongos, bacterias, prdtestos, virus o
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toxinas, en donde los moduladores identificados de un sistema
bicldégico, por ejemplo, el activador de - proceso celular
determinativo (por ejemplo, diferenciales de interaccién o
relaciones causales Unicas en un proceso © s‘;istema biolégico)
pueden ser marcadores/indicadores o moléculas {biolégicas clave
causantes de dicha enfermedad o trastorno, y a su vez pueden
usarse para identificar agentes de biodefensa.
\

En ciertas realizaciones, la evaluacidén bioldgica interrogativa
es la identificacién de objetivos para agéntes contra el
envejecimiento, tales como cosméticos contra el envejecimiento,
en donde los moduladores identificados de un sistema bioldgico,

1
por ejemplo, el activador de proceso celular determinativo (por

ejemplo, diferenciales de interaccién o relgciones causales
Gnicas en un proceso o sistema biolégico) pueden!ser marcadores o
indicadores del proceso de envejecimiento, especificamente el
proceso de envejecimiento en la piel, y a su véz pueden usarse
|
para identificar agentes contra el envejecimiento.
En un modelo celular ejemplar para el envejecimiiento que se usa
en los métodos de la invencidén para identificar objetivos para
cosméticos contra el envejecimiento, el modelo cllelular comprende
una célula epitelial envejecida que, por ejemplo, se trata con
luz UV (una perturbacién ambiental o componellﬁlte de estimulo
externo), vy/o células neonatales, que tanﬂién se tratan

opcionalmente con luz UV. En una realizacién, un modelo celular

del envejecimiento comprende un sistema de interaccién celular.

b
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En un sistema de interaccién entre dos células ejemplar
establecido para identificar objetivos para cosmﬁticos contra el
envejecimiento, una célula epitelial envejecida (primer sistema
celular) puede tratarse con luz UV (un componente de estimulo
externo), y se pueden medir cambios, por e%emplo, cambios
protedmicos y/o cambios funcionales, en una célula neonatal
(sequndo sistema celular) resultante del contact& de las células
neonatales con medio acondicionado de 1la célula epitelial
envejecida tratada, por ejemplo, pueden medirse cambios
protedémicos usando espectrometria de masas, o se puede
identificar una relacién causal Unica a partirw de una red de
relaciones causales generada a partir de los dato%.

En ciertas realizaciones, el método objeto puede emplear andlisis

protedmico cuantitativo de alta productividad afgran escala de

V. Analisis protedémico de muestra

cientos de muestras de caracter similar, y proporciona los datos
necesarios para identificér los diferenciales' de rendimiento
celular. ‘

Existen numerosas tecnologias conocidas en la técnica adecuadas a
estos efectos. Un técnica ejemplar es el anélisis 1TRAQ en
combinacidén con espectrometria de masas y se despribe brevemente
a continuacién. i

Para proporcionar muestras de referencia para lé cuantificacién
relativa con la técnica iTRAQ, se crean nﬁltipies agrupaciones

QC. Se generaron dos acumulaciones QC separadas, que consisten en
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alicuotas de cada muestra, de las muestrasl. de Célula No. 1 y
Célula No. 2 - estas muestras se denominan QCS1 y QCS2, y QCPl y
QCP2 para los sobrenadantes y granulos, 1respectivamente. A
efectos posibilitar la comparacién de concer‘-ltracién proteica en
las dos lineas celulares, se combinan alicuotas de granulado

celular de las agrupaciones QC descritas anteriormente en
|

volumenes iguales para generar muestras de referencia (QCP).

El abordaje protedmico cuantitativo se basa Len el etiquetado del
isétopo estable con el reactivo 8-plex iTRAQ.‘ y 2D-LC MALDI MS/MS
para la identificacién vy cuantificacién‘ del péptido. La
cuantificacién con esta técnica es relativa% se atribuyen a los
péptidos u proteinas relaciones de abundancia con respecto a la
muestra de referencia. Las muestras de referencia comunes en
miltiples experimentos iTRAQ facilitan la comparacidén de muestras
a lo largo de miltiples experimentos iTRAQ. '

Para implementar este esquema de anélisié, se combinan seis
muestras primarias y dos muestras de agrupacidén testigo en una
mezcla 8-plex iTRAQ, estando las muestras de agrupacidén testigo
etiquetadas con los reactivos 113 y 117 de acuerdo con las
sugerencias del fabricante. A continuacién‘ esta mezcla de ocho
muestras se fracciona mediante cr?matografia liquida
bidimensiocnal; intercambio catidnico intensc‘b (SCX) en la primera
dimensién y HPLC de fase inversa en la segunda dimensidén. EL

eluyen de HPLC se fracciona directamente en placas MALDI y las
|

)

7L
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placas se analizan en un espectrémetro de masas MDS SCIEX/AB 4800

MALDI TOF/ 'i‘OF .
En ausencia de informacidén adicional, se supone que los cambios
mds importantes en la expresién proteica son aquellos dentro de
los mismos tipos celulares en diferentes condiciones de
tratamiento. Por esta razdn, las muestras primarias de Célula No.
1 y Célula No. 2 se

analizan en mezclas de 1iTRAQ separadas. Para facilitar la
comparacién de la expresidén proteica en las muestras de Célula
No. 1 con respecto a la Célula No. 2, se analizan muestras QCP
universales en las "ranuras de iTRAQ" disponibles no ocupadas por
muestras QC primarias o de linea celular espécifica (QC1l y QC2).
En la presente se proporciona una descripcﬁén general breve de
los procedimientos de laboratorio empleados.

A. Extraccién de proteinas a partir de muestras de

sobrenadante celular

Para muestras de sobrenadante celular (CSN), las proteinas del
medio de cultivo estéan presentes en gran e%ceso con respecto a
las proteinas secretadas por las células; cultivadas. En un
intento por reducir este antecedentes, ‘se implementd una
reduccidén de proteina abundante por anticipado. Dado que no
existen disponibles columnas de afinidad especificas para
proteinas séricas de bovino ni caballo, se usdé una columna de
anti-IgY¥l4 humana. Aunque estos anticuerpo% se dirigen contra

proteinas humanas, la amplia especificidad Eroporcionada por la
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naturaleza policlonal de los anticuerpos se anticipé para lograr

.z z ] » |
la reduccién de las proteinas bovinas y equinas presentes en los

i

medios de cultivo celular que se usaron.

|

Se cargd una alicuota de 200p del material de CSN QC en una
\

columna de reduccién de IgYld de 10 mL antes del inicio del

|
estudio para determinar la concentracién proteic? total (ensayo
con &cido bicinconinico (BCA)) en el materia} de flujo. A
continuacién se selecciond el volumen de carga para lograr una
fraccién reducida que contuviese aproximadamente 40 ug de

proteina total.

B. Extracciéon de proteinas a partir de granulados

celulares

Se lisdé una alicuota de Célula No. 1 y Célula No. 2 en la
<

solucidén amortiguadora de lisis "esténdar" usada para el andlisis

1
de las muestras de tejido en BGM, y se determindé el contenido
1

total de proteina mediante el ensayo BCA. Luego de establecer el
|

contenido proteico de estos lisados celulares representativos,
i

todas las muestras de granulado celular (incluigas las muestras
QC descritas en la Seccién 1.1) se procesaron hasta obtener
lisados celulares. Cantidades de lisado de aproximadamente 40 pg

de proteina total se hicieron avanzar en el flujo de proceso.

C. Preparacién de muestras para espectrometria de masas

La preparacién de muestras sigue los procedimientos de operacién
estandares y constituyen los siguientes: |

*Reduccién y alquilacién de proteinas
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]
*Limpieza de proteinas en columna de fas% inversa (solo

\
granulados celulares) i
*Digestidn con tripsina

*Btiquetado con iTRAQ

*Cromatografia de intercambio catidénico intenso| - recoleccidn de
seis fracciones (sistema Agilent 1200)

*Fraccionamiento mediante HPLC y manchado en placas MALDI

(sistema Dicnex Ultimate3000/Probot)

D. MALDI MS y MS/MS

La HPLC-MS generalmente emplea estrategias de ES# MS/MS en linea.
BG Medicine usa una plataforma LC-MALDI MS/MS féera de linea que
resulta en una mejor concordancia de conjunios de proteina
observados en las muestras primarias sin la necesidad de inyectar
la misma muestra miltiples veces. Luego de la primera recoleccién
de datos en todas las mezclas 1TRAQ, dado que las fracciones de
péptidos se retuvieron en las placas MALDI objetivo, las muestras
pueden analizarse una segunda vez usando un patrén de adquisicidn
MS/MS dirigido derivado del conocimiento obtenido durante la
primera adquisicién. De esta forma, se logra ia frecuencia de
observacién maxima para todas las proteinas identificadas
(idealmente, cada proteina deberia medirse en cada mezcla iTRAQ) .

E. Procesamiento de datos

Los proceso de procesamiento de datos dentro del: flujo de trabajo
de BGM Proteomics pueden separarse en los procedimientos tales

como identificacién y cuantificacidén preliminar  de péptidos que
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se completan para cada mezcla iTRAQ individuélmente (Seccidn
1.5.1) y aquellos procesos (Seccién 1.5.2) talestcomo atribucién
final de péptidos a proteinas vy cuantificécién final de
proteinas, que no se completan hasta que no lse completa 1la
adquisicién de datos para el proyecto.

Las principales etapas de procesamiento de datos dentro del flujo
de trabajo de BGM Proteomics son:

*Identificacién de péptidos usando el buscador de base de datos

Mascot (Matrix Sciences)

*Validacién interna autcmatizada de Mascot IDs ;

sCuantificacién de péptidos y cuantificacién ' preliminar de

proteinas 1

*Depuracién por experto de conjunto de datos final
|
sAtribucién final de péptidos de cada mezcla en un conjunto

comin de proteinas usando la herramienta PVT automatizada

*Eliminacién de valores atipicos y cuantificacién final de

proteinas 5

(1) Procesamiento de datos de mezclas iTRAQ individuéles

A medida que cada mezcla iTRAQ se procesa a través. del flujo de

trabajo los espectros MS/MS se analizan usando ' herramientas
informaticas BGM patentadas para identificaciones de péptidos y
proteinas, asi como una evaluacidén inicial de la iﬁformacién de

I
cuantificacién. En base a los resultados de este andlisis

preliminar, la calidad del flujo de trabajo para cada muestra

primaria en la mezcla se juzga con respecto a un 'conjunto de
i

i
1
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métricas de rendimiento de BGM. Si una muestra dada (ojmezcla) no
aprueba las métricas de rendimiento minimas especificadas, y
existe material adicional disponible, dicha muestra sé repite en
su totalidad y son los datos de esta segunda implemeﬁtacién del
flujo de trabajo los que se incorporan en el conjunﬁo de datos
final.

(ii) Identificacién de péptidos

Los espectros de MS/MS se sometieron a busqueda con réspecto a la
base de datos de secuencias proteicas Uniprot éue contenia
secuencia humanas, bovinas y egquinas incrementa&as mediante
secuencia contaminantes comunes tales como tripsina;porcina. Los
detalles de los pardmetros de busqueda Mascot, inclﬁida la lista
completa de modificaciones, se muestran en la Tabla ?.

Tabla 3: Parametros de biisqueda Mascot !

Tolerancia de la masa 100 ppm :

del precursor

Tolerancia de la masa 0,4 Da

del fragmento

Modificaciones variables ITRAQ8 extremo N ITRAQ8 lisina

Cys carbamidometii Pyro-Glu

(extremo N) f

Pyro-Carbamidometil Cys
(extremo N) Desamidacién (solo

N) Oxidacién (M) i

/6L



10

15

/65

158
Especificidad enzimatica Completamenteitriptica
Cantidad de sitios 2
tripticos perdidos
permitidos
Rango peptidico 1
considerado

Después de finalizada la blUsqueda Mascot, se usa un procedimiento
de autovalidacidén para promover (es décﬁr, validar) las
coincidencias peptidicas especificas de Mascot.%La diferenciacién
entre coincidencias validas vy no validas se b%sa en el puntaje.
Mascot alcanzado con respecto al puntaje Masc%t esperado y la
diferencia entre los puntajes de Mascot de péptidos de Rango 1 vy
péptidos de Rango 2. Los criterios exigidos para%la validacién se
suavizan un tanto si el péptido es uno de los vaﬁios coincidentes
con una Unica proteina en el mezcla iTRAQ o siiel péptido esté
presente en un catdlogo de péptidos validados anté?iormente.

(1ii) Cuantificacién de péptidos y proteinas ‘

El conjunto de péptidos validados para cada nez%la se utiliza
para calcular las métricas de cuantificacidén prot%ica preliminar
para cada mezcla. Las relaciones de 1los péptido% se calculan

dividiendo el &rea pico de la etiqueta iTRAQ (es décir, m/z 114,

115, 116, 118, 119 o 121) para cada péptido vali@ado entre la

1
!
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i
mejor representacidén del drea pico de la agrupacién de referencia
(QC1 o QC2). Esta area de pico es el promedio de los picos 113 y
117 siempre que ambas muestras aprueben los criterios de
aceptacién QC. Las relaciones de proteina pLeliminares se
determinan calculando la relacién media de todos los péptidos
validados Mutiles" que coinciden con dicha proteina. Los péptidos
"atiles" se etiquetan completamente con iTRAQ (todés los extremos
N se etiquetan con Lisina o PiroGlu) y se etiquetaﬁ completamente
t
con Cisteina (por ejemplo., todos los residuos Cys se alguilan
con Carbamidometil o Pyro-cmc en el extremo N). 1
(iv) Procesamiento de posadquisicién
Una vez que todas las pasadas de adquisicién de gatos MS/MS se
completan para cada mezcla en el proyecto, los daFos se recogen
usando las tres etapas mencionadas a continuacién due tienen como
fin facilitar que los resultados para cada muestta primaria se
comparen de forma simple y significativa con los de.otra.
(v) Atribucidn global de secuencias peptidicas a prgteinas
La distribucién final de secuencias peptidicas E numeros de
acceso a proteinas se lleva a cabo a través ae la Protein
Validation Tool (PVI) (Herramienta de validacﬁén proteica)
patentada. El procedimientc PVT determina el nejdr conjunto de
proteina no redundante minimo para describir la coleccién entera
de péptidos identificados en el proyecto. |Este es un
procedimiento automatizado que ha sido optimizado para manipular

|

datos de una taxonomia homogénea.
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las atribuciones de proteinas para los experimentos con
|

sobrenadante se depuraron manualmente para , tratar 1las
complejidades de taxonomias mixtas en la base de datos. Dado que
el paradigma automatizado no es valido para cultivos celulares

cultivados en medios complementados con suero bovino.y equino, se

necesita depuracién manual extensiva para minimizar la ambigiiedad
de la fuente de cualquier proteina dada.

(vi) Normalizacién de relaciones peptidicas

Las relaciones peptidicas para cada muéstra se norma#izan en base
al método de Vandesompele et al. Genome Biology, 2002, 3(7),
research 0034.1-11. Este procedimiento se aplica sol%mente a las

mediciones de granulado celular. Para las muestras de

(
sobrenadante,
|

los datos cuantitativos no se normalizan teniendo en cuenta que
|

la mayor contribucidén a las identificacién de péptidos viene de
I

los mediocs. i

(vii) Calculo final de relaciones proteicas
1

Se utiliza un procedimiento de eliminacién de valores atipicos

{
estadistica estandar para eliminar los valores atipicos alrededor
{

de cada relacién media de proteinas, mas alld del nivel 1,96 o
|

en el conjunto de datos transformado por logaritmo., Luego del

proceso de eliminacién, el conjunto final de relaciones proteicas

se (vuelve a) calcula. |

VI. Marcadores de la invencién y usos de los mismos
i

|
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La presente invencién se basa, al menos en‘ parte, en la
identificacidén de nuevos biomarcadores que se ‘Iasocian con un
sistema bioldégico, tal como un proceso de enfermedad o respuesta
de una sistema bioldgico a una perturbacién, tal como una agente
terapéutico.

En especialO, la invencién se refiere a marcadores (de aqui en
adelante ™marcadores" o "marcadores de la invencidén"), que se
describen en los ejemplos. La invencidén progorciona acidos
nucleicos y proteinas que se codifican o corr;esponden a los
marcadores (de aqul en adelante "acidos nucleicos'| marcadores" y

"proteinas marcadoras" respectivamente). Estos 'imarcadores son

particularmente uUtiles para el diagndsticos de enfermedades;
|

prondéstico de enfermedades; desarrollo de objetivos de farmacos
|

para varias enfermedades; deteccién de la presencia de toxicidad,

|
preferiblemente toxicidad inducida por farmacos, por ejemplo,

|
cardiotoxicidad; identificar un agente que provoca o estd en

1
riesgo de provocar toxicidad; identificar un agente que puede

reducir o prevenir la toxicidad inducida por férmiacos; aliviar,
reducir o prevenir la cardiotoxicidad inducida p‘_or farmaco; e
identificar marcadores predictores de cardiotoxic';idad inducida
por farmacos. '

Un "marcador" es un gen cuyo nivel de expresién alterado en un
tejido o célula con respecto a su nivel de expresiéﬁ en tejidos o
células normales o sanos sSe asocia con un estado 1de enfermedad

tal como cancer, diabetes, obesidad, enfermedad cardiovascular o
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un estado de toxicidad, tal como toxicidad inducida%por farmaco,

por ejemplo, cardiotoxicidad. Un "acido nucleico n@icadores" es
un Aacido nucleico (por ejemplo, ARNm, ADNc) cbdificado o)
correspondiente a un marcador de la invencidn. Dychos acidos
nucleicos .marcadores incluyen ADN (por ejemplo,a ADNc) que

comprende la secuencia total o parcial de cualquiera de los genes

que son marcadores de la invencién o el complemenﬁp de dicha
secuencia. Los expertos en la técnica conocen dichas sécuencias y
se pueden encontrar, por ejemplo, en el sitio web pubmed
gubernamental de NIH. Los &cidos nucleicos marcador%s también

incluyen ARNque comprende la secuencia .total o parcial de

[

cualquier a de los marcadores génicos de la invencién o el

complemento de dicha secuencia, en todos los residuos de timidina

se reemplazan por residuos de uridina. Una "proteina marcadora"

es una proteina codificada o correspondiente a un marcador de la
|

invencién. Una proteina marcadora comprende la secuencig total o
parcial de cualquiera de las proteinas marcadoraé de la
invencién. Los expertos en la técnica conocen dichas secpencias y
se pueden encontrar, por ejemplo, en el sitio we$ pubmed
gubernamental de NIH. Los términos "proteina" y "polipéétido" se
usan de forma intercambiable. ‘

Un fluido corporal "asociado con un estado de enfermedad o estado
toéxico" es un fluido que, cuando estd en el cuerpo del péciente,

hace contacto o pasa a través de las células de sarcoma o hacia

las células o proteinas cubiertas por células de sarcoma que es
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capaz de pasar. Los fluidos corporales asociados con jun estado de
enfermedad o estado téxico ejemplares incluyen fluidos corporales
(por ejemplo sangre completa, suero sanguineo, sangﬁe de la que
se retiraron las plaquetas) y se describen en mas detalle a
continuacién. Los fluidos corporales asociados con Tn estado de
enfermedad o estado téxico no se limitan a sangre completa,
sangre de la que se retiraron las plaquetas, linfa, fluido
prostatico, orina y semen.

El nivel de expresién "normal” de un marcador es ;l nivel de
expresién del marcador en células de un sujeto humang o paciente
que no padece un estado de enfermedad o un estado de toxicidad.
Una "sobreexpresidn" o "nivel de expresién mas élto" de un
marcador se refiere a un nivel de expresién en ung muestra de
prueba que es mayor que el error estandar del enséyo empleado
para evaluar la expresién, y es preferiblemente al mehos el doble
y mas preferiblemente tres, cuatro, cinco, seis, #iete, ocho,
nueve o diez veces mayor que el nivel de expresién del marcador
en una muestra testigo (por ejemplo, muestra de un §ujetos sano

que no tiene el marcador asociado con un estado de enfermedad o

un estado de toxicidad, por ejemplo, céancer, diabeteﬁ, obesidad,

enfermedad cardiovascular y cardiotoxicidad) y preferiblemente,
el nivel de expresién promedio del marcador en varias muestras
testigo.

Un "nivel de expresién mas bajo" de un marcador se refiere a un

J

nivel de expresién en una muestra de prueba que al menos el doble
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y mas preferiblemente tres, cuatro, cinco,] seis, siete, ocho,
nueve o© diez veces mas bajo que el nivei de expresidén del
marcador en una muestra testigo (por ejemﬁlo, muestra de un
sujetos sano que no tiene el marcador asociaao con un estado .de
enfermedad o© un estado de toxicidad, _poﬁ ejemplo, céancer,
diabetes, obesidad, enfermedad cardiovascularly cardiotoxicidad)
y preferiblemente, el nivel de ex@resién promedio del marcador en
varias muestras testigo.

Un "peolinucleétido transcrito" o "transcrito ﬁpcleotidico" es un
polinucleétido (por ejemplo, un ARNm, ARNnh, uﬁADNc o un analogo
de dicho ARN o ADNc) que escomplementario u hémélogo con todo o
una porcién de un ARNm maduro hecho mediante tfanscripcién de un
marcador de la invencién vy procesamiento postranscripcional
normal (por ejemplo, empalme), si lo hay, del tﬁanscrito de ARN y
transcripcidén inversa del transcrito de ARN.

"Complementario" se refiere al concepﬁo amplio de
complementariedad secuencial entre regiones dé dos hebras de
acido nucleico o entre dos regiones de la ndsmé hebra de é&cido
nucleico. Se sabe que un residuo de adenina de una primera regién
de &cido nucleico es capaz de formar enlaces de hidrégeno
especificos ("pares de bases") con un residuo }de una segunda
regién de &cido nucleico que es antiparalela a l% primera regidn
si el residuo es timina o uracilo. De forma simil%r, se sabe que
un residuo de citosina de una primera hebra de écédo nucleico es

capaz de formar pares de bases con un residuo de una segunda

1
I
!
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[

hebra de &cido nucleico que es antiparalela?a la primera hebra si
el residuo es guanina. Una primera regidén deé un &cido nucleico es
‘
complementaria a una segunda regidn del mismo o un acido nucleico
diferente si, cuando 1las dos regiones sé disponen de forma
antiparalela, al menos un residuo nucleoﬁidico de la primera
regién es capaz de formar un par de bases 'con un residuo de la
sequnda regidén. Preferiblemente, la primera:regién comprende una
primera porcién y la segunda regidn coﬁprende una segunda

e . | .
porcidén, por las cuales, cuando las primera y segunda porciones
1

se disponen de forma antiparalela, al menos 'aproximadamente 50%,

I
Q.

y preferiblemente al menos aproximadamente 75%, al menos

aproximadamente 90%, o© al menos aproxima@amente 95% de los

residuos nucleotidicos de 1la primera porcién son capaces de
! .

formar pares de bases con los residuos @ucleotidicos en la

segunda porcién. MAs preferiblemente, tgdos los residuos

nucleotidica de la primera porcién son capaces de formar pares de
‘

bases con residuos nucleotidicos en la segunda porcién.

"Homblogo" tal como se usa en la presenteL se refiere a la

similitud de secuencia de nuceldtidos entreldos regiones de la

misma hebra de 4acido nucleico o entre regionés de dos hebras de
‘

acido nucleico diferentes. Cuando una posicién de residuo

nucleotidico en ambas regiones estd ocupada pér el mismo residuo

nucleotidico, entonces las regiones son h?mélogas en dicha

posicién. Una primera regidén es homdloga con una segunda regidn

si al menos una posicién de residuo nucleotidico de cada regidén
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estd ocupada por el mismo residuo. La homologia entre dos
regiones se expresa en términos de la proporcién de posiciones de

|
residuos nucleotidicos de las dos regiones que estan ocupadas por

el mismo residuo nucleotidico. A modo de ejemplod una regidén que
tiene la secuencia de nucledtidos 5'-ATTGCC-3' y una regidén que
tiene la secuencia de nucledtidos 5'-TATGGC-3' comparten un 50%
de homologia. Preferiblemente, la primera regién comprende una
primera porcién y la segunda regidén comprenae una segunda

: |
porcidén, por las cuales, al menos aproximadamente 50%, vy
|

preferiblemente al menos aproximadamente  75%, al menos
|

aproximadamente 90%, o al menos aproximadameﬁte 95% de las

posicionesde residuos nucleotidicos de cada una de las-porciones

estan ocupadas por el mismo residuo nuéleotidico. Més

. L . -
preferiblemente, todas las posiciones de residuos nucleotidicos

{
de cada una de las porciones estén ocupadas por el mismo residuo
i

nucleotidico.
|

"Proteinas de la invencidén" abarca proteinés marcadoras Yy
fragmentos de las mismas; variantes de proteinasimarcadoras y sus

fragmentos; péptidos y polipéptidos que comprenden al menos un

P . 1 .
segmentc de 15 aminodcidos de una proteina marcadora o variante

l
de proteina marcadora; y proteinas de fusién que comprenden un

una proteina marcadora o variante de proteinainarcadora, O un

segmento de al menos 15 aminoacidos de una proteina marcadora o

variante de proteina marcadora. |
|
i
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La invencién ademds proporciona anticuérpos, derivados de
anticuerpos y  fragmentos de anticuerpos que se unen
especificamente con las proteinas marcadoreé y fragmentos de las
proteinas marcadoras de la presente invencién. A menos que se
especifique los contrario en la pres;ente, los términos
"anticuerpo” y "anticuerpos™ abarcan ampliamente formar de
anticuerpos de origen natural (por ejemplo, IgG, IgA, IgM, IgE) y
anticuerpos recombinantes tales como anticujerpos monocatenarios,
anticuerpos quiméricos Y% humanizado§ y anticuerpos
multiespecificos, asi como fragmentos y derivados de todos los
precedentes, cuyos fragmentos y derivados tienen al menos un
sitio de unidén antigénico. Los derivados ic:le anticuerpos puede
comprender una proteina o resto quimico conjugado con un
anticuerpo.

En ciertas realizaciones, los marcadores de la invencidén incluyen
uno © mids genes (o0 proteinas) seleccionados del grupo dque
consiste en HSPA8, FINB, PARK7, HSPA1A/HSPAIB, ST13, TUBB3, MIF,
KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, HNRNPC, CKAP4,
HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, ATP5A1, CANX, GRP78, GRP75, TIMP1,
PTX3, HSP76, PDIA4, PDIAl, CA2Dl, GPATl 'y TAZ. En algunas
realizaciones, los marcadores son una combinacién de al menos
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once,
doce, trece, catorce, quince, dieciséis, di‘;ecisiete, dieciocho,
diecinueve, veinte, veinticinco, treinta o i&“néls de los genes (o

proteinas) precedentes. Todos los valores présentados en la lista

'

[72
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precedente también pueden ser los limites superiores o inferiores
de rangos, que se pretenden que sean parte de esta invencidén, por
ejemplo, entre 1 vy 5, 1y 10, 1y 20, 1y 30, 2y 5, 2y 10, 5y
10, 1 y 20, 5y 20, 10 y 20, 10 y 25, 10 y 30 de los genes (o
proteinas) precedentes.

En una realizacidén, los marcadores de la invencidén son genes o
proteinas asociados o que participan en el cancer. Dichos genes o
proteinas que participan en el cancer incluyen, por ejemplo,
HSPA8, FINB, PARK7, HSPA1A/HSPAl1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS,
LGALS1l, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, HNRNPC, CKAP4, HSPA9,PARPI,
HADHA, PHB2, ATP5Al, y/o CANX. En algunas réalizaciones, los
marcadores de la invencidn son una combinacidén |de al menos dos,
tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce,
trece, catorce, quince, dieciséis, diecisiete, dieciocho,

diecinueve, veinte o mds de los genes (0 proteinas) precedentes.

Todos los wvalores presentados en la lista p;ecedente también
pueden ser los limites superiores o inferiores de rangos, que se
pretenden que sean parte de esta invencidn, por ejemplo, entre 1
y5 1y10, 1y 20, 1y 30, 2y5, 2y 10, 5y 10, 1y 20, Sy
20, 10 y 20, 10 y 25, 10 y 30 de los genes (o proteinas)
precedentes.

En una realizacidén, los marcadores de la invencidn son genes ©
proteinas asociados o que participan en la toxicidad inducida por

fédrmacos. Dichos genes o proteinas que participa@ en la toxicidad

inducida por farmacos incluyen, por ejemplo, GRP?8, GRP75, TIMP1,

/7%
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l

I

PTX3, HSP76, PDIA4, PDIAl, CA2Dl, GPAT1 y/o TAZ. En algunas
realizaciones, los marcadores de la invenciéﬁ son una combinacién
de al mencs dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
diez de los genes (o proteinas) precedente%. Todos los wvalores
presentados en la lista precedente también pueden ser los limites
superiores o inferiores de rangos, que segjpretenden. que sean
parte de esta invencidn, por ejemplo, entre 1 y 5, 1 y 10, 1 vy
20, 1y 30, 2y 5 2y 10, 5y 10, 1y 20, % y 20, 10 y 20, 10 y

25, 10 y 30 de los genes (o proteinas) precedentes.

A. Marcadores asociados con cardiotoxﬂcidad

La presente invencién se basa, al menos en parte, en la
identificacidén de biomarcadores nuevos qué; se asocian con la
cardiotoxicidad inducida por farmacos. La invencién se basa
adicionalmente, al menos en parte, en el deséubrimiento de que la
Coenzima Q10 es capaz de reducir o prevenir la cardiotoxicidad
inducida por farmacos.

Por consiguiente, la invencién proporéiona métodos para
identificar un agente que provoca o esta en riesgo de provocar
toxicidad. En una realizacidn, el agente es ﬂna farmaco o farmaco
candidato. En una realizacidn, la toxicidad es toxicidad inducida

!

por farmacos, por ejemplo, cardiotoxicidad. En una realizacién,
el agente es un farmaco o farmaco candidato para tratar la
diabetes, obesidad o un trastorno cardiovascular. En estos

métodos, se evalia la cantidad |de uno o mas

biomarcadores/proteinas en un par de muestras (una primera
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muestra no sometida al tratamiento con farmaco y una segunda

muestra sometida al tratamiento con farmaco). Una modulacidn en

el nivel de expresién de los uno o mas bicmarcadores en la

|
segunda muestra en comparacién con la primera muestra es una

indicacién de que el farmaco provoca o estd en riesgo de provocar
|

toxicidad inducida por féarmaco, por ejemplo,“ cardictoxicidad. En
una realizacidén, los uno o mas biomarcadores ;se

seleccionan del grupo que consiste en GRP78,; GRP75, TIMP1l, PTX3,
HSP76, PDIA4, PDIAl, CA2D1, GPAT1 vy TAZ.E‘ Los métodos de 1la
presente invencién pueden ponerse en précti‘ga conjuntamente con

|
cualquier otro método usado por un médico experto para
1

identificar un farmmaco en riesgo de provocar cardiotoxocidad
|

inducida por farmaco.

Por consiguiente, en un aspecto, la invencién proporciona un
método para identificar un farmaco que provdca o0 estd en riesgo
de provocar toxicidad inducida por férmaco (por ejemplo,

cardiotoxicidad), que comprende: comparar‘, (1) el nivel de

|
expresién de uno o mas biomarcadores presentes en una primera
{

muestra celular obtenida antes del tratamiento con el féarmaco;
{

con (ii) el nivel de expresidn de uno o'! mas bilomarcadores

presentes en una segunda muestra celular obtenida después del
tratamiento con el farmaco; en donde los uno ‘o mis biomarcadores
se seleccionan del grupo que consiste en GP'I\P78, GRP75, TIMP1,

PTX3, HSP76, PDIA4, PDIAl, CA2D1, GPATI1 yl, TAZ; en donde la

|
modulacién en el nivel de expresidén de uno o mads bicmarcadores en

!
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la segunda muestra en comparacién con la primera muestra es una
i
indicacién de que el farmaco provoca o estd en riesgo de provocar

toxicidad inducida por farmaco (por ejemplo, cardiotoxicidad).

En una realizacién, la toxicidad inducida por farmaco es

cardiotoxicidad inducida por farmaco. En una realizacién, las

células son células del sistema cardiovascular, por ejemplo,
|
cardiomiocitos. En una realizacién, las células son

cardiomiocitos diabéticos. En una realizacidn, el farmaco es un
farmaco o farmaco candidato para tratar la diabetes, obesidad o

una enfermedad cardiovascular.

i

. . v . . !
En una realizacidén, la meodulacién (por ejemplo, un aumento o
disminucién) en el nivel de expresién de uno, dos, tres, cuatro,

cinco, seils, siete, ocho, nueve o todos los diez biomarcadores

seleccionados del grupo que consiste en GRP78, GRP75, TIMPL,

PTX3, HSP76, PDIA4, PDIAl, CA2D1, GPAT1 y TAZ en la segunda

muestra en comparacién con la primera muestra es una indicacién

de que el farmaco provoca o estd en riesgo de provocar toxicidad
|

inducida por farmaco.

Los métodos para identificar un agente dque puede reducir p
prevenir la toxicidad inducida por férméco también se
proporcionan en la invencién. En una realizacibn, la toxicidad
inducida por férmaco es cardiotoxicidad. En un% realizacién, el
farmaco es un farmaco o fammaco candidato 'para tratar la

|

diabetes, obesidad o un trastorno cardiovascular. En estos

métodos, se evalta la cantidad de uno o méds bilomdrcadores en tres
]
|

[
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muestras (una primera muestra no sometida al tratamiento con
fadrmaco, una segunda muestra sometida al tratamiento con el
fdrmaco y una tercera muestra sometida al tratamiento con el
farmaco y al agente). Aproximadamente el mismo nivel de expresién

de los uno © mas biomarcadores en la t?rcera muestra en

. . oo Ny
comparacidén con la primera muestra es una indicacién de que el

agente puede reducir o prevenir la toxicidad inducida por
fédrmaco, por ejemplo,cardiotoxicidad inducida por farmaco. En una
realizacidén, los uno o mas bicmarcadores se seleccionan del grupo
que consiste en GRP78, GRP75, TIMP1l, PTX3, HSP76, PDIA4, PDIAl,
CA2D1, GPAT1 y TAZ.

Usando los métodos descritos en la presente, se puede someter a
deteccidén una variedad de moléculas, particdlarmente incluidas
moléculas suficientemente pequefias para ser capaces de cruzar la
membrana celular, a efecto de identificar moléculas que modulan,
por ejemplo, aumentan o disminuyen la expresién y/o actividad de

|

un marcador de la invencidén. Los compuestos identificados de esta

forma pueden proporcionarse a un sujeto a efectos de reducir,

aliviar o prevenir la toxicidad inducida por farmaco en el

sujeto.
Por consiguiente, en otro aspecto, la invencién proporciona un
método para identificar un agente que puede reducir o prevenir la
toxicidad inducida por farmaco, que comprendeQ (1) determinar el

nivel de expresién de uno o mas biomarcadores presentes en una

primera muestra celular obtenida antes del ﬁratamiento con un

[ 77
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\
fédrmaco que induce la toxicidad; (ii) determinar el nivel de

expresidn de unc o mas biomarcadores presentes en u"na segunda
muestra celular obtenida luego del tratamiento con el flérmaco que
induce la toxicidad; (iil) determinar el nivel de ex‘presic’m de
uno o mas biomarcadores presentes en una tercera muest‘ra celular
obtenida después del tratamiento con el farmaco que 'induce 1la
toxicidad y el agente; y (iv) comparar el nivel de expresién de
los uno o més bicmarcadores presentes en la tercera muestra con
la primera muestra; en donde el uno mas biomarcédores se
seleccionan del grupo que consiste en GRP78, GRP75, TIMPl, PTX3,
HSP76, PDIA4, PDIAl, CA2D1l, GPAT1 vy TAZ; y en donde
aproximadamente el mismo nivel de expresidén de los Wo O mas
marcadores en la tercera muestra en comparacidn con l"a primera
muestra es una indicacién de que el agente puede :lreducir o
prevenir la toxicidad inducida por farmaco.

En una realizacidén, la toxicidad inducida por farmaco es
1

cardiotoxicidad inducida por farmaco. En una realizacién, las
|

células son células del sistema cardiovascular, por' ejemplo,
|
cardiomiocitos. En una realizacidn, las células son

|
cardiomiocitos diabéticos. En una realizacién, el farmaco es un
|
farmaco o farmaco candidato para tratar la diabetes, obesidad o
. |
una enfermedad cardiovascular.
En una realizacidn, aproximadamente el mismo nivel de expresidn
de uno, dos, tres, cuatro, cinco, sels, siete, ocho,'g nueve O

todos los diez biomarcadores seleccionados del grupo que! consiste
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en GRP78, GRP75, TIMPl, PTX3, HSP76, PDIA4, PDiAl, CAZD1, GPAT1 y
TAZ en la tercera muestra en comparacidn con ia primera muestra
es una indicacién de que el agente puede reducir o provocar la
toxicidad inducida por farmaco.

La invencidén ademds proporciona métodos para aliviar, reducir o
prevenir la cardiotoxicidad inducida por férmacé en un sujeto que
los necesita, que comprenden administrar al un sujeto (por

ejemplo, un mamifero, un humano o un animal no humanc) un agente

!

identificado mediante los métodos de deteccidn proporcionados en

i

la presente, reduciendo o previniendo asi 1la cardiotoxicidad

[

inducida por farmaco en el sujeto. En una realizacidén, el agente
se administra a un sujeto que ya ha sido tratadb con un farmaco
que 1induce cardiotoxicidad. En una realizaciéﬁ, el agente se
administra a un sujeto al mismo tiempo que el tfatamiento de un

sujeto con un farmaco que 1induce cardiotoxicidad. En una
-

realizacién, el agente se administra a un sujeto antes del

tratamiento del sujeto con un farmaco que induce cardiotoxicidad.
La invencidén ademds proporciona métodos para aliviar, reducir o
prevenir la cardiotoxicidad inducida por farmaco én un sujeto que
los necesita, que comprenden administrar Coenzima QlO a un sujeto
(por ejemplo, un mamifero, un humano o un animél no humano),

reduciendo © previniendo asi la cardiotoxicidad inducida por
farmaco en el sujeto. En una realizacién, 1la Céenzina. Q10 se
administra a un sujeto que ya ha sido tratado con:un farmaco que
{
induce cardiotoxicidad. En una realizacidén, la Coenzima Q10 se
{
|

[FS
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{
administra a un sujeto al mismo tiempo que el tratamiento del

|
sujeto con un fadrmaco que induce la cardiotoxicidad. En una
|

realizacién, la Coenzima Q10 se administra a un sujeto antes del

tratamiento del sujeto con un farmaco que induce la
. . . . o .
cardiotoxicidad. En una realizacidén, la cardiotoxicidad se asocia
|

con la modulacién de la expresidén de uno, dos,' tres, cuatro,

cinco, seils, siete, ocho, nueve o todos los diez biomarcadores

seleccionados del grupo que consiste en GRP78, GRP75, TIMP1,

PTX3, HSP76, PDIA4, PDIAl, CA2Dl, GPAT1 y TAZ. Todos los valores

presentados en la lista precedente también pueden ser el limite

superior o inferior de rangos, que se pretende que sean parte de

|

la presente invencién, por ejemplo, entre 1 y 5, 11y 10, 2y 5, 2
y 10 0 5 y 10 de los genes (o proteinas) precedente%.

La invencidén ademds proporciona biocmarcadores (por ejemplo, genes

y/0 proteinas) que son Utiles como marcadores predictores para la

cardiotoxicidad, por ejemplo, cardiotoxicidad ‘inducida por
{

farmaco. Estos biomarcadores incluyen GRP78, GRP75, TIMP1, PTX3,
{

HSP76, PDIA4, PDIAl, CA2D1, GPAT1 y TAZ. Sin embargo, el experto

en la técnica serd capaz de identificar biomarcadorés predictivos
l

adicicnales de cardiotoxicidad inducida por férmaco' empleado los

métodos descritos en la presente, por ejemplo, llevar a cabo los
métodos descritos en el FEjemplo 3, pero usando un farmaco

diferente conocido por inducir cardiotoxicidad. Los biomarcadores

|
de cardiotoxicidad inducida por farmaco de la invencidn se

describen en mas detalle a continuacidn.

| §2
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i
GRP78 y GRP75 también se denominan proteinas de respuesta a
glucosa. Estas proteinas se asocian con el estrés del reticulo
endo/sarcoplasmético (estrés de ER) de cardiomiocitos. SERCA, o
\
ATPasa de calcio del reticulo sarcoendoplasmatico, regﬁla la
homeostasis de Ca2+ en las células cardiacos. Cualquier
interrupcién de estas ATPasas puede conducir a una disfuncién
cardiaca y a insuficiencia cardiaca. En base a los{ datos

proporcionados en la presente, GRP75 y GRP78 los bordes alrededor

' ' ' ' ' v '
de los mismos son nuevos predictores de cardiotoxicidad inducida

por férmaco.

TIMPl, también denominada inhibidor de metaloproteasa TIMP 1,
participa en la remodelacién de la matriz celular extra en
asociacién con MMP. lLa expresién de TIMP1 se correlaciona Lon la
fibrosis del corazén y la hipoxia de células endoteliales
vasculares también induce la expresidén de TIMPl. En base a los
datos proporcionados en la presente, TIMPl es un nuevo preéictor
de cardiotoxicidad inducida por farmaco.

PTX3, también denominado Pentraxina 3, pertenece a las familia de
las proteinas C reactivas (CRP) y es un buen marcador Ae una
afeccidén inflamatoria del corazdn. Sin embargo, el PTIX3 en plasma
también podria ser representativo de respuesta inflamatoria
sistémica debido a sepsis u otras afecciones médicas. En pase a

los datos proporcicnados en la presente, PTX3 puede ser un nuevo

marcador de la funcidén cardiaca o} cardiotoxicidad.

1
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Adicionalmente, los bordes asociados con PTX 3 en la red podrian

formar un nuevo panel de bicmarcadores.

1

HSP76, también denominado HSPA6, solo se conoce como expresado en
células endoteliales y linfocitos B. No existe un papel conécido
para esta proteina en la funcién cardiaca. En base a los datos
proporcionados en la presente, HSP76 es un nuevo predictér de
cardiotoxicidad inducida por farmaco.

PDIA4, PDIAl, también denominados proteinas de 1la familia de

1

proteinas disulfuro isomerasa A, se asocian con la respueéta de
estrés de ER, al igual que GRP. No existe un papel conocido para
estas proteinas en la funcién cardiaca. En base a los  datos

. . |
proporcionados en la presente, estas proteinas puede ser nuevos
|

predictores de cardiotoxicidad inducida por farmaco. i

CA2D1 también denominada subunidad de canal de calcio depeddiente
!

del voltaje alfa 2/delta. La subunidad de canal de calcio

dependiente del voltaje alfa 2/delta regula la densidad'de la

|
corriente de calcio y la activacién/desactivacién de la cinética

del canal de calcio. CA2D1 tiene un papel importante 'en el
|
acoplamiento de excitacidén-contraccién en el corazén. No, existe

un papel conocido para esta proteina en la funcidédn cardiaca. En
{

base a los datos proporcionados en la presente, CA2D1 es un nuevo

predictor de cardiotoxicidad inducida por farmaco.

!
GPAT1 es wuna de cuatro 1isoformas de glicerol-3-fosfato
aciltransferasa conocidas, y se ubica en la membrana 'externa

i

mitocondrial, permitiendo la regulacién reciproca conc?rnitina



10

15

20

25

178

/&3

|

1
palmitoiltransferasa-1. GPAT1 se regula de forma 1ascendente
transcripcionalmente mediante insulina y SREBP-1c y se regula de
forma descendente intensamente mediante la proteina cinasa
activada por AMP, de forma consistente con su rol en la sintesis
de triacilglicerol. En base a los datos proporcionados en la
presente, GPAT1 es un nuevo predictor de cardiotoxicidad inducida
por farmaco.

TAZ, también denominado Tafazzina, se expresa altaménte en el
masculo cardiaco y esquelético. TAZ participa en el metabolismo
de cardiolipina y funciona como una fosfolipido-lisofosfolipido
transacilasa. La tafazzina es responsable por remodelan la
cardiolipina fosfolipidica (CL), el lipido distintivo de 1la
membrana interna mitocondrial. En base a los datos proﬁorcionados
en la presente, TAZ es un nuevo predictor de cardiotoxicidad
inducida por farmaco.

B. Marcadores asociados con el cancer

La presente invencién se basa, al menos en paﬁte, en la
identificacién de biomarcadores novedosos que estdn asociados con
el cancer. Dichos marcadores asociados con el cancer  incluyen,
por ejemplo, HSPA8, FILNB, PARK7, HSPAlA/HSPAlB, ST13, TﬁBB3, MIF,
KARS, NARS, LGALS1l, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, HNRNPC, CKAP4,
HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, ATP5Al, vy/o CANX. En algunas
realizaciones, los marcadores de la invencidén son una combinacidn

!

de al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, oc#o, nueve,
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diez, once, doce, trece, catorce, quince, dieciséis, d%ecisiete,
dieciocho, diecinueve, veinte y mids de los antemencionados

marcadores.

Por consiguiente, la invencién proporciona métodos para
identificar un agente que causa © estd en riesgo de causar
cancer. En una realizacidén, el agente es un farmaco o candidato a
,© mas

biomarcadores/proteinas en un par de muestras (una primera

farmaco. En estos métodos, la cantidad de uno

muestra sometida al tratamiento de farmaco y una segunda muestra
sometida al tratamiento de farmaco) se somete a anélisis. Una
modulacidén en el nivel de expresién del uno o mas biomarcadores
en la segunda muestra, comparado con la primera nmestﬁa, es un
indicador de que el farmaco causa o estd en riesgo de causar
cancer. En una realizacién, el uno o mas biomarca?ores se
seleccionan del grupo dque consiste en HSPAS, ELNB% PARK7,
HSPA1A/HSPA1B, STiB, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALSlT DDX17,
EIF5A, HSPAS, DHX9, HNRNPC, CKAP4, HSPAS, PARP], HADHA, PHBZ,
ATP5Al, y CANX. Los métodos de la presente invencién pueden
llevarse a cabo en conjunto con cualquier otro método Jsado por

el experto en la técnica para identificar un farmaco en riesgo de

causar cancer. : |

En un aspecto, la ihvencidén proporciona métodos para

analizar le eficacia de una terapia para tratar un cancer en un

/SY
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|
sujeto, el método comprende: comparar el nivel de expresién de

uno o mas marcadores presentes en una primera muestra obtenida de

un.sujeto antes de administrarle al menos una parte del régimen
|

de tratamiento al sujeto, donde el uno © mas marcadores se
selecciona del grupo que consiste en HSPA8, FINB, PARKY,
HSPA1A/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALSl, DDX17,
EIF5A, HSPA5, DHX9, HNRNPC, CKAP4, HSPAY9, PARPl, ﬁADHA, PHB2,
ATP5A]l y CANX; y el nivel de expresién del uno o néé marcadores

i
presentes en una segunda muestra obtenida de un sujeto después de

|
la administracién de al menos una parte del régimen de
: 1

tratamiento, donde una modulacién en el nivel de expresién del
1

uno o mas marcadores en la segunda muestra, comparado con la
{

primera muestra es un indicador de que la terapia es'eficaz para
|

el tratamiento del cancer en el sujeto. |

En una realizacidén, la muestra comprende; un fluido
obtenido del sujeto. En una realizacidén, el fluido sé selecciona
del grupo que consiste en fluidos sanguineos, vémifo, saliva,
linfa, fluido quistico, orina, fluidos recogidos dé un Jlavado
bronquial, fluidos recogidos del enjuague peritoneaﬂ y fluidos

ginecolégicos. En una realizacién, la muestra es una'!muestra de

<
sangre o un componente de esta.

1

En otra realizacidén, la muestra comprende un tejido o un
|

componente de este, obtenido del sujeto. En una realizacién, el
[

tejido se selecciona del grupo que consiste en oéseo, tejido
|
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conectivo, cartilago, pulmonar, hepatico, renal, tejido muscular,

cardiaco, pancredtico y cuténeo. |

En una realizacidén el sujeto es un ser humano.
|
En una realizacién, el nivel de expresidén del uno o mas
marcadores en la muestra bioldgica se de?ermina mediante el
andlisis de un polinucleétide transcripto o una porcién de este
i
en la muestra. En una realizacién, el andlisis del polinucledtido

transcripto comprende amplificar el polinucledtido transcripto.

En una realizacién, el nivel de expresidén del marcador en
el sujeto se determina mediante el andlisis de una proteina o una
porcidén de esta en la muestra. En una realizacidén, la proteina se
analiza usando un reactivo que se une especificamente con la

proteina.

En una realizacién, el nivel de expresién del uno o méas
marcadores en la muestra se determina usando una técnica que se

selecciona del grupo que consiste en reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), reaccién de amplificaciénL andlisis PCR de
transriptasa inversa, andlisis de polimorfismo de conformacién de
cadena simple (SSCpP) , deteccidn de ila escisién de

malapareamientos, analisis de heterodiplex, analisis de

transferencia Southern, andlisis de transferencia Northern,

[§&
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|

analisis de transferencia Western, hibridacién in situ, andlisis
de matrices, secuenciacidén de acido desoxirribonucleico, andlisis
de polimorfismo de la restriccién de la longitud del fragmento y

combinaciones o subcombinaciones de estos, de dicha mueéstra.

En una realizacién, el nivel de expresién del marcador en
la muestra se determina usando una técnica que se selecciona del
|

grupo dque consiste en inmunohistoquimica, inmunocitoquimica,

citometria de flujo, ELISA y espectrometria de masa.

En una realizacidén, se determina el nivel de expresidén de
una pluralidad de marcadores.

. i
En una realizacién, el sujeto se estd tratando con una

terapia que se selecciona del grupo que consiste en uA compuesto
influenciador ambiental, cirugia, radiaciédn, terapia! hormonal,
terapia de anticuerpos, terapia con factores de crecimiento,
citocinas, quimioterapia, terapia de células madre alogénicas. En
una realizacidén, el compuesto influenciador ambiental es una

molécula de la Coenzima Q10.

. . . L "
La invencidén proporciona adicionalmente métodos para
analizar si un sujeto que padece de cancer, el método comprende:
determinar el nivel de expresién de uno o mads marcadores

presentes en una muestra biolégica obtenida del sujeto) donde el
{

(&5
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uno o mds marcadores se selecciona del grupo que consiste en
HSPA8, FLNB, PARK7, HSPAIA/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS,
LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPAS5, DHX9, HNRNPC, CKAP4, HSPAY, PARPI,
HADHA, PHB2, ATPSAl y CANX; y comparar el nivel de expresién del
uno o mas marcadores presentes en la muestra bioldgica obtenida
del sujeto con el nivel de expresién del uno © mas marcadores
presentes en una muestra de control, donde una modulacidén en el
nivel de expresion del uno o mas marcadores en la muestra
biolégica obtenida del sujeto en relacidn con el nivel de
expresidén del uno o mas marcadores en la muestrq de control es un
indicador de que el sujeto padece de céncer, y se analiza de esta

manera si el sujeto padece de céancer.

En una realizacién, la muestra comprende un fluido
|

obtenido del sujeto. En una realizacién, el fluido se selecciona

del grupo que consiste en fluidos sanguineocs, vémito, saliva,

{

linfa, fluido quistico, orina, fluidos recogidos de un lavado

bronquial, fluidos recogidos del enjuague peritoneal y fluidos
|
ginecolégicos. En una realizacidén, la muestra es una muestra de

sangre ¢ un componente de esta.

|

En otra realizacién, la muestra comprende un tejido o un
|

componente de este, obtenido del sujeto. En una. realizacién, el
l

tejido se selecciona del grupo dque consiste en &seo, tejido
i

414
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|
conectivo, cartilago, pulmonar, hepatico, renal, tejido muscular,

cardiaco, pancreatico y cuténeo.
En una realizacidén el sujeto es un ser humano.

En una realizacidén, el nivel de expresién' del uno o mas

marcadores en la muestra biolégica se determina mediante el
|

andlisis de un polinucleétido transcripto o una porcién de este

en la muestra. En una realizacidén, el andlisis del polinucledtido

transcripto comprende amplificar el polinucledtido transcripto.

En una realizacidn, el nivel de expresién del marcador en
r . 13 7z 13 . ! z
el sujeto se determina mediante el andlisis de una' proteina © una
porcién de esta en la muestra. En una realizacidén, la proteina se
\

analiza usando un reactivo que se une especificamente con la

proteina.

En una realizacidén, el nivel de expresidén Idel uno o mas
marcadores en la muestra se determina usando una técnica que se
selecciona del grupo que consiste en reaccidén eﬂ cadena de la
polimerasa (PCR), reaccién de amplificacién, analisis PCR de

\

transriptasa inversa, analisis de polimorfismo de conformacidén de

. escisidn de
|

cadena simple (SSCP), deteccidn de la
malapareamientos, andlisis de  heterodiplex, analisis de

transferencia Southern, andlisis de +transferencia Northern,

155



10

15

20

25

185

andlisis de transferencia Western, hibridacién in situ, an&lisis
de matrices, secuenciacién de acido desoxirribonucleico, analisis
de polimorfismo de la restriccidén de la longitud del fragmento y

combinaciones o subcombinaciones de estos, de dicha muestra.

Fn una realizacidén, el nivel de expresidn del marcador en
la muestra se determina usando una técnica que se selecciona del
grupo que consiste en inmunohistoquimica, inmunocitoquimica,

ciltometria de flujo, ELISA y espectrometria de masa.

En una realizacién, se determina el nivel de expresidn de

una pluralidad de marcadores.

En una realizacién, el sujeto se estd tratando con una

terapia que se selecciona del grupo que consiste en un compuesto
influenciador ambiental, cirugia, radiacidén, terapia hormonal,
terapia de anticuerpos, terapia con factores de crecimiento,
citocinas, quimioterapia, terapia de células madre alogénicas. En
una realizacidén, el compuesto influenciador ambiental es una

molécula de la Coenzima Q10.

La 1invencién proporciona adicionalmente métodos para
pronosticar si un sujeto estd predispueste a desarrollar un
cancer, el método comprende: determinar el nivel de expresidén de

uno o mas marcadores presentes en una muestra bioldgica obtenida

22
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del sujeto, donde el uno o mids marcadores se selecciona del grupo
que consiste en HSPA8, FINB, PARK7, HSPA1A/HSPAl1B, ST13, TUBB3,
MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPAS5, DHX9, HNRNPC,

CKAP4, HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, ATP5Al y CANX; y comparar el
nivel de expresién del uno o mis marcadores presenteé en la
muestra bioldégica obtenida del sujeto con el nivel de e&presién
del uno o mas marcadores presentes en una muestra de Control;
donde una modulacién en el nivel de expresién del uno o mas
marcadores en la muestra bioldgica obtenida del sujeto en
relacién con el nivel de expresidén del uno o mas marcadores en la
muestra de control es un indicador de que el suje%o estd
predispuesto a desarrollar céncer, y se realiza de esta manera el
prondéstico de si el sujeto estd predispuesto a desarrollar el
céncer.
|
En una realizacién, la muestra comprende un fluido
obtenido del sujeto. En una realizacidén, el fluido se selecciona
del grupo que consiste en fluidos sanguineos, vémito, 'saliva,
linfa, fluido quistico, orina, fluidos recogidos de un, lavado
bronquial, fluidos recogidos del enjuague peritoneal y fluidos
‘
ginecolégicos. En una realizacidn, la muestra es una muestra de

i

sangre o un componente de esta.

En otra realizacién, la muestra comprende un tejido o un

componente de este, obtenido del sujeto. En una realizac}én, el

IS/
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malapareamientos,

tejido se selecciona del grupo que consiste en 6seo, tejido

conectivo, cartilago, pulmonar, hepdtico, renal, tejido muscular,

cardiaco, pancredtico y cuténeo. 1

En una realizacién el sujeto es un ser humano.

L
|

En una realizacidén, el nivel de expresidn @el uno © mas

marcadores en la muestra bioldégica se determina; mediante el

analisis de un polinucledétido transcripto o una porcién de este

l
1

en la muestra. En una realizacidén, el andlisis del polinucledtido

transcripto comprende amplificar el polinucledtido tﬁanscripto.

En una realizacién, el nivel de expresién del: marcador en

el sujeto se determina mediante el analisis de una proteina o una

porcién de esta en la muestra. En una realizacidén, la.proteina se

analiza usando un reactivo que se une especificamente con la

proteina.

el nivel de expresién del 'uno o mas

En una realizacidn,

marcadores en la muestra se determina usando una técnica que se

selecciona del grupo que consiste en reaccidén en cadbna de la

polimerasa (PCR), reaccién de amplificacién, anélisi$ PCR de

transriptasa inversa, andlisis de polimorfismo de conformacién de
cadena

simple (sscp), deteccidn de la esciéién de

analisis de  heterodiplex, analisis de

[ 72
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' P ' . | s N
transferencia Southern, andlisis de transferencia Northern,
|
e ' . ) 3 . . vz . I < ' .
analisis de transferencia Western, hibridacién in situ, analisis
|

de matrices, secuenciacién de acido desoxirribonucleéico, andlisis
|

de polimorfismo de la restriccidén de la longitud deﬁ fragmento y

. . . . . |
combinaciones o subcombinaciones de estos, de dicha nmuestra.

' » oz L3 L4 !
En una realizacién, el nivel de expresién del marcador en
|

|
la muestra se determina usando una técnica que se selecciona del
|

|
grupo que consiste en inmunohistoquimica, inmunocitoquimica,
|

citometria de flujo, ELISA y espectrometria de masa. |
|
|
|
|
|

En una realizacién, se determina el nivel de expresidn de
|

|
una pluralidad de marcadores.

I
|
1
|

|
En una realizacidén, el sujeto se esta tratapdo con una

|
terapia que se selecciona del grupo que consiste en un compuesto

4
influenciador ambiental, cirugia, radiacién, terapi? hormonal,

i
terapia de anticuerpos, terapia con factores de ¢recimiento,

|
citocinas, quimioterapia, terapia de células madre al@génicas. En

|
una realizacién, el compuesto influenciador ambiental es una

molécula de la Coenzima Q10.

1
|
|
|
|
i
|
La invencién proporciona adicionalmente métodos para
|

pronosticar la recurrencia de un cancer en un sujeto, el método

|
comprende: determinar el nivel de expresién de Qno o mas
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|
1
|
|
|

marcadores presentes en una muestra bioldgica obtenida del
\

. P . [
sujeto, donde el uno o mas marcadores se selecciona del grupo que
|

consiste en HSPAS, FLNB, PARK7, HSPAlA/HSPA1B, ST13, FUBB3, MIF,
|
KARS, NARS, LGALS1l, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHXS, HNRyPC, CKAP4,

HSPAO, PARP1, HADHA, PHB2, ATP5A1 y CANX; y comparar él nivel de
|

'z P |
expresidn del uno o mas marcadores presentes en la muestra

bioldégica obtenida del sujeto con el nivel de expresi@n del uno o

|
mas marcadores presentes en una muestra de control;, donde una
|

' 2 . ‘g y |
modulacién en el nivel de expresién del uno o mas marcadores en
!

la muestra biolégica obtenida del sujeto en relacién ¢on el nivel

|
de expresién del uno o mas marcadores en la muestra de control es

. . . ’ l "
un indicador de la recurrencia del céancer, y se realiza de esta
I

manera el prondéstico de la recurrencia del céncer en ¢l sujeto.
|
1
|
s | .
En una realizacién, la muestra comprende; un fluido
|
. - . . : 2 : | .
obtenido del sujeto. En una realizacidén, el fluido se selecciona

|

del grupo que consiste en fluidos sanguineos, vém#to, saliva,
|

linfa, fluido quistico, orina, fluidos recogidos de un lavado
|

bronquial, fluidos recogidos del enjuague peritoneél y fluidos

|
ginecoldgicos. En una realizacidn, la muestra es uqa muestra de
|
sangre o un componente de esta.

. . | s
En otra realizacién, la muestra comprende un tejido o un

|
componente de este, obtenido del sujeto. En una re?lizacién, el

. . . I, .
tejido se selecciocna del grupo que consiste en 16seo, tejido

| [7¢
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|
|
|
|
|
|
[
!
|
] 2 z . .. |
conectivo, cartilago, pulmonar, hepatico, renal, tejido muscular,
I
|

cardiaco, pancreatico y cuténeo.

En una realizacién el sujeto es un ser humano.

En una realizacién, el nivel de expresién del uno o mas
|

marcadores en la muestra bioldgica se determina mediante el

andlisis de un polinucledtido transcripto o una porcién de este

en la muestra. En una realizacién, el andlisis del polinucleétido

transcripto comprende amplificar el polinucleétido transcripto.
|

En una realizacién, el nivel de expresién del marcador en

el sujeto se determina mediante el andlisis de una proteina o una
|
|

porcién de esta en la muestra. En una realizacién, la proteina se
|

analiza usando un reactivo que se une especificamente con la

|

|

proteina. |

I

|

1

|

?
En una realizacién, el nivel de expresién del uno o més

|

marcadores en la muestra se determina usando una técnica que se

selecciona del grupo que consiste en reaccidén en cadena de la

andlisis PCR de

polimerasa (PCR), reaccidén de amplificacidn,

transriptasa inversa, andlisis de polimorfismo de coriformacién de

(Sscp), deteccidn de la escisidén de

cadena simple

malapareamientos, andlisis de  heterodiplex, andlisis de
|'

transferencia Southern, andlisis de transferencia Northern,
I

e
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andlisis de transferencia Western, hibridacién in situ, analisis

de matrices, secuenciacidén de &cido desoxirribonucléico, andlisis
|

de polimorfismo de la restriccién de la longitud dél fragmento y

|
combinaciones o subcombinaciones de estos, de dicha muestra.

En una realizacidén, el nivel de expresién del marcador en

la muestra se determina usando una técnica que se selecciona del

grupo que consiste en Iinmunohistoquimica, inmunocitoquimica,

citometria de flujo, ELISA y espectrometria de masq.

En una realizacidén, se determina el nivel de expresidén de

una pluralidad de marcadores.

] vz L3 7z !
En una realizacidn, el sujeto se esta t%atando con una

|
. . ' |
terapia que se selecciona del grupo que consiste ien un compuesto

|
influenciador ambiental, cirugia, radiacidén, terapia hormonal,

terapia de anticuerpos, terapia con factores de crecimiento,
|

citocinas, quimioterapia, terapia de células madre alogénicas. En
|

una realizacién, el compuesto influenciador ambiental es una
1

molécula de la Coenzima Q10.

La 1invencidén proporciona

|
|
1
I
,
i
|
i

adicionalmente

métodos

para

I
realizar el prondstico de supervivencia de un sujeto con céncer,
|

I
7 I3 3 l LIre
el método comprende: determinar el nivel de expresidn de uno o

|
masmarcadores presentes en una muestra bioldgica obtenida del

!
l
I
]
1
!
!
i
|
|

1
I
1
!
1
|
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i
|
|

sujeto, donde el uno o mads marcadores se selecciona del érupo que
|
consiste en HSPA8, FLNB, PARK7, HSPA1A/HSPA1B, ST13, TU&BB, MIF,

KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIFSA, HSPAS5, DHX9, HNRNPC, CKAP4,

HSPAO, PARP1, HADHA, PHB2, ATPSAl y CANX; y comparar el nivel de

|
expresién del uno o mas marcadores presentes en ld muestra

bioldégica obtenida del sujeto con el nivel de expresidn del uno o

. |
mas marcadores presentes en una muestra de control, donde una
|

modulacidén en el nivel de expresidn del uno o més marcadores en

la muestra bioldégica obtenida del sujeto en relacién con el nivel
|

|

de expresién del uno o mas marcadores en la muestra de ¢ontrol es
I
|

un indicador de la supervivencia del sujeto, y se realiza de esta

” v . . L] ’ ‘
manera el prondstico de supervivencia del sujeto con cancer.
i

|
|

En una realizacién, la muestra comprende tn fluido
:

obtenido del sujeto. En una realizacidn, el fluido se iselecciona
i

|
del grupo que consiste en fluidos sanguineos, vémito, saliva,

linfa, fluido quistico, orina, fluidos recogidos de|un lavado
bronquial, fluidos recogidos del enjuague peritoneal;y fluidos
ginecolégicos. En una realizacidén, la muestra es unasmuestra de
. |
sangre o un componente de esta. !
|
|
%

En otra realizacién, la muestra comprende un tejido o un
!

componente de este, obtenido del sujeto. En una realizacién, el
|

|
tejido se selecciona del grupo gque consiste en é§eo, tejido

/e
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cardiaco, pancredtico y cutdneo. ,

En una realizacién el sujeto es un ser humano.
|

. L'e 3 L4 | 7
En una realizacidn, el nivel de expresién del uno o mas

|
marcadores en la muestra bioldgica se determina mediante el

andlisis de un polinucledtido transcripto o una porcidén de este

|
en la muestra. En una realizacidén, el andlisis del polinucledtido

transcripto.

transcripto comprende amplificar el polinucleétido
|

1

. v : vz |
En una realizacién, el nivel de expresidn del marcador en

I
el sujeto se determina mediante el andlisis de unalproteina o una
|

porcidén de esta en la muestra. En una realizaciédn,, la proteina se
l

analiza usando un reactivo que se une especificamente con la
i

proteina.

!
|
1
i
|
|
|
|
|
!

En una realizacién, el nivel de expresién del uno o mas
I
|

marcadores en la muestra se determina usando una técnica que se

|

selecciona del grupo que consiste en reaccidén en cadena de la
I
|

polimerasa (PCR), reaccién de amplificacién, analisis PCR de
|

. . s . . . ! s
transriptasa inversa, andlisis de polimorfismo de conformacidn de
1
i
s | 1 L
(SSCp), deteccidn de la: escisidn de
|
|
malapareamientos, andlisis de  heterodiplex, andlisis de
[

cadena simple

transferencia Southern, analisis de transferencia Northern,
!
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analisis de transferencia Western, hibridacién ii situ, anélisis
de matrices, secuenciacidén de acido desoxirribonu&leico, analisis
de polimorfismo de la restriccién de la longitud del fragmento y
combinaciones o subcombinaciones de estos, de dicia muestra.
|
En una realizacién, el nivel de expresién del marcador en
| |
la muestra se determina usando una técnica que se selecciona del
grupo que consiste en inmunohistogquimica, in@unocitoquimica,
citometria de flujo, ELISA y espectrometria de maga.

En una realizacién, se determina el nivel |de expresidn de

En una realizacién, el sujeto se esta t%atando con una

una pluralidad de marcadores.

terapia que se selecciona del grupo que consiste en un compuesto
influenciador ambiental, cirugia, radiacidn, tekapia hormonal,
terapia de anticuerpos, terapia con factores ?e crecimiento,
citocinas, quimioterapia, terapia de células madre alogénicas. En

l
una realizacidén, el compuesto influenciador ambiental es una

molécula de la Coenzima Q10. |

La 1invencién proporciona adicionalmente‘ métodos para

monitorear la evolucién de un cancer en un suqeto, el método

comprende: comparar el nivel de expresién de uno o mas marcadores

presentes en una primera muestra obtenida del #ujeto antes de

/79
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|
administrarle al menos una parte de un régimen de tratamiento al
sujeto y el nivel de expresién del uno o mas malcadores presentes
en una segunda muestra obtenida del sujeto después de 1la
administracién de al menos una parte del régimén de tratamiento,
donde el uno o mas marcadores se seleccio@a del grupo que
consiste en HSPA8, FINB, PARK7, HSPAlA/HSPAlB,iST13, TUBB3, MIF,
KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIFSA, HSPAS, DHX?, HNRNPC, CKAP4,

HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, ATP5A1 y CANX, y se monitorea de esta

t

manera la evolucidén del cancer en el sujeto.

En una realizacién, la muestra comprende un fluido

obtenido del sujeto. En una realizacidén, el fluido se selecciona

del grupo que consiste en fluidos sanguineos, vémito, saliva,
linfa, fluido quistico, orina, fluidos recogﬂdos de un lavado
bronquial, fluidos recogidos del enjuague perEtoneal y fluidos

ginecolégicos. En una realizacidn, la muestra‘es una muestra de

sangre o un componente de esta.

En otra realizacidén, la muestra comprende un tejido o un

componente de este, obtenido del sujeto. En una realizacidén, el
tejido se selecciona del grupo que consiste‘ en Oseo, tejido
conectivo, cartilago, pulmonar, hepatico, renalp tejido muscular,

cardiaco, pancredtico y cutaneo.

En una realizacién el sujeto es un ser humano.

Vi),
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En una realizacién, el nivel de expresién del uno o mis

marcadores en la muestra bioldgica se determina, mediante el
L . s . oy
anadlisis de un polinucledtido transcripto o una po%c1on de este

en la muestra. En una realizacidén, el andlisis del polinucledtido
|
transcripto comprende amplificar el polinucledtido transcripto.

f

En una realizacién, el nivel de expresién del marcador en

el sujeto se determina mediante el anadlisis de una proteina o una
porcién de esta en la muestra. En una realizacién, %a proteina se

analiza usando un reactivo que se une especificamente con la

proteina. !

En una realizacién, el nivel de expresidn del uno o mas

marcadores en la muestra se determina usando una técnica que se
selecciona del grupo que consiste en reaccidn en;cadena de la

polimerasa (PCR), reaccién de amplificacién, analisis PCR de

transriptasa inversa, andlisis de polimorfismo de conformacidén de

cadena simple (SSCp), deteccién de la | escisién de

malapareamientos, andlisis de  heterodiplex, | analisis de
|

transferencia Southern, andlisis de transfereAcia Northern,

analisis de transferencia Western, hibridacién in;situ, analisis

de matrices, secuenciacidén de acido desoxirribonucieico, analisis

de polimorfismo de la restriccién de la longitud del fragmento y

combinaciones o subcombinaciones de estos, de dichq muestra.
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|

|
En una realizacidén, el nivel de expresidén del marcador en
1

la muestra se determina usando una técnica que se selecciona del
|

grupo que consiste en inmunohistoquimica, inmuriocitoquimica,
|

citometria de flujo, ELISA y espectrometria de masa.

|
I
I
\
i

3 L4 ] . ! 1z
En una realizacidén, se determina el nivel de expresidn de

una pluralidad de marcadores.

i
En una realizacién, el sujeto se estd tratando con una

terapia que se selecciona del grupo que consiste ?n un compuesto

influenciador ambiental, cirugia, radiacidn, teﬁapia hormonal,
|

[} v 13 ! ] [}
terapia de anticuerpos, terapia con factores de crecimiento,
1

|
citocinas, quimioterapia, terapia de células madre alogénicas. En
1

una realizacidén, el compuesto influenciador ambiental es una
|
molécula de la Coenzima Q10. |
I
i
|
i
|

La invencién proporciona adicionalmente métodos para
1

|
identificar un compuesto para el tratamiento de!un cancer en un

sujeto, el método comprende: obtener una nmest#a bioldgica del

|
lcon un compuesto

sujeto; poner en contacto la muestra bioldgica

de prueba; determinar el nivel de expresién de uno o més

marcadores presentes en la muestra biolégica cbtenida del sujeto,
{

, .
donde el uno o© mids marcadores se selecciona del grupo que

I

consiste en HSPA8, FLNB, PARK7, HSPAlA/HSEAlB,;STl3, TUBB3, MIF,
f
|
i
i
l!
i
]
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KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIFSA, HSPAS5, DHX9, HNRNPC, CKAP4,
HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, ATPSAlL y CANX con un cambio de
|

maltiplo positivo y/o con un cambio de mﬁltiglo negativo;

comparar el nivel de expresién del uno o mis marcadores en la

1

muestra bioldégica con un control adecuado; y seleccionar un
|

compuesto de prueba que disminuya el nivel de expresidén del uno o

. p ] 1 ! N

mAs marcadores con un cambio de multiplo negativo presentes en la
|

muestra bioldégica y/o aumente el nivel de expresién, del uno o mas
|

marcadores con un cambio de multiplo positivo presentes en la
|

muestra bioldgica, y se identifica de esta manera un compuesto
i

z 0 I

para tratar el cancer en un sujeto. |
|

(
E
i

i
En una realizacién, la muestra comprende un fluido

1 [ . (e K l v
obtenido del sujeto. En una realizacidn, el fluld? se selecciona

. . . [P .
del grupo que consiste en fluidos sanguineos, vémito, saliva,
|

|
linfa, fluido quistico, orina, fluidos recogido$ de un lavado
|

bronquial, fluidos recogidos del enjuague perit%neal y fluidos

ginecolégicos. En una realizacidn, la muestra esiuna muestra de

|

l

.‘

|

sangre o un componente de esta. i
i

i
1
|

En otra realizacién, la muestra comprende;un tejido o un

componente de este, obtenido del sujeto. En unairealizacién, el

|
tejido se selecciona del grupo que consiste én 6seo, tejido
l
I
conectivo, cartilago, pulmonar, hepatico, renal,:tejido muscular,
cardiaco, pancreatico y cuténeo.

|
|
1
|
|
|
|
|
|
I
|
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En una realizacién el sujeto es un ser humario.

el nivel de expresidén del uno o mas

En una realizacidn,

marcadores en la muestra bioldgica se determina mediante el
andlisis de un polinucleétido transcripto o una iporcién de este

en la muestra. En una realizacién, el anadlisis del polinucledtido

transcripto comprende amplificar el polinucleétidp transcripto.

En una realizacién, el nivel de expresién del marcador en

el sujeto se determina mediante el andlisis de una proteina o una
porcién de esta en la muestra. En una realizacidn, la proteina se

analiza usando un reactivo que se une especificamente con la

proteina.

;
En una realizacién, el nivel de expresién del uno o mas

marcadores en la muestra se determina usando una técnica que se

selecciona del grupo que consiste en reaccidn en cadena de la

polimerasa (PCR), reaccidén de amplificaciéni andlisis PCR de
de conformacidén de

transriptasa inversa, andlisis de polimorfismo

cadena simple (SSCp) , deteccién de ila escisién de

malapareamientos, andlisis de  heterodiplex, analisis de
transferencia Southern, andlisis de transferencia Northern,
|
i
andlisis de transferencia Western, hibridacién in situ, andlisis

de matrices, secuenciacidén de acido desoxirribonucleico, analisis
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de polimorfismo de la restriccién de la longitud dél fragmento y

1
combinaciones o subcombinaciones de estos, de dicha muestra.
|
i
En una realizacién, el nivel de expresidn qel marcador en
la muestra se determina usando una técnica que se iselecciona del

|
grupo que consiste en immunohistoquimica, inmunocitoquimica,
|

citometria de flujo, ELISA y espectrometria de masa.

;
En una realizacién, se determina el nivel de expresién de

una pluralidad de marcadores. .
|

|
i

En una realizacién, el sujeto se estd tratando con una

|
terapia que se selecciona del grupo que consiste en un compuesto
|

! 1
influenciador ambiental, cirugia, radiacidén, terapia hormenal,
|

. . . l .
terapia de anticuerpos, terapia con factores de crecimiento,
|

. ' . . . . ‘ | J
citocinas, quimioterapia, terapia de células madre alogénicas. En

una realizacién, el compuesto influenciador ambiental es una
i

molécula de la Coenzima Q10. :

|

{
La invencién proporciona adicionalment§ un kit para
analizar la eficacia de una terapia para tratar un cancer, el kit

. ¥ ‘ . 7
comprende reactivos para determinar el nivel de. expresién de al
|

menos un marcador seleccionado del grupo que cohsiste en HSPAS,

FINB, PARK7, HSPA1A/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALSI1,

DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, HNRNPC, CKAP4, HSPAY, PARP1, HADHA,

PN
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PHB2, ATP5A1 y CANX, e instrucciones para usar el kit para

analizar la eficacia de la terapia para tratar el cancer.!

La invencién proporciona adicionalmente un kit para

analizar si un sujeto padece de céncer o no, el kit comprende
I

reactivos para determinar el nivel de expresidn de al,menos un

marcador seleccionado del grupce que consiste en HSPA8, FINB,

PARK7, HSPAlA/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS,‘I LGALS1,

DDX17, EIF5A, HSPAS5, DHX9, HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP:"l, HADHA,

1
1

PHB2, ATP5A1 y CANX, e instruccicnes para usar el; kit para
analizar si el sujeto padece de céncer o no. |

adicionalmente wun i kit para

La 1invencidén proporciona

|
realizar el prondéstico de si un sujeto esta pred;‘ispuesto a

|

desarrollar un céncer, el kit comprende reactivos paral determinar

{
I

el nivel de expresién de al menos un marcador seleccionado del
grupo que consiste en HSPA8, FLNB, PARK7, HSPAlA/HSIiPAlB, ST13,
TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF2A, HE;“;PAS, DHX9,
HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARPl, HADHA, PHBZ, ATPbAl : y CANX, e

instrucciones para usar el kit para realizar el prondstico de si
|

el sujeto esté& predispuesto a desarrollar el cancer. |

1
I

La invencién proporciona adicionalmente un kit para
|

. z L] . ‘r
realizar el prondstico de la recurrencia de un cancer e€h un

sujeto, el kit comprende reactivos para analizar ;'el nivel de

I
|
1
|
|
|
1
|
I
|
i
1
i
1
|
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expresién dé al menos un marcador seleccionado del.;grupo que
consiste en HSPA8, FLNB, PARK7, HSPAlA/HSPA1B, ST13, i‘UBB?), MIF,
KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, HNRﬁPC, CKAP4,
HSPAS, PARP1l, HADHA, PHB2, ATP5Al y CANX, e instruc%iones para

usar el kit para realizar el pronbéstico de recurrencia del

cancer.

La invencién proporciona adicionalmente un kit para
realizar el prondéstico de la recurrencia de un cancer, el kit
comprende reactivos para determinar el nivel de expresién de al

menos un marcador seleccionado del grupo que consiste en HSPAS,

FLNB, PARK7, HSPA1A/HSPAIB, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALSI,

DDX17, EIFS5A, HSPAS, DHX9, HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARPl, HADHA,
el kit para

e instrucciones para usar|

PHB2, ATP5Al y CANX,

realizar el prondstico de recurrencia del céncer. |
!

|
1
i
1
i
1
i

adicionalmente fun kit para

'
i

La invencién proporciona

realizar el pronéstico de la supervivencia de un sujeto con
i
|

cancer, el kit comprende reactivos para determinar el nivel de

expresién de al menos un marcador seleccionado ;del grupo que
consiste en HSPA8, FLNB, PARK7, HSPA1A/HSPAIR, ST;%L3, TUBB3, MIF,
KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, :IHNRNPC, CKAP4,
HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, ATPSAl y CANX, e in%trucciones para

usar el kit para realizar el prondstico de supervivencia del

sujeto con cancer.
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La invencién proporciona adicionalmente un; kit para
monitorear la evolucién de un cancer en un suje&o, el kit
comprende reactivos para determinar el nivel de expﬁésién de al
menos un marcador seleccionado del grupo que consisge en HSPAS,
FLNB, PARK7, HSPAlA/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1,

DDX17, EIF5A, HSPAS5, DHX9, HNRNPC, CKAP4, HSPA9, EARPl, HADHA,
PHB2, ATP5A1 y CANX, e instrucciones para usar fel kit para

realizar el prondstico de la evolucidn del céancer en:un sujeto.

'
T
'

Los kits de la invencién pueden comprender adicionalmente

medios para obtener una muestra bioldégica de un sujeto, una

muestra de control y/o un compuesto influenciador ambiental.

{
El medio para determinar el nivel de exﬁresién del al
menos un marcador puede comprender medios para analizar un
polinucleétido transcripto o una parte de este en la muestra y/o

medios para analizar una proteina o una parte/de esta en la

muestra.
i

En una realizacidén, los kits camprendeﬁ reactivos para

determinar el nivel de expresién de una pluralidéd de marcadores.

Varios aspectos de la invencién se describen en mas
|

detalle en las siguientes subsecciones. |
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. P . . |
C. Moléculas de acido nucleico aisladas
1

1
Un aspecto de la invencidén se refiere a moléculas de &cido

\
nucleico aisladas, incluyendo &acidos nucleicos que codifican una

. < 1] .
proteina marcadora o una parte de esta. Los &cidos nucleicos de
|

la invencién también incluyen moléculas de ! 4cido nucleico
i
suficientes para su uso como sondas de hibridacién para

|
identificar moléculas de &cido nucleico Harcadoqas, por ejemplo,

aquellas aptas para su uso como cebadores de PCR para la
\

amplificacién o mutacidén de moléculas de i &cido nucleico
\
marcadoras. Tal como se usa en la presente, el término "molécula

|
de acido nucleico" se pretende que incluya moléculas de ADN (por
|

ejemplo, ADNc o ADN genémico) y moléculas de ARN (por ejemplo,
|

ARNm) y a andlogos de ADN y ARN generados usando analogos de
|
nucleétidos. La molécula de &cido nucleico pue@e ser de cadena

simple o de cadena doble, pero preferentemente es un ADN de

cadena doble. I
\

. L . . |
Una molécula de &acido nucleico "aislada" es la cual se
I

) s : | .
separa de otras moléculas de acido nucleico que estan presentes
|

en la fuente natural de la molécula de Aacide |nucleico. En una

|
realizacién, una molécula de &cido nucleico "aislada" esta libre

de  secuencias (preferentemente secuencias; que codifican

proteinas) que flanquean naturalmente el &cido nucleico (es

209
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|
decir, secuencias ubicadas en los extremos i5' y 3' del acido
nucleico) en el ADN gendmico del orgénico dei cual se deriva el
4cido nucleico. Por ejemplo, en varias realizaciones, la molécula
de acido nucleico puede contener menos de qproximadamente 5kB,
4kB, 3kB, 2kB, 1kB, 0,5 kB o 0,1 kB de secuerllcias de nucledtidos
que flanguean naturalmente la molécula de écho nucleico en ADN
genémico de la célula de la cual deriva el acido nucleico. En
otra realizacidén, una molécula de &cido nucleico "aislada", tal
como una molécula de ADNc, puede estar sustancialmente libre de
otro material celular o medio de cultivo cuando se produce
mediante técnicas recombinantes, o sustancialmente de precursores
quimicos u otros quimicos cuando se sintetizia quimicamente. Una
molécula de &cido nucleico que esta sustarilcialmente libre de
material celular incluye preparaciones que tienen menos del 30%,

20%, 10% o 5% de acido nucleico heterdlogo (también mencionado en

la presente como "&cido nucleico contaminante").
|

Una molécula de &acido nucleico de la| presente invencién

puede aislarse usando técnicas de biologia molecular estandar y

1

la secuencia de informacidén en los registros de la base de datos

descritos en la presente. Usando todas © una parte de dichas
secuencias de acido nucleico, las moléculas de &cido nucleico de
la invencién pueden aislarse usando técnicds de hibridacién y

cleonacién esténdar (por ejemplo, como las descritas en Sambrook

21O
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A Laborato:y‘MEnﬁal, 2% ed., Cold

et d41., ed., Molecular Cloning:

Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbq&, NY, 1989).

Una molécula de 4&cido nucleico de la: invencién puede

amplificarse usando ADNc, ARNm o ADN genémico 'como plantilla y
cebadores de oligonucleétidos adecuados para :las técnicas de
amplificacién por PCR estandar. El acido nucleico amplificado de

esta manera puede clonarse en un vector adecuado y caracterizarse

mediante el andlisis de secuencia de ADN. Ademéé, los nucledtidos

correspondientes a toda o parte de la molécula:de acido nucleico

de la invencién pueden prepararse mediante té¢nicas de sintesis

esténdar, por ejemplo, wusando un sintétizador de ADN

|
1
|
{

automatizado.

'
1

En otra realizacién preferida, una molécula de Aacido

nucleico aislada de la invencidén comprende una molécula de acido

|
nucleico que tiene una secuencia de nucledtidos complementaria a

la secuencia de nucledtidos de un acido nucleico marcador o de la
|

secuencia de nucledtidos de un acido nucleico que codifica una
I

proteina marcadora. Una molécula de &cido nucleico complementaria

i

a una secuencia de nucledtidos dada es la cu%l es suficientemente

I
|
complementaria a la secuencia de nucleétidos| dada, de manera que
|

1

esta se hibrida a la secuencia de nucleétidos dada, y forma de

esta manera un diplex estable.

I
|
1
]
1
|
1
I
|
|
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Ademis, una molécula de &acido nucleico de la invencién

puede comprender solamente una parte de una secuencia de éacido

nucleico, donde la secuencia de A&cido nucleico 'de longitud

.codifica una

completa comprende un acide nucleico marcador o due

usarse, por

proteina marcadora. Dichos &acidos nucleicos pueden
ejemplo, como sonda © cebador. La sonda/el cebador se usa

cominmente como uno o mads oligonucledtidos sustancialmente

purificados. El oligonucledtido comprende cominmente una regién

de la secuencia de nuclebdtidos que se hibrida bajo condiciones

estrictas a al menos aproximadamente 7, pieferentemente

aproximadamente 15, més preferentemente aproximadémente 25, 50,

75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350 ;o 400 o mas

nucledtidos consecutivos de un Acido nucleico de la invencién.

Las sondas basadas en la secuencia de uha. molécula de
|

I
acido nucleico de 1la invencién pueden usarse{ para detectar

secuencias transcriptas o gendmicas correspondientes a uno o mas
|

|
marcadores de la invencién. La sonda comprende ud grupo etiqueta

.unido a esta, por ejemplo, un radioisdétopo, un compuesto
|

fluorescente, una enzima o un co-factor de enzimﬁ. Dichas sondas

pueden usarse como parte de un kit de prueba diagndstica para

identificar células o tejidos que pueden expresar incorrectamente

la proteina, tal como mediante niveles de una nFlécula de &cido

nucleico que codifica la proteina en una muestra;de células de un

sujeto, por ejemplo, mediante la deteccién de niveles de ARNm o
|

'
|
|
1
|
!
1
|

| 2l
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la determinacién de si un gen codifica la proteinqg que fue mutada

o eliminada.

La invencién comprende adicionalmente molgculas de acido

nucleico que difieren, debido a la degeneraciién del cddigo

genético, de la secuencia de nucledtidos de los &cidos nucleicos

\

que codifican una proteina marcadora, y por lo tanto codifican la

misma proteina. i

|

Los expertos en la técnica apreciiarén que los
polimorfismos de la secuencia de ADN que llevan :a cambios en la
secuencia de aminocdcidos pueden existir en una‘ poblacién (por
ejemplo, la poblacién humana). Dichos poljmorf|ismos genéticos
pﬁeden existir entre individuos de una poblacidén debido a
variantes alélicas naturales. Un alelo es uno 1de un grupo de
genes que se presentan de manera alternativa en!un locus génico
dado. Ademas, se apreciard que los poljmorfis‘mos de ADN que
afectan los niveles de expresién del ARN pueden‘ también existir
de manera que afecten la totalidad del nivel de ?expresién de ese
gen (por ejemplo, mediante la afeccién de la ‘regulacién o la
degradacidn) . ' |

Tal como se usa en la presente, la ‘frase "variante

alélica" se refiere a una secuencia de nucledtidos que se
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presenta en un locus dado o a un polipéptido qﬁe es codificado

por la secuencia de nucledtidos.

Tal como se usa en la presente, los términos "gen" y "gen
\

recombinante" se refieren a moléculas de &cido nucleico que

. \ e
comprenden un marco de lectura abierto que codifica un
|

polipéptido correspondiente a un marcador de la invencidén. Dichas

|
variantes alélicas naturales pueden dar como resultado cominmente

una variacién del 1-5% en la secuencia de nuclebtidos de un gen
|

dado. Pueden identificarse alelos alternativos mediante 1la

\
secuenciacién del gen de interés en una cantidad de individuos
I

diferentes. Esto se puede llevar a cabo facilmente usando sondas

de hibridacién para identificar el mismo locu§ génico en una

variedad de individuos. Cualquiera y todas dichas variantes de
\

nucledtidos y polimorfismos de aminocacido | resultantes, o

. PN I
variantes que son el resultado de una variacidén alélica natural,
|

y que no alteran la actividad funcional, se pretende que estén
incluidos dentro del alcance de la invenciédn. i

|

|

En otra realizacién, una molécula de acido nucleico

aislada de la invencién es de al menos 7, 15, Zd, 25, 30, 40, 60,
|

80, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 550, 650, 700, 800,
|
900, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800, 2000, 2200, 2400, 2600, 2800,

3000, 3500, 4000, 4500 o mas nucledtidos de longitud, y se
1

hibrida bajo condiciones estrictas a un acido nucleico marcador o

\
!

2 U
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a un acido nucleico que codifica una proteina marcadora.' Tal como

se usa en la presente, el término "se hibrida bajo condiciones

describa las condiciones de

estrictas" se pretende que

hibridacién y de lavado bajo las cuales las secuencias de

nucledtidos al menos 60% (65%, 70% y preferentemente 75%)

idénticas unas a otras permanecen tipicamente hibridadas entre

si. Dichas condiciones estrictas son conocidas para los expertos
en la técnica y pueden encontrarse en las secciones 6.3.1-6.3.6
de Current Protocols 1in Molecular Biology, John Wiley & Sons,

N.Y. (1989). Un ejemplo no taxativo preferido de condiciones de

hibridacién estrictas es la hibridacién en 6X de ¢loruro de

sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45°C, éeguida de

uno o mas lavados en 0,2X SSC, 0,1% de SDS a 50-65°C. ;
|
|

Ademds de las variantes alélicas de origen naﬁural de la

|
molécula de acido nucleico de la invencidén que puede' existir en

i
la poblacidén, el experto en la técnica apreciard ademds que

|
pueden introducirse cambios en la secuencia mediante mutacidn, y

(
de esta manera se producen cambios en la secuencia deaminoacidos

de la proteina codificada, sin alterar la actividad bioldgica de

{
la proteina codificada de esta manera. Por ejemplo, se pueden
|

sustituciones de nucledtidos, 1o cual lleva

realizar a

|
sustituciones de aminodcidos en residuos aminddcidos "no

esenciales". Un residuo aminocacido "no esencial" es

|
, sin alterar

un residuo

que puede alterarse de la secuencia de tipo salvaje

I
|
|
1
|
!
1
|
|
|
1
|

!

|

1
1
|

/T
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I
|
|
|
I
J
I
|
|

. ¢ 1 . ] . C
la actividad biolbégica, mientras que un residuo aminoacido
|

"esencial" es necesario para la actividad biolégica. Por ejemplo,
I
|

los residuos aminoacidos que no se conservan ¢ solo se conservan

parcialmente entre homdlogos de varias especias pueden ser no

esenciales para la actividad y, por lo tanté, serian objetivos

|
probables para su alteracidén. De manera alterqativa, los residuos

aminodcidos que se conservan entre los homdlogos de varias
|

especies (por ejemplo, murina y humana) puéden ser esenciales

para la actividad y por lo tanto no serian objetivos probables
|

para su alteracién.

L} » ‘l r oz )
Por consiguiente, otro aspecto de la invencidén se refiere
|

a moléculas de acido nucleico que codifican'una variante de una
|

|
proteina marcadora que contiene cambiosl en los residuos

Vo : I .
aminodcidos que no son esenciales para la actividad. Dichas
|

. . | C
variantes de proteinas marcadoras en secuenclas de aminoacidos de
|
|

proteinas marcadoras de origen natural aun conservan la actividad

] . . s 2 : e z
bioldégica. En wuna realizacién, dicha variante de protelna
|

1} 3 » Pe . I
marcadora tiene una secuencia de aminocdcidos que es al menos

oe

aproximadamente 40% idéntica, 50%, 60%, 70%; 80%, 90%, 91%, 92%,

|
!
|
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntiba a la secuencia de

Or
[
I
|

aminodcidos de una proteina marcadora.
|

1

Una molécula de &cido nucleico aislada que codifica una
|
|

variante de una proteina marcadora puede; crearse mediante Ila

|
{
1
|

2/G
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introduccién de una o mas sustituciones adiciones o delecione;’é de
nucledtidos dentro de la secuencia de nucledtidos de los ég‘éidos
nucleicos marcadores, de manera dque una O mas sustituci_jgnes,
adiciones o deleciones de residuos aminoacidos sean introd};;cidas
en la proteina codificada. Las mutaciones pueden introq{ucirse
mediante técnicas estandar, tal como mutagénesis diricjida al
sitio y mutagénesis mediada por PCR. Preferentemem‘ije, las
sustituciones de aminodcidos conservadoras se hacen en uno o mas
residuos aminocdcidos no esenciales que fueron predic:jillos. Una
"sustitucidén de aminocdcidos conservadora" es una en la que el
residuo de aminodcido se reemplaza por un residuo de ,gminoécido
que tiene una cadena lateral similar. Las familias de residuos
aminodcidos que tienen cadenas laterales sjinilar%s se han
definido en la técnica. Estas familias incluyen amir'i‘oécidos con
cadenas laterales Dbasicas (por ejemplo, lisina‘;i arginina,

histidina), cadenas laterales &cidas (por eje_f_';nplo, acido

1
cadenas laterales; polares no

aspartico, é&cido glutémico),

cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina,
/

treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por

ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
!
’1

| laterales beta

fenulalanina, metionina, triptéfano), cadenas
!
ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isol@"ucina) y cadenas
i
. . . .
tirosina) fenilalanina,

aromdticas(por  ejemplo,

laterales
triptéfano, histidina). De manera alternativq’, las mutaciones

j
/

t
!

!
pueden introducirse al azar a lo largo de toda o parte de la
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\
secuencia codificante, tal como por medio de mutagénesis de

saturacién, y los mutantes resultantes pueden :cribarse para

verificar la actividad biolégica para identificar mutantes que

conservan la actividad. Después del a nmtagénesi$, la proteina

|
codificada puede expresarse de manera recombinante y puede

!

determinarse la actividad de la proteina. :
|

La presente invencidén abarca moléculas de écido nucleico

. + ’ 2/ ‘ 3 7 1]
antisentido, es decir, moléculas que son complementarias al acido
|
nucleico sentido de la invencién, por ejemplo, complementarias a
1

|

la cadena codificante de una molécula de ADNc marcadora de cadena
i

doble o complementarias a una secuencia de ARNm marcadora. Por

S (s . . . .| C
consiguiente, un acido nucleico antisentide de la invencidn puede

|
ser un enlace hidrdégeno unido a (es decir apareadoc Icon) un Aacido

4
. . C L . . l.
nucleico de la invencién. El acido nucleico antlsengldo puede ser
i
complementario a una cadena codificante completa, © solamente a
|

una parte de esta, por ejemplo, la totalidad o parte de una

1

regidén codificante de la proteina (o marco de lectura abierto).
|

Una molécula de &acido nucleico antisentido tambi?n puede ser

antisentido a la totalidad o parte de una regidén no codificante
’ |
de la cadena codificante de una secuencia de nuqleétidos que

‘e . . | jies
codifican una proteina marcadora. Las regiones no |codificantes

("regiones 5' y 3' no traducidas") son las secuencia% 5"y 3" que

o o Lo
flanquean la regidén codificante y no se traducen en aminoacidos.
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Un oligonucleétido antisentido puede ser de, por ejemplo,
aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, o 50 o méas
nucleétidos de longitud. Un &cido nucleico antisentido de 1la

invencién puede construirse usando sintesis quimica y reacciones

de ligacién enzimdticas usando procedimientos conocidos en la

técnica. Por ejemplo, un acido nucleico antisentido (por ejemplo,

un oligonucledtido antisentido) puede sintetizarée quimicamente

usando nucledtidos de origen natural o nucledtidos modificados de

|

! ' ~ |‘! . . P "
varias maneras diseflados para aumentar la estabilidad biolégica

de las moléculas o para aumentar la estabilidad f@sica del duplex

1

formade entre los A&cidos nucleicos sentido y antisentido, por
|

ejemplo, pueden usarse derivados de fosforotioaﬁo y nucleétidos

|
sustituidos de acridina. Los ejemplos de nucleéﬁidos modificados

que pueden ;

1
usarse para generar A&acido nucleico antisentido incluyen 5-

fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5—clorouracilo) 5-yodouracilo,

hipoxantina, xXantina, 4—acetilci¢osina, 5-
)

(carboxihidroxilmetil)uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-
|

tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, ; dihidrouracilo,
|

beta-D-galactosilqueosina, 1inosina, N6—isopeﬂteniladenina, 1-
|
metilguanina, l-metilinosina, 2,2—dimetilguaniné, 2-metiladenina,

2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5—metilcitosiﬁa, N6é-adenina, 7-
|

metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5—ﬁetoxiaminometil—2—
:

tiouracilo, beta—D—mannosilqueosiné, 5'-
|

metoxicarboximetiluracilo, 5—metoxiuracilo,; 2-metiltio-No6-
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|
|
4
|
I
|

isopenteniladenina, acido uracilo—5—oxiaceticd (v), ,
pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5—metil—2—ﬁiouracilo, 2-
tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, éster }metilico del
acido uracilo-5-oxiacético, &cido uracilo—5—oxiacético (vy, b5-

metil-2-tiouracilo, 3-(3—-amino-3-N-2-carboxipropil) uracilo,
|

(acp3)w y 2,6-diaminopurina. De manera alternativa, el &cido
{

nucleico antisentido puede producirse biolégicamehte usando un
vector de expresién en el cual se ha clonado el &cido nucleico en

una orientacién antisentido (es decir, el ARN transcripto de un

s \ \ . . .. Iy .
acido nucleico insertado ser& de una orientacidén antisentido a un
P . C o . . . o

acido nucleico objetivo de interés, descrito adicionalmente en la

l
siguiente subsecciédn). |
|
|
|
- . . « ' | .
Las moléculas de 4cido nucleico antlsgntldo de 1la

! .
invencidén cominmente se administran a un sujeto o se generan in
|

situ de manera que se hibriden o se unan con el ARNm celular y/o
|

el ADN genémico que codifica una proteina marcado#a para inhibir

| .
de esta manera la expresién del marcador, por ejemplo, mediante
|
la inhibicién de 1la transcripcién y/o la traduccidén. La
1

hibridacién puede ser mediante complementariedad{ de nucledtido

convencional para formar un diplex estable o, por:ejemplo, en el

caso de una molécula de A&cido nucleico antisentido que se une a
|

duplex de ADN, a través de interacciones en la ranura mayor de la
|

doble hélice. Los ejemplos de una via de ad&inistracién de

|
moléculas de acido nucleico antisentido de la invencién incluyen

270
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inyeccién directa al sitio de tejido o infusién del &cido
|

nucleico antisentido en el fluido corporal asqciado con la

enfermedad o estado de toxicidad. De manera alternativa, las

moléculas de acido nucleico antisentido pueden modificarse para

|
dirigirse a células seleccionadas y entonces administrarse de

|

manera sistémica. Por ejemplo, para la administracién sistémica,
|

las moléculas antisentido pueden modificarse de manera que se

unan especificamente a receptores o antigenos exphnesados en una
superficie celular seleccionada, por ejemplo, medi%nte la unidén
de las moléculas de &cido nucleico antisentido ;a péptidos o
anticuerpos que se unen a receptores o antigenos deila superficie
celular. Las moléculas de acido nucleico antisePtido también
pueden administrarse a células usando los vectoreﬁ descritos en

. j
la presente. Para lograr concentraciones  intracelulares

suficientes de las moléculas de antisentido, se brefieren las

construcciones de vectores en las cuales se coloca la molécula de

|
acido nucleico antisentido bajo el control de un promotor pol II

o pol III fuerte.

{

) . . . , | . L.
Una molécula de acido nucleico antisentido de la invencidn

puede ser una molécula de Aacido nucleico «o-anomérica. Una
i
molécula de acido nucleico o—anomérica forma hibridos de cadena

doble especificos con ARN complementario en log cuales, al

contrario de las unidades o usuales, las cadenas corFen paralelas

una a la otra (Gaultier et &al., 1987, Nucleic Acias kes. 15:6025-

1

|
|
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6641) . La molécula de acido nucleico antisentido pue@e comprender
también un 2'-o-metilribonucleotidé (Inoue et &1., 1987, Nucleic
Acias Res. 15:6131-6148) o un analogo de ADN-ARN quiﬁérico (Inoue

et 41., 1987, FEBS Lett. 215:327-330).

La invencidén también abarca las ribozimas. Lés ribozimas
son molécula de ARN catalitico con actividad de ribonucleasa que
son capaces de escindir un Aacido nucleico de cadenQ simple, tal
como un ARNm, respecto al cual tienen una; regién de
complementariedad. Por lo tanto, las ribozimas (por;ejemplo, las
ribozimas de cabeza de martillo descritas en Haselhoff y Gerlach,
1988, Nature  334:585-591) pueden  usarse pafa escindir
cataliticamente transcriptos de ARNm para de esta manera inhibir

|
la traduccién de la proteina codificada por el ARNm.iUna ribozima
que tiene una especificidad por una molécula de éqido nucleico
que codifica una proteina marcadora puede diseﬁarse‘baséndose en

la secuencia de nucledtidos de un ADNC correshondiente al

marcador. Por ejemplo, puede construirse un derivadojde un ARN de
IVS L-19 de Tetrahymena en el cual la secuencia d% nucleétidos
del sitio activo es complementaria a la secuencia de nucledtidos
que serd escindida (véase Cech et 4l1. patente estadgunidense N,°
4.987071; y Cech et d1. patente estadounidense N.° %,116,742). De
manera alternativa, un ARNm que codifica un poligéptido de la

‘ ‘oz ' | - .
invencién puede usarse para seleccionar un ARN catalitico que

tiene una actividad de ribonucleasa especifica de uh conjunto de
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1
|
1
|
T
1

moléculas de ARN (véase, por ejemplo, Bartel 3; Szostak, 1993,

Science 261:1411-1418).

La invencidén también abarca moléculas de Aacido nucleico

que forman estructuras de triple hélice. Por ejemplo, la

expresién de un marcador de la invencidn puede inhibirse mediante

el direccionamiento hacia secuencias de nucledtidos

complementarias a la regidn reguladora del gen que codifica el

dcido o proteina marcadores (por ejemplo, fel promotor y/o

mejorador) para formar estructuras de triple hélice que evitan la

transcripcién del gen en células objetivo. ;Véase en general
Helene (1991) Anticancer Drug Des. 6(6):569—é4; Helene (1992)

Ann. N.Y. Acad. Sel 660:27-36; y Maher | (1992) Bioassays

14(12) :807-15. ;

En varias realizaciones, las moléculas' de &acido nucleico

de la invencidén pueden modificarse en el resto;' base, en el resto
azicar o en la estructura fosfato para mejorar, por ejemplo, la
estabilidad, hibridacién o las solubilidad d“e la molécula. Por

ejemplo, la estructura de fosfato desoxirribosa de los &cidos

i

nucleicos puede modificarse para generar Acidos péptidonucleicos

(véase Hyrup et 4l1., 1996, Bioorganic & Medic{;‘inal Chemistry 4(1):

5-23). Tal como se usa en la presente, _los términos "Acido

péptidonucleicos” o "PNA" se refieren a 'miméticos de acido

nucleico, por ejemplo, miméticos de ADN, en ios cuales la cadena
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principal de fosfato desoxirribosa se reemplaza por una

estructura de pseudopéptido y solamente se conser&an las cuatro

nucleobases naturales. Se ha demostrado que 1la esﬁructura neutra

de los PNA permite la hibridacién especifica al ADN y al ARN bajo

1

condiciones de baja fuerza idnica. La sintesis de los oligdmeros

de PNA puede llevarse a cabo usando los protocoloé de sintesis de

péptidos de fase sélida esténdar como se describen en Hyrup et
{

d1. (1996), supra; Perry-O'Keefe et 4l. (1996) Proc. Nati. Acad.

Sci. USA 93:14670-675. !

[
. ! | —
Los PNA pueden usarse en aplicaciones; terapéuticas vy

diagnésticas. Por ejemplo, los PNA pueden usarse como agentes

. . r .z /I' I
antisentido o sentido para la modulacidén especifica de secuencia

de la expresién génica mediante, por ejemplo, la induccién de la
i .
I
|

interrupcién de la transcripcién o traduccién, o de la inhibicién
\
!

de la replicacién. Los PNA también pueden usarse, por ejemplo, en

el anidlisis de mutaciones de un par de base sencillo en un gen

mediante, por ejemplo, fijacién por PCR dirigida a PNA; como

|
enzimas de restriccién artificiales cuando se isa en combinacién
|

con otras enzimas, por ejemplo, nucleasas Sl (Hyrup (1996),

supra; o como sondas o cebadores para la hibridacién y secuencia
|

de ADN (Hyrup, 1996, supra,; Perry-O'Keefe eé al., 1996, Proc.
Nati. Acad. Sci. USA 93:14670-675). :

i
1
|
i
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En otra realizacién, los PNA se pueden lnodifiQQr, por
ejemplo, para mejorar su estabilidad o absorcién éelular,
mediante la unién de grupos lipofilicos u otrosf grupos
colaboradores al PNA, mediante la formacién de quimerasfPNA—ADN,
o mediante el uso de liposomas u otras técnicas de administracién
de farmacos conocidas en la técnica. Por ejemplo; pueden

generarse quimeras de PNA-ADN que pueden combinar las pgbpiedades

ventajosas del PNA y del ADN. Dichas quimeras permiten que las
enzimas de reconocimiento de ADN, por ejemplo, RNasa H vy
polimerasas de ADN, interactuen con la porcién ADN mientras que

la porcidén PNA proporcionaria una afinidad vy especificidad, de

unién altas. Las quimeras de PNA-ADN pueden estar unidas usando

conectores de longitudes apropiadas seleccionados en término de

apilamiento de bases, la cantidad de enlaces lentre las

nucleobases y la orientacién (Hyrup, 1996, supra). La Sintesis de

las quimeras de PNA-ADN puede llevarse a cabo como se Bescribe en

Hyrup (1996), supra, y Finn et 4I1. (1996) NUcleic:;Acids Res.

24(17) :3357-63. Por ejemplo, una cadena de ADN puede sintetizarse

en un soporte sélido wusando quimica de acoplamiento de

fosforamidita estadndar y andlogos de nucledsidos modificados.

Pueden usarse compuestos tal como 5'~(4-metoxitritil)amino-5'-

desoxi-timidina fosforamidita como el enlace entre el PNA y el

extremo 5' del ADN (Mag et 41., 1989, Nucleic Acids ées. 17:5973~

88) . Los mondmeros entonces se acoplan de un modo en etapas para

|
producir una molécula quimérica con un segmento de; PNA 5' y un
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segmento de ADN 3' (Finn et 4&1., 1996, Nucleic Acids Res.

24(17):3357-63). De manera alternativa, las m"oléculas quiméricas

pueden sintetizarse con un segmento de ADN 5 y un segmento de

PNA 3' (Peterser et a4l., 1975, BlOOrganid Med. Chem. Lett.

5:1119-11124). |

En otras realizaciones, el oligonucléétido puede incluir
otros grupos adjuntos tales como péptidos ' (por ejemplo, para
dirigirse a receptores de células hosped{adoras in vivo), o

agentes que faciliten el transporte a trévés de la membrana

celular (véase, por ejemplo, Letsinger et a’q'l., 1989, Proc. Nati
|
Acad. Sel USA 86:6553-6556; Lemaitre et éJ‘Z., 1987, Proc. Nati

i
Acad. Sel USA 84:648-652; publicacién PCT N.° WO 88/09810) o la

barrera hematoencefalica (véase, por ejempll"o, la publicacién PCT

N.° WO 89/10134). Ademis, los oligonucleéticflos pueden modificarse

i
con agentes de escisidén accionada por hibridacién (véase, por

ejemplo, Krol et 4l1., 1988, Bio/Techniqueslr 6:958-976) o agentes

de intercalacién (véase, por ejemplo, th, 1988, Pharm. Res.

5:539-549). Para este fin, el oligonuclec’iltido puede conjugarse

con otra molécula, por ejemplo, un péptido, un agente de
|

|
' s ' ' . v s |
reticulacién accionada por hibridacidén, un agente de transporte,

|
un agente de escisidén accionada por hibriddcién, etc.
|
|
i

La invencién también incluye écidq’s nucleicos de balizas

moleculares que tienen al menos una regidh que es complementaria
i
1
|
i
|
|
.'

1
|
l
|
|
1
1
|
|
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al &cido nucleico de 1la invencién, de manera qﬁe la baliza
molecular es Util para cuantificar la presencyg del A&cido
nucleico de la invencidén en una muestra. Un écidé nucleico de
"baliza molecular" es un &cido nucleico que comprebde un par de
regiones complementarias, y que tiene un fluéréforo y un
inactivador fluorescente asociado a este. El fl#oréforo y el
inactivador estén asociados con diferentes parées del Acido
nucleico, en una orientacién tal que cuandof las regiones
complementarias estdn apareadas entre si, la fléorescencia del

fluordforo es inactivada por el incactivador. Cuaqdo las regiones

complementarias del &cido nucleico no estdn apareadas entre si,

la fluorescencia del fluoréforo es inactivada en iun grado menor.

describen, por

Los Aacidos nucleicos de baliza molecular se

ejemplo, en la patente estadounidense 5.876.930.

D. Anticuerpos y proteinas aislados

;

!

|

I

!

!

!

Un aspecto de la invencién se refiere a proteinas

I

!

marcadoras aisladas y a porciones bioldgicamente activas de
)

estas, asi como a fragmentos de polipéptidos édecuados para su

uso como inmundgenos para generar anticuerpos| dirigidos contra
I
I
una proteina marcadora o a un fragmento de esta. En una
realizacién, la proteina marcadora natural puede aislarse de

fuentes de células o tejido mediante un esquema de purificacidén

Il
adecuado usando técnicas de purificacién de proteinas estéandar.
!
i
|
|
i
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En otra realizacién, una proteina o péptido qué «comprende la

totalidad o un segmento de la proteina marcadbra se produce
mediante técnicas de ADN recombinante. Como alternativa. a la
expresién  recombinante, dicha proteina o | péptido puede

sintetizarse quimicamente usando técnicas de sintesis de péptidos
estandar. 5
E

Una proteina "aislada" o ‘'"purificada" o una porcién

i

biolégicamente activa de esta esta sustanciélmente libre de

V

material celular o de otras proteinas contaminéntes de la fuente

!
de células o tejido de la cual se derivé la proteina, o
i

. . . . { s .
sustancialmente libre de precursores quimicos u Otros qulmicos
i
. . _ s .
cuando se sintetiza quimicamente. E1 término "sustancialmente
!
libre de material celular" incluye preparaci@nes de proteina en
|

|
las cuales la proteina se separa de los compcnentes celulares de

las células de 1las cuales se aisla y sé produce de forma

recombinante. Por lo tanto, una proteina que jestd sustancialmente

libre de material celular incluye preparaci¢nes de proteina que
!
|

tienen menos del 30%, 20%, 10% o 5% (en peso;en seco) de proteina

heteréloga (también mencionada en la presente como "proteina

contaminante"). Cuando la proteina o porcién biolégicamente
!

activa de esta se produce de manera recomplnante, también esta,

de manera preferente, sustancialmente libré de medio de cultivo,

de cultivo [representa menos de

es decir , el medio
|

aproximadamente 20%, 10% o 5% del volumed de la preparacién de
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|
proteina. Cuando la proteina s produce mediante sustancialmente

quimica, estd, de manera preferente, sustancialmente libre de

L . . .
precursores quimicos o de otros quimicos, es decir, estd separada de

los precursores quimicos u otros quimicos que estan anolucrados

en la sintesis de la proteina. Por consiguiente, dichas

preparaciones de la proteina tienen menos de aproximadamente 30%,

|
20%, 10%, 5% (en peso en seco) de compuestos o precursores

quimicos distintos al polipéptido de interés.

. ' o . | s
Las porciones Dbioldégicamente activas de una proteina

\
marcadora incluyen polipéptidos que comprenden secuencias de

aminoadcidos suficientemente idénticas o derivadas dL secuencias
de aminocdcidos de la proteina marcadora, que in¢luyen menos
aminoidcidos que la proteina de longitud completa, § exhiben al
menos una actividad de la proteina de longiﬁud completa
correspondiente. Comunmente, las porciones biolégica$ente activas
comprenden un dominio o motivo con al menos una actlividad de 1la
proteina de longitud completa correspondiente. IUna porcidén
biolégicamente activa de una proteina marcadora de la invencidn
puede ser un polipéptido que tiene, por ejemplo, 104 25, 50, 100
o mds aminodcidos de longitud. Ademds, pueden prepararse otras
porciones bioldgicamente activas, en las cuales otras regiones de
|

la proteina marcadora se eliminan, medianFe técnicas

recombinantes y pueden evaluarse para verificar una|o mas de las
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I

actividades funcionales de 1la forma natural de la proteina

marcadora. \

|

|
Las proteinas marcadoras preferidas ;son codificadas por

|
secuencias de nucledtidos que comprenden ‘las secuencias que

codifican cualquiera de los genes descrités en los ejemplos.
Otras proteinas utiles son sustancialmebte idénticas (por
ejemplo, al menos aproximadamente 40%, pref%rentemente 50%, 60%,

70%, 80%, 90%, 91%, 92%, 093%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%) a

una de estas secuencias y conservan la actividad funcional de la
\

proteina marcadora de origen natural corréspondiente, pero se
|

diferencian en la secuencia de aminocadidos, debido a la
l

mutagénesis o variacién alélica natural. !
l
|
1

Para determinar el ©porcentaje de identidad de dos
|

secuencias de aminodcidos o de dos agidos nucleicos, las
1

secuencias se alinean con fines de una comparacién Optima (por

|
ejemplo, se pueden introducir huecos en la secuencia de un primer

|
aminoacido o secuencia de acido nucleico, para una alineacidn

s . U S .
Optima con una segunda secuencia de amlnoaC}do 0 acido nucleico).

. ol P
Entonces se comparan los residuos de anunoa?ldos o nucledétidos en

las posiciones de aminodcidos o posiciones de nucledtidos
|

correspondientes. Cuando una posicién en ‘la primera secuencia
|

esta ocupada por el mismo residuo aminodcido o nucledtido que en

la posicién correspondiente en la segunda secuencia, entonces las

1.
|
|
I
\

| 22D
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moléculas son idénticas en esa posicién. Preferentemente, el
|

porcentaje de identidad entre dos secuencias se calcula usando

una alineacién global. De manera alternativa, el porcentaje de
|

identidad entre dos secuencias se calcula usando una alineacidn
|

local. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias estéa
|

en funcién de la cantidad de posiciones idénticas 'compartidas por
{

las secuencias (es decir, % de identidad = N.° de posiciones
I

idénticas/N.° total de posiciones (por ejeamplo, posiciones
superpuestas) x 100). Fn una realizacidén, las dos zsecuencias son

de la misma longitud. En otra realizacién, las dos secuencias no

son de la misma longitud. ;
|
|

|
La determinacién del porcentaje de identidad entre las dos
|

1
secuencias puede lograrse usando un algoritmo matematico. Un

ejemplo preferido, no taxativo, de un algoritfno matematico
[

utilizado para la comparacidén de dos secuencias es el algoritmo

de Karlin y Altschul (1990) Proc. Nati. Acad. Sci. USA 87:2264-

2268, modificado como en Karlin y Altschul (1993) Proc. Nati.

|
Acad. Sci. USA 90:5873-5877. Dicho algoritmo se incorpord en los
programas BLASTN y BLASTX de Altschul, et 4l. (1‘:990) J. Mol.
|
Biol. 215:403-410. Las busquedas de nucledtidos de | BLAST pueden
|

llevarse a cabo con el programa BLASTN, puntaje = iOO, longitud

[
f

de palabra = 12, para obtener una secuencia de, nucleétidos

|
homéloga a las moléculas de acido nucleico de la invencién. Las

bisquedas de proteinas de BLAST pueden llevarse a ‘cabo con el
|

1
|
|
i
|
I
i

1. 23|
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programa BLASTP, puntaje = 50, longitud de palabra = 3, para
obtener una secuencia de aminodcidos homdloga a ias moléculas de
proteina de la invencién. Para obtener la alinéacién de huevos
con fines comparativos, puede usarse una nugva versién del
algoritmo BLAST llamada Gapped BLAST como se deséribe en Altschul
et al. (1997) Nucleic Acids Res.25:3389-3402, éue es capaz de
llevar a cabo alineaciones de huecos locales paéa los programas
BLASTN, BLASTP y BLASTX. De manera alternativa, éuede usarse PSI-
Blast para llevar a cabo busquedas reiteradés que detecten
relaciones distantes entre moléculas. Cuandé se usan los
programas BILAST, Gapped BLAST y PSI-Blast, pu%den usarse los
|

parédmetros por defecto de cada programa respecti?o (por ejemplo,

BLASTX y BLASTN). Véase http://www.ncbi.nlm,nih.dov. Otro ejemplo

preferido, no taxativo, de un algoritmo matemétido utilizado para

(1988) CABIOS 4:11-17. Dicho algoritmo se ﬁncorpora en el

la comparacién de secuencias es el algoritmo de!Myers y Miller,

programa ALIGN (versidén 2.0) que es parte del paéuete de software

de alineacién de secuencias GCG. Cuando se utiliza el programa

|
ALIGN para comparar secuencias de aminoacidos, pueden usarse una

tabla de pesos de residuos PAM120, una penalizacﬁén por longitud

de hueco de 12 y una penalizacién por hueco de 4. Otro algoritmo

util para identificar regiones de similitud § alineacién de

|
secuencia local es el algoritmo de FASTA como! se describe en

Pearson y Lipman (1988) Proc. Nati. Acad. Sel U&A 85:2444-2448.

Cuando se usa el algoritmo FASTA para comparar secuencias de
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nucleétidos y aminocacidos, puede usarse una tabla de peso de

residuo PAM120, por ejemplo, con un valor de fc-tuple de 2.

El porcentaje de identidad entre dos secuéncias puede
determinarse usando técnicas similares a las descritas

anteriormente, con y sin huecos. Al calcular el porcentaje de

identidad solo se cuentan las coincidencias exactas.

|
|
' o, g ' s (N 4 ’
La invencidn también proporciona proteinas quiméricas o de

fusién que comprenden una proteina marcadora o un segmento de

esta. Tal como se usa en la presente, una "proteina quimérica" o

"proteina de fusidn" comprende la totalidad o parte
(preferentemente una parte biocldégicamente activa) dé una proteina
marcadora unida operativamente a un polipéptido heterélogo (es

decir, un polipéptido distinto a la proteina marcadora). Dentro

de la proteina de fusién el término "unido ¢perativamente"

pretende indicar que la proteina marcadora o segménto de esta y

el polipéptido heterdélogo estdn fusionados sin camﬁio de marco de

lectura entre si. El polipéptido heterdlogo puede éstar fusionado

i
al extremo amino o al extremo carboxilo de la proteina marcadora
|

o al segmento.

. Una proteina de fusidén util es la proteiné de fusidn GST

|
en la cual una proteina marcadora o segmento esta fusionado al
|
extremo carboxilo de las secuencias GST. Dichas proteinas de
)

1
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fusién facilitan la purificacién de un polipiéptido reccmbinante
de la invencidn. |

En otra realizacién, la proteina de ﬁusién contiene una
secuencia de sefializacidén heterdloga en su !extremo amino. Por
ejemplo, la secuencia de sefializacién natural de una proteina
marcadora puede eliminarse y reemplazarse con una secuencia de
sefializacién de otra proteina. Por ejemplo, la secuencia
secretora gp67 de la proteina de la cubierta del baculovirus
puede usarse como la secuencia de sefializacién heterdloga
(Ausubel et 41., ed., Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, NY, 1992). Otros ejemplos de secuencias de
sefializacién heterdlogas eucariotas incluyen las secuencias
secretoras de melitina y fosfatasa alcalina placentaria
(Stratagene; la Jolla, California). En todavia otro ejemplo, la
secuencia de sefializacién | procriota util incluye una sefial

secretora phoA (Sambrook et &l., supra)y la |sefial secretora de

proteina A (Pharmacia Biotech; Piscataway, Nueva Jersey).

En todavia otra realizacién, la proteina de fusidn es una
r

proteina de fusién de inmunoglobulina en la cual la totalidad o

parte de la proteina marcadora esté fusionacia a secuencias que

i

derivan de un miembro de la fanilﬁa de  proteinas

inmunoglobulinas. Las proteinas de fusidn inmlfmoglobulinas de la

|
invencién pueden incorporarse a composicione;ss farmacéuticas y
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administrarse al sujeto para inhibir una interaccidén eritre un

ligando (soluble o unido a la membrana) y una proteiné en la
superficie de una célula (receptor), para suprimir de esté manera
la transduccién de sefializacidén in vivo. La proteina d% fusién
inmunoglobulina puede usarse para afectar la biodisponibiiidad de

un ligando cognado de una proteina marcadora. La inhibicién de la
!

interaccién ligando/cognado puede ser util terapéuticamente,

tanto para el tratamiento de trastornos proliferativos como

diferenciativos y para la modulacién (por ejemplo pﬁomover o

inhibir) de la supervivencia celular. Ademas, las prdteinas de

i

fusién dinmunoglobulinas de 1la invencién pueden uaérse como

inmundégenos para producir anticuerpos dirigidos contra una

proteina marcadora en un sujeto, para purificar los ligandos y en

ensayos de cribado para identificar moléculas que finhiben la
|
!

interaccién de la proteina marcadora con los ligandos.;
!

Las proteinas quiméricas y de fusidn de 1? invencidn
{

pueden producirse mediante técnicas de ADN recombinaqte estandar.

En otra realizacién, el gen de fusidén puede sintetiz%rse mediante

técnicas convencionales  incluyendo sintetizadog%s de ADN

automatizados. De manera alternativa, la amplificaci#n por PCR de

fragmentos de gen puede llevarse a cabo usando fcebadores de
t

anclaje que generan extremos sin complementos unidos entre dos
!
!

fragmentos génicos consecutivos que pueden aparearse
i

subsiguientemente vy volver a amplificarse para generar una

i
secuencia génica quimérica (véase, por ejemplo, Ausubel et 41.,
i
i

22r
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|

supra). Ademds, hay muchos vectores de expresién disponibles

comercialmente que ya codifican un resto de fusién (por ejemplo,
un polipéptido GST). Un acido nucleico que codifica un
polipéptido de la invencién puede clonarsé en dicho wvector de

expresién de manera que el resto de fusidn iesté unido sin cambio

de marco de lectura al polipéptido de la inﬂencién.

|
Una secuencia de seflalizacién puede usarse para facilitar

la secrecitn y aislamiento de las proteinas marcadoras. Las
secuencias de sefializacién se caracterizan tipicamente por un
nicleo de aminoacidos hidrofébos que generalmente se escinden de
la proteina madura durante la secrecidn eniuno o mas eventos de
escisién. Dichos péptidos de sefializacién contienen sitios de
procesamiento que permiten la escisidén !de la secuencia de
seflalizacién de las proteinas maduras mient%as pasan a través de
la via secretora. Por lo tanto, 1la inv%ncién se refiere a

proteinas marcadoras, proteinas de fusién y segmentos de estas
|

que tienen una secuencia de seflalizacidn, asl como a aquellas
proteinas de las «cuales se escindié proteoliticamente la
secuencia de sefializacidén (es decir, los prgductos de escisidn).
En una realizacidén, una secuencia de &cido %ucleico que codifica
una secuencia de sefializacidn puede estar unﬁda operativamente en
un vector de expresién a una proteina de interés, tal como una
proteina marcadora o un segmento de esta. La secuencia de

i
seflalizacién dirige la secrecidén de la proteina, de manera de

| 256
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formar un hospedador eucariota en el cual el vector de expresién

se transforma y la secuencia de sefializacién se escinde de manera

subsecuente o concurrente. La proteina puede purificarse

facilmente del medio extracelular mediante métodos reconccidos en

la técnica. De manera alternativa, la secuencia de seflalizacién

puede unirse a la proteina de interés usando una secuencia que

facilita la purificacidén, tal como con un dominio GST.

|
i

La presente invencién también se refiere a variantes de

|
las proteinas marcadoras. Dichas variantes tienen una secuencia

de aminodcidos alterada que pueden funcionar ya sea como
I

agonistas (miméticos) o como antagonistas. Las variantes pueden

generarse mediante mutagénesis, por ejemplo, trincamiento o
|
|

mutacién puntual. Un agonista puede conservar sustahcialmente la

i

misma o un subconjunto de las actividades bioldgicas de la forma
|

de origen natural de la proteina. Un antagonista de€ una proteina

i

puede inhibir una o mas de las actividades de la forma de origen

l

natural de la proteina mediante, por ejemplo, uniénfcompetitiva a
|

1
un miembro en direccidén a 3 o en direccidén a 5 de pna cascada de

~ : v . 2 ! .
seflalizacién celular que incluye la proteina de interés. Por lo
I
|
tanto, los efectos bioldégicos especificos pueden provocarse
|

mediante el tratamiento con una variante de funcidén limitada. El

f

. . . | .
tratamiento de un sujeto con wuna variante gque tiene un
|

subconjunto de las actividades bioldgicas de la ﬁorma de origen
i

natural de la proteina puede tener menos efectos. secundarios en

i
;
|
|
i
|
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un sujeto, en comparacién con el tratamiento con;la forma de

origen natural de la proteina.

Las variantes de una proteina marcadora que funcionan ya
sea como agonistas (miméticos) o© como antagonistas, pueden

identificarse mediante el cribado de bibliotecas chbinatorias de

mutantes, por ejemplo, mutantes truncados, de una,%roteina de la
invencién para verificar la actividad agonista o %ntagonista. En
una realizacidén, se genera una biblioteca variegaéa de variantes
mediante mutagénesis combinatoria a nivel del écidb nucleico y se
codifica mediante una biblioteca génica variegadaf Una biblioteca
génica variegada de variantes se puede produci? mediante, por
ejemplo, -ligacidén enzimdtica de una mezcla de @ligonucleétidos
!

i
sintéticos en secuencias génicas, de manera Que un conjunto

i

. . -
degenerado de secuencias de proteilnas potenc1a%es es expresable

como polipéptidos individuales o, de manera alternativa, como un

conjunto de proteinas de fusidén mas grandes (pof ejemplo, para la

visualizacidén de fagos). Hay una variedad de n%todos que pueden

usarse para producir bibliotecas de variantes potenciales de las

proteinas marcadoras a partir de una secuen;ia degenerada de

oligonucledtidos. Los métodos para sintetizar oligonucleétidos

degenerados son conocidos en la técnica(véése, por ejemplo,
Narang, 1983, Tetrahedron 39:3; Itakura et él;, 1984, Annu. Rev.

Biochem. 53:323; Itakura et 41., 1984, Scienée 198:1056; Ike et
|
41., 1983 Nucleic Acid Res. 11:477). ‘
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\

Ademds, 1las biblioctecas de segmentos de unal proteina
marcadora pueden usarse para generar una poblacién variegada de
péptidos para el cribado y subsiguiente seleccidén de vﬁriantes de

proteinas marcadoras y segmentos de estas. Por ejemplo, una

\
biblioteca de fragmentos de secuencia codificante puedq generarse

mediante el tratamiento de un fragmento de PCR de cadera doble de

la secuencia codificante de interés con una nuc%easa bajo

condiciones donde ocurra la actividad de cofte, solo
1

aproximadamente una vez por molécula, desnaturalizando, el ADN de
doble cadena, renaturalizando el ADN para formar un AﬁN de doble
cadena que puede incluir péres sentido/antisentido deidiferentes
productos de corte, eliminar las partes de cadena siﬁple de los

diplex reformados mediante el tratamiento con nucleasa S1, y

ligando la biblioteca de fragmentos resultante en un vector de

2 . 2 . . | g
expresion. Mediante este método, una biblioteca de expresidn

puede derivarse para que codifique fragmentos inte;nos y del

extremo amino de varios tamafios de la proteina de interés.
l

Se conocen en la técnica varias técnicas para cribar los
productos génicos de bibliotecas combinatorias hechas ? partir de
mutaciones puntuales o truncamiento, y para %ribar las
bibliotecas de ADNc para verificar los productos génicos que
tienen una propiedad seleccionada. Las técnicas !usadas mas

ampliamente, que son adaptables al andlisis de alto ﬁendimiento,
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i
. . . o P | .
para cribar bibliotecas génicas grandes tipicamente incluyen la
|
clonacién de la biblioteca génica en vectores de expresién

replicables, transformar las células adecuadas con los vectores
|

de la biblioteca resultante, y expresar los genes combinatorios

bajo condiciones en las cuales la deteccidn d% una actividad

deseada facilite el aislamiento del vector que codifica el gen
i

cuyo producto fue detectado. La mutagénesis recursiva de conjunto
1

(REM), una técnica que mejora la frecuencia de mutantes

1
funcionales en las biblictecas, puede usarse enlcombinacién con
los ensayos de cribado para identificar variantes!de una proteina

. L . l . .
de la invencién (Arkin y Yourvan, 1992, Proc. Nati. Acad. Sci.

USA . 89:7811-7815; Delgrave et &1, 1993, Protein Engineering

6(3):327- 331). 4

|

Otro aspecto de la invencién se refier% a anticuerpos

dirigidos contra una proteina la invencién. En realizaciones
|

preferidas, 1los anticuerpos se unen especificamente a una
[

proteina marcadora o a un fragmento de esta. Los términos

!

"anticuerpo" y "anticuerpos" tal como se usan en la presente se
. . . , p l
refieren a moléculas de inmunoglobulina, asi como a fragmentos y
. Co ) .
derivados de esta, que comprenden una porcién inmunoldgicamente
i
activa de una molécula de inmunoglobulina, (es decir, dicha
i
porcién contiene un sitio de unién al antigeno que se une
i
especificamente a un antigeno, de manera tal QOmo una proteina
|
marcadeora, por ejemplo, un epitopo de una proteiPa marcadora). Un

i
1
\
|
1
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anticuerpo que se une especificamente a una proteina de la
1

|
invencién es un anticuerpo que se une a la proteina, pero

i

sustancialmente no se une a otras moléculas en una muestra, por
!

. . 1 . 1
ejemplo, una muestra bioldgica que contiene naturalmente la
i
proteina.. Los ejemplos de una porcidén inmunolégicamente activa
|

de una molécula de inmunoglobulina incluyen, de mpdo no taxativo,

anticuerpos de cadena simple (scAb), fragmentos F(ab) y F(ab')..

1

Una proteina aislada de la invencidén o wun fragmento de
|

esta puede usarse como inmundgeno para generar aﬁticuerpos. Puede

usarse la proteina de longitud completa o, de manera alternativa,
|

la invencidén proporciona fragmentos de péptido antigénico para su
|

uso como inmundgenos. ELl péptido antigénico de una proteina de la
I

invencién comprende al menos 8 (preferentemente 10, 15, 20, o 30
|

. . oz . oz s
o0 mas) residuos aminoidcido de la secuencia de aminoacidos de una
|
de las proteinas de la invencién, y comprende allmenos un epitopo
|

p . I
de la proteina de manera que un anticuerpo generado contra el

péptido forma un complejo inmunitario especifico: con la proteina.
|

Los epitopos preferidos comprendidos por el p%ptido antigénico
. . . oLl .

son regiones que estan ubicadas en la superficie de la proteina,

por ejemplo, regiones hidrofilias. Pueden us%rse andlisis de

secuencia de  hidrofobicidad, analisis de secuencia de
|

hidrofilicidad, o andlisis similares para ide|htificar~ regiones

hidrofilias. En realizaciones preferidas, una proteina marcadora

aislada o fragmento de esta se usa como inmunégeno.
|

2&//
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Se usa comunmente un inmundgeno para preparar anticuerpos
\
mediante la inmunizacién de un sujeto adecuado (por ejemplo

inmunocompetente) tal como un conejo, cabrd, ratén, u otro

mamifero o vertebrado. Una preparacién inmunogénica adecuada
. z 7 ll ]

puede contener, por ejemplo, proteinas o pept%dos expresados de

manera recombinante o sintetizados quimicamente. La preparacién
| ,
puede incluir adicionalmente un adyuvante, tal como un adyuvante

de Freund completo o incompleto, © un agente(inmunoestimulador

similar. Las composiciones inmundgenas preferidas son aquellas

que no contienen otras proteinas humanas tal tomo, por ejemplo,

composiciones inmundégenas  preparadas usando una célula

hospedadora no humana para la expresidn recombinante de una

proteina de la invencién. De esta manera, 1ak composiciones de

anticuerpo resultantes tienen bajo contenido o no tienen
P P [ v
proteinas humanas que no sean la proteina de lﬁ invencidn.

|
. . . . I )
La invencién proporcionar anticuerpos policlonales o

monoclonales. El1 término "anticuerpo n@noclon%l" o "composicidn

!
de anticuerpos monoclonales", tal como se usa|en la presente, se

refiere a una poblacién de moléculas de antic%erpo que contienen
solamente una especia de un sitio de unidén al antigeno capaz de
inmunorreaccionar con un epitopo particular. Las composiciones de

anticuerpos policlonales y monoclonales preféridas son aquellas
!
que se seleccionaron para anticuerpos dirigidos contra una
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proteina de la invencidén. Las preparaciones de Lnticuerpos
policlonales vy monoclonales particularmente preferidas son
aquellas que contienen solamente anticuerpos dirigidos contra una

proteina marcadora o un fragmento de esta.

Los anticuerpos policlonales pueden prepararse mediante la
inmunizacién de un sujeto adecuado con una proteina de la
invencién como inmundégeno. La titulacién del anticuerpo en el
sujeto inmunizado puede monitorearse en el tiempo mediante
técnicas estédndar, tal como ensayo inmunoabsorbent% ligado a
enzimas (ELISA) usando polipéptidos inmovilizados. En%un momento

adecuado luego de la inmunizacidén, por ejemplo, cuando los

titulos de anticuerpo especifico estdn mids elevados, las células

que producen anticuerpos pueden obtenerse del sujeté y usarse
para preparar anticuerpos monoclonales (mAb) mediante técnicas
estandar, tal como la técnica de hibridoma descrita originalmente
por Kohler y Milstein (1975) Nature 256:495-497, la éécnica del

hibridoma de células B (véase Kozbor et 41., 1983, Tmminol . Today

4:72), la técnica de EBV-hibridoma (véase Cole et 4l., pp. 77-96
In Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc.,
1985) o técnicas de trioma. ILa tecnologia para producir
hibridomas (véase en general Current Protocols 1in IDmnunology,
Coligan et 41. ed., John Wiley & Sons, Nueva York,il994). Las
células de hibridoma que producen un anticuerpo monoclonal de la

invencién se detectan mediante el cribado de sobrenadantes del

2¢3
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cultivo de hibridoma para detectar anticuerpos que se unen al

polipéptido de interés, por ejemplo, usando un ensaﬁo ELISA

I
estandar. ,

De manera alternativa para preparar hibriddmas que

secretan anticuerpos monoclonales, un anticuerpc monoclonal

dirigido contra una proteina de la invencién puede identificarse

y aislarse mediante cribado de una biblioteca coﬁbinatoria
recombinante (por ejemplo, una biblioteca de visualﬁzacién. de
fagos de anticuerpos) con el polipéptido de interés.; Los kits

i
para generar y cribar bibliotecas de visualizacidn de fagos se

encuentran disponibles comercialmente (por ejemplo, elfSistema de

1

Anticuerpos de Fagos Recombinantes de Pharmacia, N.° de catdlogo

27-9400-01; y el Kit de Visualizacidén de Fagos SuerAP de

Stratagene, N.° de catdlogo 240612). Adicionalmente, lps ejemplos
de métodos y reactivos particularmente adaptables para su uso en

la generacién y el cribado de la biblioteca de visualizacién

pueden encontrarse en, por ejemplo, patente estadoﬁnidense N.°
5.223.409; publicacién PCT N.° WO 92/18619; publicaéién PCT N.°
WO 91/17271; publicacién PCT N.° WO 92/20791; publica%ién PCT N.°
WO 92/15679; publicacién PCT N.° WO 93/01288; public%cién PCT N.°
WO 92/01047; publicacién PCT N.° WO 92/09690; public%cién PCT N.°
WO 90/02809; Fuchs et &l. (1991) Bio/Technology 9:1#70—1372; Hay
et 41. (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-85; ;Huse et al.

f'
|
.'
|

.= 2 e ln
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(1989) Science 246:1275- 1281; Griffiths et 41. (1993)' EMBO J.

1

12:725-734.

|
La invencidn también proporciona anticuerpos reco;nblnantes

que se unen especificamente a una proteina de la invencién. En

realizaciones preferidas, los anticuerpos recombinantes se unen

especificamente a una proteina marcadora o a un fragmento de

esta. Los anticuerpos recombinantes incluyen, de ' modo no
taxativo, anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados, que
|

comprenden tanto partes humanas como no humanas, anticuerpos de

cadena simple y anticuerpos multiespecificos. Un anticuerpo

quimérico es una molécula en la cual diferentes partes ise derivan
. . . s
de diferentes especies animales, tal como aquellos que tienen una
|

regién variable derivada de un mAb murino y una regidn constante
{

de inmunoglobulina humana. (Véase, por ejemplo, Cabilly et &l.,
|
patente estadounidense N.° 4.816.567; y Boss et &l., patente

estadounidense N.° 4.816.397, que se incorporan a la ﬁ)resente en
{

su totalidad mediante esta referencia.) Los anticuerpos de cadena
|

[} ) 3 . ‘v oz z ! ] :
simple tienen un sitio de unidén al antigenc que consiste en un
|
|
tnico polipéptidoc. Pueden producirse mediante técnicas conocidas

en la técnica, por ejemplo, usando los métodos desascritos en

Ladner et. 41 patente estadounidense N.° 4.946.7“;78 (que se
|

incorpora a la ©presente mediante esta referen:cia en su

totalidad); Bird et 41., (1988) Science 242:423—426;; Whitlow et

dl., (1991) Methods in Enzymology 2:1-9; Whitlow et;a’l., (1991)

PAYA S
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:

Methods in Enzymology 2:97-105; y Huston et 4l., (1991) Methods

in Enzymology Molecular Design and Modeling: Concepts and

Applications 203:46-88. Los anticuerpos multiespecificos son
moléculas de anticuerpo que tienen al menos dos siﬁios de unidén

|
al antigeno que se unen especificamente a antigenos diferentes.

Dichas moléculas pueden producirse mediante técnicad conocidas en

la técnica, por ejemplo usando los métodos descriﬁos en Segal,
|

patente estadounidense N.° 4.676.980 (cuya dﬂvulgacién se
incorpora a la presente mediante esta refeméncia en su

totalidad); Holliger et 4l., (1993) Proc. Nati. ﬁcad. Sel USA

90:6444-6448; Whitlow et 41, (1994) Protein Eng. 7:1017-1026 y la
patente estadounidense N.° 6.121.424. ;

|

|

Los anticuerpos humanizados son moléculas dé anticuerpo de

especias no humanas que tienen una o mas regiones determinantes

de la complementariedad (CDR) de la especia nq humana y una

|
regién de marco de una molécula de inmunoglobulina humana.

(Véase, por ejemplo, Queen, patente estadounidens¢ N.° 5.585.089,
[

I
que se incorpora a la presente mediante esta referencia en su
!

totalidad.) Los anticuerpos monoclonales huménizados pueden

producirse mediante técnicas de ADN recombinante|conocidas en la
|
)

técnica, por ejemplo usando los métodos descritos en la
i

publicacién PCT N.° WO 87/02671; solicitud de Fpatente europea

184.187; solicitud de patente europea 171.496; solicitud de

patente europea 173.494; publicacién PCT N.° WO $6/01533; patente

1
1
l
|
1
1
1
1

1

1

|
1

g
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estadounidense N.° 4.816.567; solicitud de pateﬁte europea

125.023; Better et 4l1. (1988) Science 240:1041—10435 Liu et al.
i
(1987) Proc. Nati. Acad. Sci. USA 84:3439-3443; Liu e; al. (1987)

J. Immunol. 139:3521- 3526; Sun et &l. (1987) Proc. Nati. Acad.

1

Sci. USA 84:214-218; Nishimura et d1. (1987) Cancer Res. 47:999-
1005; Wood et 41. (1985) Nature 314:446-449; y Shaw ét al. (1988)
J. DNati. CancerInst. 80:1553-1559); Morrison (1985) Science
229:1202-1207; Oi et 41. (1986) Bio/Techniques 4:?14; patente
estadounidense 5.225.539; Jones et &l. (1986) Nature5321:552—525;
Verhoeyan et a1. (1988) Science 239:1534; y Beidler ét al. (1988)

{
J. Immunol. 141:4053-4060. !

Mas particularmente, los anticuerpos humanizados pueden

'n
producirse, por ejemplo, usando ratones transgenicos que son
|

incapaces de expresar genes de cadena pesada IIy ligera de
|

inmunoglobulina endbgena, pero que pueden expresar genes de

cadena pesada y ligera humanos. Los ratones transgénicos estan
{

inmunizados de manera normal con un antigeno seleccionade, por
I

|
ejemplo, la totalidad o una parte de un polipéptido

correspondiente a un marcador de la invencidn. Pu?den obtenerse
|

anticuerpos monoclonales dirigidos contra el aﬁtigeno usando

o . i
tecnologia de  hibridoma convencional. Los transgenes de
|
inmunoglobulina humana albergados por los ratones ﬁransgénicos se
|
redistribuyen durante la diferenciacién de ?élulas B, vy

subsecuentemente experimentan un cambio de cla#e y mutacién
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|
somatica. Por lo tanto, usando dicha técnica, es posible producir

anticuerpos de IgG, IgA e IgE terapéuticamente tutiles. Por un

resumen de esta tecnologia para producir anticuerbos humanos,
|

véase Lonberg y Huszar (1995) Int. Rev. Immunol. 13:65—93). Por

una discusién detallada de esta tecnologia para producir
|

anticuerpos humanos y anticuerpos monoclonales' humanos y
|

protocolos para producir dichos anticuerpos, véase, por ejemplo,
la patente estadounidense 5.625.126; patente estadounidense
|

5.633.425; patente estadounidense 5.569.82@; patente

1

estadounidense 5.661.016; y la patente estadouniderise 5.545.806.
Ademads, las empresas como Abgenix, Inc. (EreemontL CA), pueden

I
proporcionar anticuerpos humanos dirigidos contrd un antigeno
|

seleccionado usando  tecnologia similar a la descrita

I

|

|

) i
anteriormente. |
l

|

|

|

{

I

Los anticuerpos completamente humanos que, reconocen un
!
|
epitopo seleccionado pueden generarse usando; una técnica

mencionada como "seleccidén guiada". En este!l abordaje un
|

. . | .
anticuerpo monoclonal no humano seleccionado, por ejemplo, un

|
anticuerpo murino, se wusa para guiar la seleccién de un

anticuerpo completamente humano que reconoce elﬁ mismo epitopo

(Jespers et 41, 1994, Bio/technology 12:899-903).

Los anticuerpos de la invencién pueden aislarse después de
1

la produccién (por ejemplo, de la sangre o del suero del sujeto)
|
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o de la sintesis, y pueden purificarse adicionalmente mediante
técnicas conocidas. Por ejemplo, los anticuerpos de ILG pueden
|
purificarse usando cromatografia de proteina A. Los anticuerpos
especificos para una proteina de la invencidén pueden
seleccionarse o (por ejemplo, ©purificarse parcialmente) o
purificarse mediante, por ejemplo, cromatografia de afi?idad. Por
ejemplo, una proteina expresada de manera recomginante y
purificada (o parcialmente purificada) de la invencidn ée produce
como se describid en la presente, y se acopla de manera:covalente
0 no covalente a un soporte sdélido tal como, por ejémplo, una
columna de cromatografia. La columna puede entonces usarse para
purificar por afinidad anticuerpos especificos para las proteinas
de la invencidén de una muestra que contiene anticuerpos dirigidos
contra una cantidad grade de diferentes epitopos, generando de
esta manera una composicidén de anticuerpos sustaﬁcialmente
purificada, es decir, la cual esta sustancialmente ilibre de
anticuerpos contaminantes. Composicidn de anticuerpos
!
sustancialmente purificada significa, en este context&, que la
muestra de anticuerpos contienen como maximo ﬁnicament@ 30% (en
peso en seco) de anticuerpos contaminantes dirigidgs contra
epitopos distintos a aquellos de las proteinas deseadas de la
invencidn, y  preferentemente como madximo un 20%, mas
preferentemente como maximo un 10% y todavia mas prefeéentemente

como méximo un 5% (en peso en seco) de la muestra estd compuesto

de anticuerpos contaminantes. Una composicién de anticuerpos

i
|
|
|
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purificados significa que al menos 99% de los anticuerpés de la

composicién estadn dirigidos contra la proteina deseada de la
!

invencién.

En una realizacién preferida, los anticuerpos

sustancialmente purificados de la invencién puedén unirse

!
especificamente a un péptido de seflalizacidén, a una secuencia
secretada, a un dominio extracelular, a un domino transmembrana o
citoplasmitico, o a la membrana citoplasmatica de una proteina de

la invencién. En una realizacién particularmente preferida, los

. o Lo . "
anticuerpos sustancialmente purificados de la invencién se unen
!
!

! 3 1
especificamente a una secuencia secretada o a| un dominio
|

extracelular de las secuencias de aminodcidos de una proteina de
la invencién. En una realizacién mas preferida, los anticuerpos
sustancialmente  purificados de la  invencién se  unen

especificamente a una secuencia secretada o a un dominio
!

!

j
extracelular de las secuencias de aminodcidos de¢ una proteina

marcadora. i
!

!
|

!

. D co : ‘s
Un anticuerpo dirigido contra una proteina/de la invencidn

i

. p - 4o
puede usarse para aislar la proteina por meglo de técnicas
de| afinidad o

estandar, tal COmo cromatografia

inmunoprecipitacién. Ademas, dicho anticuerpo guede usarse para

detectar la proteina marcadora o© un fragmenio de esta (por
]

!

ejemplo, en un lisado celular o en un sobrenadante celular) para
i
|
i
!
!
!
!
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poder evaluar el nivel y el patrén de expresiéh del marcador. Los
anticuerpos también pueden usarse como | diagndstico para
monitorear los niveles de proteina en ﬁejidos o) fiuidos
corporales (por ejemplo en un fluido asociado con una enfermedad
o0 estado de toxicidad) como parte de un proced&miento te andlisis
clinico, por ejemplo, para, por ejemplo, detérndnar la eficacia
de un régimen de tratamiento dado. La deteccié; puede facilitarse
mediante el uso de un derivado de anticuerpof que comprende un
anticuerpo de la invencién acoplado a una sustancia detectable.
Los ejemplos de sustancias detectables incluyen varias enzimas,
grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales
luminiscentes, materiales bioluminiscenteé y materiales
radiactivos. Los ejemplos de enzimas aaecuadas incluyen

peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, o-galactosidasa
|
0 acetilcolinesterasa; los ejemplos de coﬁplejos de grupos
prostéticos adecuados incluyen estreptayidina/biotina %
avidina/biotina; los ejemplos de materia%es fluorescentes
adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de
fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamyna fluoresceina,
cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material
luminiscente adecuado incluye luminol; los ejeﬁplos de materiales
bioluminiscentes adecuados incluyen luciferaga, luciferina vy
aequorina, y los ejemplos de materiales radiactivos adecuados

|
incluyen 125I, 131I, $3 o *H. :
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|

Los anticuerpos de la invencién también pueden usarse como
agentes terapéuticos en el tratamiento del céncer. En una
realizacién preferida, los anticuerpos completamente humanos de

. Vo . ‘o 1 .
la invencidén se usan para el tratamiento terapéutico de pacientes

de céancer humanos, particularmente aquellos que tienen cancer. En

|

otra realizacién preferida, los anticuerpos que; se unen
1
especificamente a una proteina marcadora o a un fragmeqto de esta
se usan para el tratamiento terapéutico. Ademads, dicho
anticuerpos terapéutico puede ser un derivado de anticuerpo o

inmunotoxina que comprende un anticuerpo conjugado a un resto

£ . . s .
terapéutico, tal como una citotoxina, un agente terapéutico o un

i
ion metdlico radiactivo. Una citotoxina o un agente citotdxico

incluye cualquier agente que es dafiino para las células. Los
|

ejemplos incluyen taxol, citocalasina B, gramicidina ?, bromuro

de etidio, emetina, Hdtomicina( etopdsido, ténopésido,
vincristina, vinblastina, colquicina, doxorrubicina,
daunorrubicina, dihidroxi antracin diona, mit&xantrona,
mitramicina, actinomicina D, l—dehidrotesLosterona,

l
glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, y

purcmicina, y andlogos y homdlogos de estos. Lo? agentes
terapéuticos incluyen, de modo no taxativo, antimetabo%itos (por
ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina,
5-fluorouracilo decarbazina), agentes alquilantés (por

ejemplo,mecloretamina, tioepa clorambucilo, melfaldn, ¢armustina

(BSNU) y lomustina (CCNU) , ciclotosfamida, ibusulfén,
|
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|

dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C y cis-

diclorodiamina platino (II) (DDP) cisplatino), anmtraciclinas (por

ejemplo, daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y
|

doxorrubicina), antibiéticos (por  ejemplo, dactinomicina
l

(anteriormente actinomicina), blecmicina, :mitramicina Y

antramicina (AMC)), y agentes anti—ndtético§ (por ejemplo,

vincristina y vinblastina).
i
I

Los anticuerpos conjugados de la inventién pueden ser

usados para modificar una respuesta biolégica dada, dado que el
resto de farmaco no se entiende como limitado a agentes

terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo, el resto de farmaco

puede ser una proteina o por ejemplo que poseé una actividad

bioldégica dada. Dichas proteinas pueden incluir, por ejemplo, una
toxina tal como una proteina que inhibe ribosomas (véase Better

et al., patente estadounidense N.° 6.146.631, cuyé divulgacién se
i

incorpora a la presente en su totalidad), abgina, ricina A,
exotoxinas pseudomonas, o toxina difteria; una ﬁroteina como  urn
factor de necrosis tumoral, .alfa.-interferdén; p-interferdn,
factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiénto derivado de

plaquetas, activador de tejido plasmindégeno; o modificadores de
i

la respuesta bioldgica, tales como, por ejemplo, linfocinas,

|
interleucina-1 ("IL-1"), interleucina-2 ("IL-2"), interleucina-6

|

("IL-6"), factor estimulante de colonias de mactofase [sic] de
!
i
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|

granulocitos ("GM-CSF"), factor estimulante de colonhias de

granulocitos ("G-CSE") u otros factores de crecimiento.

Las técnicas para conjugar dichos restos terapéuﬁicos con
anticuerpos son conocidas, véase, por ejemplo, Arnon; et 4l.,
"Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs in Cancer
Therapy”, en Monoclonal Antibodies And Cancer TherapyJ Reisfeld
et 4l. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Heilstram et
al., "Antibodies For Drug Delivery", en Controlled Drué Delivery
(2% Ed.), Robinson et &l. (eds.), pp. 623-53 (Marcel ngker, Inc.
1987); Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agentsfln Cancer

Therapy: A Review", en Monoclonal Antibodies '84: Biological And

Clinical Applications, Pinchera et &l. (eds.), pp. 475-506

(1985); "Analysis, Results, And Future Prospecti?e Of The
Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer T#erapy", en
Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Theraby, Baldwin
et 4l. (eds.), pp. 303-16 (Academic Press 1985), y Thérpe et 4l.,

"The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin
Conjugates", Immunol. Rev., 62:119-58 (1982). f

Por consiguiente, en un aspecto, la invencién proporciona

anticuerpos sustancialmente purificados, fragmentos;3z derivados

de anticuerpos, todos los cuales se unen especificamente a una

|
proteina de la invencidén vy, preferentemente, a una proteina
|

marcadora. En varias realizaciones, los ; anticuerpos
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sustancialmente purificados de la invencién, o fragmentos o

derivados de estos, pueden ser anticuerpos humanos, no! humanos,
|

quiméricos y/o humanizados. En otro aspecto, la invencidn

proporciona anticuerpos no humanos, fragmentos de anticuerpos y

derivados, todos los cuales se unen especificamente a una

proteina de la invencién y, preferentemente, a una proteina

i

marcadora. Dichos anticuerpos no humanos pueden ser anticuerpos

de cabra, ratén, oveja, caballo, pollc, conejo o rata.;‘ De manera

alternativa, los anticuerpos no humanos de la invencién pueden

ser anticuerpos quiméricos y/o humanizados. Adénés, los

anticuerpos no humanos de la invencidén pueden ser {anticuerpos
|
anticuerpocs monoclonales. En un aspecto

policlonales y/o

adicional, la invencién proporciona anticuerpos monoclonales,
1

: i
fragmentos y derivados de anticuerpos, todos los cuales se unen

|
especificamente a una  proteina de la im/l,*encién Y,

: I
preferentemente, a una proteina marcadora. Los ' anticuerpos

1

monoclonales pueden ser anticuerpos humanos, quiméricos y/o no
i

humanos.

|
La invencién también proporciona un kit que' contiene un
{

' ' .. . !
anticuerpo de la invencidn conjugado con una

l

sustancia

detectable, e instrucciones de uso. Todavia otro dspecto de la

i
invencién es un una composicién farmacéutica que ;comprende un

anticuerpo de la invencidén. En una realizacidn, l'éa composicidn

i
i
1
|
1
{
|
{
|
|

1
I

'
1
I
i
1
|

I
|
'
1
'
[
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farmacéutica comprende un anticuerpo de la invencién y un

portador farmacéuticamente aceptable. 1

E. Medicina predictiva

La presente invencidén pertenece al campo 'de la medicina
predictiva en el cual los ensayos de diagndstico, ensayos de
pronéstico, farmacogenémica y los ensayos clinicos de monitoreo

se usan para fines de pronéstico (predictivos) 'para tratar de

esta manera a un individuo profildcticamente. Por consiguiente,

un aspecto de la presente invencién se refiere a ensayos de

diagndéstico para determinar el nivel de expresién de una o mas
|

proteinas o acidos nucleicos marcadores, para poder determinar si

13

|
un individuo estd en riesgo de desarrollar determinada enfermedad

. . . . . '
o toxicidad inducida por farmacos. Dichos ensayos pueden usarse

. o o !
para fines de prondstico o predictivos para tratar de esta manera

a un individuo profilacticamente antes de la aparicidn del
i

trastorno. |

|

!

_|

Todavia otro aspecto de la invencidn | se refiere al

|
monitoreo de la influencia de agentes (por ejemplo, farmacos u
I

otros compuestos administrados ya sea para inhibir o tratar o
|

prevenir un trastorno o toxicidad inducida por férmacos {es

decir para poder entender cualquier efecto téxico inducido por
I

farmacos que dicho tratamiento pueda tener}) en la expresién o
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15

25

actividad de un marcador de la invencién en ensayos clinicos.

i

!
Este y otros agentes de la invencién se describen en mas detalle

en las siguientes secciones.

F. Ensayos de diagnéstico

!
i
'

Un método ejemplar para detectar la presencia o aug’;ncia
de una proteina o &cido nucleico marcadores en una mlilestra
biolégica involucra la obtencidén de una muestra biolégic;jfi (por
ejemplo, muestra de tejido o fluido corporal asociado &on la
;,
toxicidad) de un sujeto de prueba y poner en contacto la muestra
biolégica con un compuesto o agente capaz de detec“"ftar el
polipéptido o &cido nucleico (por ejemplo, ARNm, ADN geriénﬁco o
ADNc) . Los métodos de deteccidén de la invencidn pueden,’;‘; por lo
tanto, usarse para detectar ARNm, proteinas, ADNc o ADN ;‘;genén1ico
in vitro asi como in vivo. Por ejemplo, las técnicas ;,-;in vitro
para la deteccién de ARNm incluyen hibridaciones Nc%rthern e
hibridaciones in situ. Las técnicas in vitro para det};ectar una
proteina marcadora incluyen ensayos inmunoabsorbentes ligados a
enzimas (ELISA), transferencias Western, imnunoprecipji’taciones e
inmunofluorescencia. Las técnicas in vitro para la dféteccién de
ADN genémico incluyen hibridaciones Southern. Las ,‘itécnicas in
f
vivo para la deteccién de ARNm incluyen reaccidén en %:adena de la
j

polimerasa (PCR), hibridaciones Northerne hibridaciofles in situ.

Ademds, las técnicas in vivo para la deteccién de juna proteina
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f
marcadora incluyen introducir en un sujeto un anticuerpo marcado

dirigido contra la proteina o fragmento de esta. Por_“ ejemplo, el

anticuerpo puede estar marcado con un marcador radiactivo cuya

presencia y ubicacién en el sujeto pueda detectarse mediante

técnicas de imagenologia estandar. :

Un principio general de dichos ensayos diagr{ésticos y de

prondéstico involucra preparar una muestra o mezcla de reaccidn

[

que puede contener un marcador y una sonda, bajé condiciones
|

apropiadas y durante un tiempo suficiente para peinﬁtir que el

|
marcador y la sonda interactlen y se unan, formando asi un
|

complejo que puede ser retirado y/o detectado en : la mezcla de

reaccién. Estos ensayos pueden llevarse a cabo en una variedad de
i
formas. !
i
|

Por ejemplo, un método para llevar a cabé dicho ensayo

involucraria anclar el marcador o sonda a un soporte de fase

1

sblida, también mencionado como sustrato, y detectar 1los

1

complejos de marcador/sonda objetivos anclados en'la fase sdlida

!
al final de la reaccién. En una realizacién de dicho método, una

muestra de un sujeto, que va a analizarse para detectar la
)

puede' anclarse a un

presencia y/o concentracién de marcador,

soporte de fase sélida o portador. En otra :realizacién, la

situacién inversa es posible, en la cual la sonda puede anclarse
f
i
i
:
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a una fase so6lida y una muestra del sujeto puede dejarse

reaccionar como un componente sin anclar dell ensayo.

Hay muchos métodos establecidos para lanclar componentes de
ensayo a una fase sélida. Estos incluyen,;de modo no taxativo,
molécula de marcador o sonda que estédn inmévilizadas a través de
conjugacién de biotina o estreptavidina. bichos componentes de
ensayo biotinilados pueden prepararse a paréid de biotina-NHS (N-
hidroxi-succinimida) usando técnicas conociéas en la técnica (por
ejemplo, kit de biotinilado, Pierce Chemicéls, Rockford, IL), e

inmovilizarse en pocillos de placas de 96 pocillos recubiertos de
|
estreptavidina (Pierce Chemical). En ciertas realizaciones, las

superficies con componentes de ensayo |inmovilizados pueden

|
prepararse por adelantado y almacenarse.

Otros portadores o soportes de faseisélida adecuados para
dichos ensayos incluyen cualquier materiaﬁ capaz de unirse a la
clase de molécula a la cual pertenece elfnarcador o sonda. Los
soportes y portadores conocidos incluyen% de modo no taxativo,
vidrio, poliestireno, nylon, polipropilen#, nylon, polietileno,
dextrano, amilasas, celulosas natur#les y modificadas,
poliacrilamidas, gabros y magnetita. :
|
Para poder llevar a cabo los ens%yos con los abordajes

antemencionados, el componente no inmovi%izado se agrega a la

20%
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fase sélida a la cual estd anclado el segundo cbmponente. Después
de que la reaccidén estd completa, los componentes que no estan en

forma de complejo pueden retirarse (por ejemploL mediante lavado)
|

bajo condiciones de manera que cualquier : complejo formado
{

permanecerd inmovilizado en la fase sdélida. Lé deteccién de los
complejos de marcador/sonda anclados a la fase sbélida puede

llevarse a cabo en una cantidad de métodoé descritos en la
|

presente. :
!
|

En una realizacidén preferida, la sonda, cuando es el

componente no anclado del ensayo, puede marcarse con fines de

|
deteccién y lectura del ensayo, ya sea directa o indirectamente,
\

con marcadores detectables discutidos en la presente y que son
|

conocidos para los expertos en la técnica. |
«

También es posible detectar directamente la formacidn del
|

complejo de marcador/sonda sin manipulacién o marcado adicionales
1

de cualquiera de los componentes (marcador o éonda), por ejemplo,

mediante la utilizacidén de la técnica de transferencia de energia

fluorescente, Lakowicz et 4dl1., patente festadounidense N.°

|
5.631.169; Stavrianopoulos, et dl., patente: estadounidense N.°
|

4.868.103). Un marcador fluordforo en lé primera molécula
|
"donante" se selecciona de manera que al| excitarla con luz

incidente de wuna longitud de onda adécuada, su energia

L . . .
fluorescente emitida sera absorbida por una etiqueta fluorescente
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en una segunda molécula "aceptora”, que, a su ve%, es capaz de
generar fluorescencia debido a la energia absorbida. De manera
alternativa, la molécula de proteina "donante” puede usar
simplemente la energia fluorescente natural de los residuos de

|
triptéfanc. Los marcadores se eligen de manera que emitan luz de

diferentes longitudes de onda, de manera que la, etiqueta de 1la

molécula "aceptora" puede diferenciarse del de las"donante". Dado

que la eficiencia de le transferencia de energia entre los

marcadores se relaciona con la distancia due separa las
i

moléculas, las relaciones espaciales entre las: moléculas puede

analizarse. En una situacién en la cual la unidén ocurre entre las

1

moléculas, la emisién fluorescente de la etiqueta de la molécula
"aceptora" en el ensayo debe ser mixima. Puede medirse de manera

conveniente un evento de unién FET a través de medios de

deteccién fluorométrica conocidos en la técnica (por ejemplo,
|

usando un fluorimetro). !

1
'
|
|

En otra realizacién, la determinacién de la capacidad de
{

:

una sonda de reconocer un marcador puede lograrse sin marcar
|

ninguno de los componentes del ensayo (sonda o© marcador)

utilizando una tecnologia tal como el Anéli%is de Interaccién
Biomolecular (BIA) de tiempo real (véase, por éjemplo, Sjolander,

|
S. yUrbaniczky, C, 1991, Anal. Chem. 63:2338-2345 y Szabo et 4l.,

1995, Curr. Qpin. Struct. Biol. 5:699-705). Tai como se usa en la
|

i
resente, "BIA" o "resonancia de plasmén de 'superficie" es una
|
|
I
|

| 26/
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j
tecnologia para estudiar interacciones bioespecificas en tiempo
real, sin marcar ninguno de los elementos que ir_‘i;teractflan (por
ejemplo, BIAcore). Los cambios en la masa en laf superficie de
unién  (indicador de un eventc de unidén) da _{‘como resultado
alteraciones del indice de refraccién de la lyﬁz cerca de la
superficie (el fendmeno éptico de la resonanciai de plasmén de

superficie (SPR)), lo cual da como resultado una sefial detectable

que puede usarse como un indicador de reaccione$s en tiempo real

entre las moléculas biolégicas. _f

De manera alternativa, en otra realizqétcién, se pueden

llevar a cabo andlisis de diagnéstico y pronéstico andlogos con

el marcador y la sonda como solutos en una fase ;"liquida. En dicho

ensayo, el marcador y sonda en complejo sé separan de los
!

componentes que no estan en comple]jo medianté una cantidad de

técnicas estandar, incluyendo, de mod¢> no taxativo:

centrifugacién diferencial, cromatografia, I,‘; electroforesis e
inmunoprecipitacién. En la centrifugacidén diferencial, los
complejos de marcador/sonda pueden separarse j de los componentes
de ensayo que no estan en complejo a través de una serie de
etapas de centrifugacién, debido a los diferentes equilibriocs de

sedimentacién de los complejos basados en sus diferentes tamafios

y densidades (véase, por ejemplo, Rivas, G, y Minton, A.P.,

18(8):284~7). Las técnicas de

1993, Trenas Biochem Sci.
{

!
cromatografia estandar pueden también utilizarse para separar
I
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I

|
i
!
!

moléculas en complejo de las que no estadn en complejo. Por

ejemplo, la cromatografia de filtracién de gel separq5 las
moléculas basdndose en el tamafio y a través de la utilizacj;én de
una resina de filtracién de gel adecuada en un fomaj{:o de
columna, por ejemplo, los componentes relativamente mas gyjrandes
del complejo pueden separarse de los relativamente més pecéueﬁos.
De manera similar, las propiedades de carga relatifvamente
diferentes del complejo de marcador/sonda cuando se compéra con
los componentes que no estan en complejo pueden explotaz%se para
diferenciar los componentes del complejo de los que no éstén en
complejo, por ejemplo a través de la utilizacién de rej':sinas de
cromatografia de intercambio de iones. Dichas resinas y;técnicas
cromatograficas son conocidas por los expertos en la:i"‘ técnica

(véase, por ejemplo, Heegaard, N.H., 1998, J. Mol. flRecognit.

Winter 11(16): 141-8; Hage, D.S., y Tweed, S.A. J Chlfomatogr B
Biomed Sci Appl 1997 10 de oct;699(1-2):499-525). Tamllbién puede
emplearse la electroforesis en gel para separar los domponentes

de ensayo en complejo de los componentes no unidos ?yvéase, por
ejemplo, Ausubel et d4l1., ed., Current Protocols J.n Molecular
Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, 1987—1999:5. En esta
técnica, los complejos de proteina o &cido nucleico,;"; se separan
basédndose en tamafio 0 carga, por ejemplo. Para poder; mantener la
interaccién de unidén durante el proceso electroforético, se
prefieren tipicamente los materiales y condiciones ;de matriz de

i
gel no desnaturalizantes en la ausencia de agente reductor. Las
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/

condiciones adecuadas para el ensayo particular y componéntes de
!

este serdn conocidas para un experto en la técnica.

En una realizacién particular, el nivel de ARNm' marcador

puede determinarse tanto mediante formatos in situ comé in vitro
en una muestra biolégica usando métodos conocidos en %g técnica.
El término "muestra bioldgica" se pretende que inclufa tejidos,
célﬁlas, fluidos biolégicos y aislados de estos, aisiados de un
sujeto, asi como tejidos, células y fluidos present%s dentro de
un sujeto. Muchos métodos de deteccidn de la expresﬁén usan ARN

aislado. Para los métodos in vitro, puede usa:ée cualquier

técnica de aislamiento que no evite el aislamientojdel ARNm para

la purificacién del ARN de las células (véase,fpor~ ejemplo,

Ausubel et 4l1., ed., Current Protocols in Mblecula# Biology, John
/

i

Wiley & Sons, Nueva York 1987-1999). Adicionaﬂmente, grandes

cantidades de muestras de tejido pueden proceaérse facilmente

i
usando técnicas conocidas por los expertos en'ﬂa técnica, tal
!

como, por ejemplo, el proceso de aislamiento dé ARN de un solo

i
!
!
!
t

paso de Chomczynski (1989, patente estadounidensé N.° 4.843.155).

i
!
!

El ARNm aislado puede usarse en 1los ensdyos de hibridacién
]

| . P
de modo no ftaxativo, analisis

o amplificacién que incluyen,
j
L L
analisis de reaccién; en cadena de la
. . Py O
polimerasa y matrices Un método de diagnédstico
[

preferido para la deteccién de los niveleé de ARNm involucra

Southern o Northern,

de sondas.
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|
poner en contacto el ARNm aislado con una molécula de &cido

nucleico (sonda) que pueda hibridarse con el ARNm codificado por

el gen que se estéd detectando. La sonda de &cido nucleico puede

' ser, por ejemplo, un ADNc de longitud completa o una ‘parte de

este, tal como un oligonucledtido de al menos 7, 15, 30, 50, 100,

250 o 500 nucledtidos de longitud y suficiente para hibridarse de
manera especifica bajo condiciones estrictas a un ARMm o ADN

genémico que codifica un marcador de la presente invencién. Otras

sondas adecuadas para su uso en ensayos diagndsticos de la

invencién se describen en la presente. La hibridacién de un ARNm
|

con la sonda indica que el marcador en cuestidén estd siendo

|
i
expresado. ;
i
|
En un formato, el ARNm se inmoviliza en una superficie

o . ! .
sbélida y se pone en contacto con una sonda, por ejempl?, mediante

el pase del ARNm aislado en un gel de agarosa y transfiriendo el
i

ARNm desde el gel a una membrana, tal como nitrocelulosa. En un

formato alternativo, la o las sondas se inmoviliz%n en una
[

superficie sélida y el ARNm se pone en contacto con la o las

sondas, por ejemplo, en un chip de ADN Affymetrix. Un;experto en

la técnica puede adaptar facilmente métodos de deteccién de ARNm
|

conocidos para su uso en la deteccién del nivel de ARNm

e . P o |
codificado por los marcadores de la presente invencidn.
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Un método alternativo para determinar el nivel de II;'ylarcador
de ARNm en una muestra involucra el proceso de amplificcjilcién de
dcido nucleico, por ejemplo, mediante RT-PCR (la rea';lizacién
experimental establecida en Mullis, 1987, patente estadéunidense
N.° 4.683.202), reaccién en cadena de la ligasa (Bara;fjﬁy, 1991,
Proc. Nati. Acad. Sci. USA, 88:189-193), replicacidén de secuencia
autosostenida (Guatelli et 4l1., 1990, Proc. Nati. Acacf;i. Sel USA
87:1874-1878), sistema de amplificacién transcriptiona;’;l (Kwoh et
d1., 1989, Proc. Nati. Acad. Sci. USA 86:1173—117_'!7), Q-Beta
Replicasa (Lizardi et 41., 1988, Bio/Technolog;ﬁ/ 6:1197),
replicacién de circulo rodante (Lizardi et é_‘l; ., patente
estadounidense N.° 5.854.033) o cualquier otro método de

i

amplificacién del &cido nucleico, seguido de la deteccién de

f

moléculas amplificadas wusando técnicas conocidds para 1los

. ’i L4
expertos en la técnica. Estos esquemas de deteccidn son
i
especialmente wtiles para la deteccién de moléculas de acido
!

nucleico si dichas moléculas estdn presentes en cantidades muy

bajas. Tal como se usa en la presente, los cebadcﬁres se definen

i

!
como un par de moléculas de &cido nucleico gque pueden aparear las

!

regiones 5' y 3' de un gen (cadenas positiﬁra y negativa,
respectivamente, y viceversa) y contener una reéién corta entre
estas. En general, los cebadores de ampliﬁ;icacic’m son de
aproximadamente 10 a 30 nucledtidos de longituq{ y flanquean una

regién de aproximadamente 50 a 200 nucledtidos fde longitud. Bajo

las condiciones adecuadas y con los reactivos adecuados, dichos

i
!
i
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1

cebadores permiten la amplificacién de una molééula de é&cido

nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos flanqueada por
J

los cebadores.

4
Para los métodos in situ, no es necesario aislar el ARNm

antes de la deteccidén. En dichos métodos, una mueséra de células

0 tejido se ©prepara/procesa usando métodos | histoldégicos

conocidos. La muestra entonces se inmoviliza eni un soporte,

cominmente un portacbjetos de vidrio, y luego se pone en contacto
|

con la sonda que puede hibridarse al ARNm quel codifica el

marcador. i

I

i

Como una forma alternativa a realizar las deFerminaciones

|
basadas en el nivel de expresién absoluto del qarcador, las

determinaciones pueden basarse en el nivel de expresién
- |

normalizado del marcador. Los niveles de expresién s$e normalizan
I

mediante la correccidén del nivel de expresidén absoluto mediante
I

la comparacién de su expresién con la expresién de un gen que no

|
es un marcador, por ejemplo, un gen de mantenimiento que se

s l
expresa de manera constitutiva. Los genes adecuados para la
I

normalizacién incluyen los genes de mantenimiento’ tales como
|

genes de actina, o genes especificos de células epitéliales. Esta
!

normalizacién permite la comparacién del nivel de éxpresién en
|

una muestra, por ejemplo, una muestra de un paciente, con otra

muestra, por ejemplo, una muestra gque no pert%nece a la
|

l
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i
enfermedad o que no es téxica, o entre muestras Qe diferentes

fuentes.

De manera alternativa, el nivel de expfesién puede
proporcionarse como un nivel de expresién relativo. Para
determinar un nivel de expresién relativo de un marcador, el

nivel de expresién del marcador se determina para 10 o mas

muestras de aislados de células normales en comparacién con
aislados de células de la enfermedad o téxicas, pfeferentemente
50 o mis muestras, antes de la determinacidén del nivel de
expresién de la muestra en cuestién. EL nivel de expresién medio

I
de cada uno de los genes analizados en el numero mayor de

muestras se determind y este se usa como valor de referencia del

nivel de expresién para el marcador. El nivel deiexpresién del
marcador determinado para la mejor muestra (nivel!de expresién
absoluto) entonces se dividié entre el valor de eﬁpresién medio
obtenido para el marcador. Esto proporciona un nivei de expresidn

relativo. .
|

Preferentemente, las muestras usadas en la! determinacién

del valor de referencia estardn en forma de células que no son de

la enfermedad o que no son tdxicas. La eleccién d%l a fuente de
células depende del uso del nivel de expresidén relativo. Usar la

expresidén encontrada en los tejidos normales coﬁo puntaje de

expresién medio ayuda a la validacién de si el marcador analizado

|
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|
1
|
|
|
es especifico de la enfermedad o toxicidad (en comparacién con
|
|
células normales). Ademds, cuandc se acumulan mas platos, el valor

v oz 13 . 1 | 1
de expresidén medio se puede revisar, siempre que mejore los
I
niveles de expresién relativos basados en los datos acumulados.
|

Los datos de expresién de células de la enfermedad o células

téxicas proporcionan un medio para evaluar la gravedad de esta
|

enfermedad o estado téxico.

En otra realizacién de la presente invencidn, se detecta

una proteina marcadora. Un agente preferido para: la deteccién de

la proteina marcadora de la invencidén es un anticuerpo capaz de

unirse a dicha proteina o a un fragmento de esta, preferentemente

un anticuerpo con una etiqueta detectable. Los anticuerpos pueden
|

ser policlonales o, mas preferentemente, monoclonales. Puede

usarse un anticuerpo intacto o un fragmento o derivado de este

(por ejemplo, Fab o F(ab'),) El término "marcadol?', con respecto a

la sonda o anticuerpo, se pretende que abarque e:l marcado directo

de la sonda o anticuerpo mediante acoplamiento (es decir, enlace
|

fisico) de una sustancia detectable con la sonda o anticuerpo,
|
|

asi como al marcado indirecto de la sonda o -anticuerpo mediante
|

la reactividad con otro reactivo que estd marcado directamente.
|

Los ejemplos de marcado indirecto incluyen lz—T‘ll deteccién de un
|

3 [} . v ! .
anticuerpo primario usando un anticuerpo secundario marcado de
|

manera fluorescente y al marcado en el extremo de una sonda de
|

267
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ADN con biotina, de manera que pueda ser detectado con

estreptavidina marcada mediante fluorescencia.

Las proteinas de las células pueden a#slarse usando
técnicas que son conocidas para los expertos en #a técnica. Los
métodos de aislamiento de proteinas empleados pﬁeden ser, por
ejemplo, los descritos en Harlow y Lane (Harlom;y Lane, 1988,

Antibodies: A ILaboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory

Press, Cold Spring Harbor, Nueva York).

|
r

Puede emplearse una variedad de formatosfpara determinar

si una muestra contiene una proteina que se une a un anticuerpo

dado. Los ejemplos de dichos formatos inclu&en, de medo no
|

taxativo, inmunoensayo de enzimas (EIA), radioin@unoensayo (RIA),

andlisis de transferencia Western vy ensayo: inmunoabsorbente

ligado a enzimas (ELISA). Un experto en la técriica puede adaptar

facilmente métodos de deteccién de proteina/anticuerpo conocidos

i
para su uso en la determinacién de si las células expresan un
i

marcador de la presente invencién.

i
i
!
/

En un formato, los anticuerpos, o fragmentos o derivados
tal como

de anticuerpo, pueden usarse en los métodos
;

j
transferencias Western o técnicas de inmunofluorescencia para

detectar las proteinas expresadas. En | dichos usos, es
i
!

generalmente preferible inmovilizar ya sea él anticuerpo o las
|
j

!



10

15

20

25

266 !

proteinas en un soporte sélido. Los portadores o soportes;de fase
sblida adecuados incluyen cualquier soporte capaz de ﬁnir’ un
antigeno o un anticuerpo. Los soportes y portadores cgnocidos
incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno, poliétileno,

dextrano, nylon, amilasas, celulosas naturales y modificadas,

poliacrilamidas, gabros y magnetita.

Un experto en la técnica conocerd muchos otros portadores
adecuados para unir el anticuerpo o antigeno, vy seré;capaz de
adaptar dicho soporte para su uso con la presente inveﬁcién. Por
ejemplo, la proteina aislada de células de una enﬁermedad o
células toéxicas puede someterse a electroforesis én gel de
poliacrilamida e inmovilizarse en un soporte de faseléélida tal

como nitrocelulosa. Entonces puede lavarse el soporte con

amortiguadores adecuados seguido de tratamiento con el;anticuerpo
marcado de manera detectable. El soporte de fase s%lida puede
entonces lavarse con un amortiguador una segunda vez éara retirar
el anticuerpo no unido. La cantidad de etiqueta @nida en el

soporte sélido puede detectarse por medios convencionéles.

!

La invencién también abarca kits para ‘Hetectar la

presencia de una proteina o &cido nucleico marcadores en una

Caa . . ; . .
muestra bioldégica. Dichos kits pueden usarse para determinar si
I

un sujeto padece o estd en riesgo de desarﬁollar cierta

enfermedad o toxicidad inducida por farmacos. Por ejemplo, el kit
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puede comprender un compuesto o agente marcado\capaz de detectar

una proteina o acido nucleico marcadores en una muestra bioldgica

y medios para determinar la cantidad de la proteina o ARNm en la

|

muestra (por ejemplo, un anticuerpo que se une a la proteina o a
!

un fragmento de esta, o una sonda de oligonuclebdtido que se une

|

al ADN o ARNm que codifica la proteina). Los kits también pueden

|
incluir instrucciones para interpretar los resultados obtenidos

usando el kit.

Para los kits basados en anticuerpés, el kit puede
comprender, por ejemplo: (1) un primer anticuerpo (por ejemplo,
unido a un soporte sélido) que se une a una Qroteina marcadora;

y, opcionalmente, (2) un segundo anticuerpo diferente que se une

Para los kits basados en oligonucledtidos, el kit puede

ya sea a la proteina o al primer anticuerpo y .estd conjugado con

una etiqueta detectable.

comprender, por ejemplo: (1) un oligonucleéti&o, por ejemplo, un
oligonucleétido marcado de manera detectable,ique se hibrida con
una secuencia de 4&cido nucleico que codifica una proteina
marcadora © (2) un par de cebadores ﬁtilesvéara amplificar una
molécula de 4&cido nucleico marcador. EL kit también puede
comprender, por ejemplo, un agente amortiguado%, un conservante o

un agente estabilizador de proteinas. El1 kit puede comprender
!

|
adicionalmente componentes necesarios para detectar una etiqueta

272
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detectable (por ejemplo, una enzima o un sustraﬂo). EL kit
también puede contener una muestra de control o U.Ijla serie de
muestras de control que pueden analizarse y compar“arse con la
muestra de prueba. Cada componente del kit puede estar éontenido
dentro de un recipiente individual y todos los varios recipientes
pueden estar dentro de un Unico empaque, junto con instrucciones
para interpretar los resultados de los ensayos llex‘lrados -a cabo

usando el kit. \

G. Farmacogendémica 1

Los marcadores de la invencién también son\. ttiles como
marcadores farmacogendémicos. Tal como se usa en la ;presente, un
"marcador farmacogenémico" es un marcador bioquimfico objetivo
cuyo nivel de expresién se correlacione con una; respuesta o
susceptibilidad especifica a un fé&rmaco clinico ern: un paciente
(véase, por ejemplo, McLeod et 4l1. (1999) Eur. J. C;ancer 35(12):
1650-1652) . La presencia o cantidad de la expresiémi del marcador
farmacogendmico esta relacionada con la respuesta ;predicha del
paciente y mas particularmente de las células enfer;inas o tdéxicas
del paciente a la terapia con un farmaco o clase|I de farmacos
especificos. Mediante le evaluacidén de la presencia ;o cantidad de
la expresién de uno o mas marcadores fannacogen:émicos en un
paciente, puede seleccionarse una terapia de fémacjos que es mas

adecuada para el paciente, o que se predice que tendrd un mayor

277
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|

I

|

|

|

grado de éxito. Por ejemplo, basandose en la presencia o cantidad
{

de un ARN o proteina codificada por marcadores especificos de

tumor en un paciente, puede seleccionarse un farmaco o un
1

tratamiento que estd optimizado para el tratamiento del tumor
|
especifico que es mas probable que esté presente en el paciente.

El uso de marcadores farmacogendmicos, por lo taﬂto, permite
|

seleccionar o disefiar el tratamiento mds adecuado para cada
1

paciente de cancer sin probar diferentes farmacos o regimenes.
|
|
Otro aspecto de los farmacogendmicos se reﬁiere a las

afecciones genéticas que alteran la forma en que el cuerpo
|

. . oo 1 -
reacciona a los farmacos. Estas condiciones farmacogendmicas
[

pueden ocurrir ya sea como defectos raros o como polimorfismos.
|
Por ejemplo, la deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

l
(G6PD) es wuna enzimopatia hereditaria comin en. la cual la
|

complicacién clinica principal es la hemolisis después de la

ingestién de farmacos oxidantes (fArmacos lanti-malaria,

i
sulfonamidas, analgésicos, nitrofuranos) y del consumo de habas.
|

Como realizacién ilustrativa, 1la activida@ de enzimas
i
metabolizantes de farmacos es un determinante prin?ipal tanto de

la intensidad como de la duracidén de la accidn de &n farmaco. EL

descubrimiento de polimorfismos genéticos f de enzimas
i

metabolizantes de farmacos (por ejemplo, N~aceti%transferasa 2

(NAT 2) y citocromo P450, enzimas CYP2D6 y; CYP2C19) ha
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|
proporcionado una explicacién de por qué algunos pacientes no

i
obtienen los efectos esperados de los farmacos o muestran una

respuesta al farmaco exagerada, y una toxicidad grave después de

tomar una dosis estandar y segura de un férmaco. Estos
polimorfismos se expresan en dos fenotipos en la poﬁlacién, el
metabolizador extensivo (EM) y el metabolizador pobﬁé (PM). La
prevalencia de PM es diferente entre diferentes poblaéiones. Por

ejemplo, el gen que codifica CYP2D6 es altamente polimérfico y se

han identificado varias mutaciones en PM, lo cual ;lleva a la

ausencia de CYP2D6 funcional. Los metabolizadores pobres de
CYP2D6 y CYP2C19 experimentan bastante frecuenﬁemente una

respuesta exagerada a los farmacos y efectos secundarios al

recibir dosis esténdar. Si un metabolito es el resté terapéutico

activo, un PM no mostrard una respuesta terapéutica, como se
|

demostré para el efecto analgésico de la codeina mediada por su

metabolito de morfina formado por CYP2D6. El otro extremo son 1os

{

llamados metabolizadores ultrarrdpidos que no responden a las

1

dosis esténdar. Recientemente, se identificé Qque la base

molecular del metabolismo ultrarrdpido se debe a la{amplificacién

génica de CYP2D6, |

!
Por lo tanto, el nivel de expresién de un ﬁarcador de la

invencién en un individuo puede determinarse para;seleccionar de
i

esta manera el o los agentes adecuados para el tratamiento

terapéutico o profilactico del individuo. Ademas, los estudios



| 29
i
|
i

271 !

{

farmacogenéticos pueden usarse para aplicar la genoéipificacién
de alelos polimérficos que codifican enzimas que Bmetabolizan
farmacos a la identificacién del fenotipo de la re;ﬁuesta a un
farmaco de un individuo. Este conocimiento, cuando se;aplica a la

dosificacién o seleccién de un farmaco, puede evitar reacciones

adversas o el fallo terapéutico y por 1lo tantof mejorar la

'

eficiencia terapéutica y profilactica cuando se trata a un sujeto

con un modulador de la expresidn de un marcador de la invencidn.

H. Ensayos clinicos de monitoreo

El monitoreo de la influencia de los agentes; (por ejemplo,
!

compuestos de farmaco) en el nivel de expresién de un marcador de

la invencién puede aplicarse no solo al cribado béasico de

farmacos, sino también a ensayos clinicos. Por ejemplo, la

eficacia de un agente para afectar la expresién del marcador
I
I

puede monitorearse en ensayos clinicos de sujetos que reciben el

{

tratamiento para ciertas enfermedades, tal como c@ncer, diabetes,

cardiotoxicidad, o

obesidad, enfermedad cardiovascular vy

toxicidad inducida por farmacos. En una realizacién preferida, la

presente invencién proporciona un método para monitorear la

efectividad del tratamiento de un sujeto con un agente (por

ejemplo, un agonista, antagonista, peptidomimético, proteina,
péptido, &cido nucleico, molécula pequefia y otro candidato a

{
farmaco) que comprende las etapas de (i) obteéner una muestra
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|
I
I
I
|
|
!
I
|
|

antes de la administracidén de un sujeto, antes de la
{

administracién del agente; (ii) detectar ellnivel de expresién de

{
uno o mas marcadores seleccionados de la invencién en la muestra

antes de la administracidén; (iii) obtener|, una o mas muestras
después de la administracidén del sujeto; (#V) detectar el nivel

. ! .
de expresidn del o los marcadores en las muestras después de la
{
I

administracién; (v) comparara el nivel de expresién del o los
|

marcadores en la muestra antes de la administracién con el nivel
|

de expresidén del o los marcadores en la o las muestras después de
{

la administracién; y (vi) alterar la adminisﬂracién del agente al

|
sujeto en consecuencia. Por ejemplo, la expresidén aumentada del o

los genes marcadores durante el curso del tratamiento puede

|
indicar wuna dosificacién no efectiva y la conveniencia de

o .. I ' s
aumentar la dosificacién. Por el contrario, la expresidén
|

disminuida del o los genes marcadores puede ifindicar la eficacia
[

del tratamiento, y la no necesidad de cambiar la dosificacién.
I

|
|
H. Matrices |
|
|
|

{
La invencién también incluye una matriz que comprende un

[} 'z v |
marcador de la presente invencién. La matrlz:puede usarse para

.z 2 | :
evaluar la expresidén de uno o0 mas genes en :la matriz. En una
|

realizacidén, la matriz puede usarse para evaluar la expresién
|

génica en un tejido para establecer la especifibidad de tejido de

|
los genes en la matriz. De esta manera, pueden evaluarse hasta

293
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i
7600 genes de manera simultédnea para verifilcar su expresidn. Esto

permite un perfil que puede desarrollar!se para mostrar una

|
bateria de genes expresados especificamente. en uno o mis tejidos.
|
\
Ademds, dicha determinacién cualitativa de la invencidn
permite la cuantificacién de la expresién génica. Por lo tanto,

puede determinarse no solo la especifici‘ldad de tejido, sino

|
también el nivel de expresién de la bateria de genes en el
|

tejido. Por lo tanto, los genes pueden agruparse en base a su
\

. 4 ! [
expresién en el tejido per se y al nivel de expresidn en ese

tejido. Esto es 0til, por ejemplo, en laj determinacién de la
relacién entre la expresién génica entre tejidos. Por lo tanto,

{

un tejido puede perturbarse y puede determinarse el efecto de la
{

expresién génica en un segundo tejido. En 'este contexto, puede
{

determinarse el efecto de un tipo de cél{rlla en otro tipo de

célula en respuesta al estimulo bioldgico. Dicha determinacién es
|

util, por ejemplo, para saber el efecto de !la interaccién entre

celulas a nivel de la expresidn génica, Si el agente se

1
administra terapéuticamente para tratar un tipo celular pero
|

tiene un efecto no deseable en otro tipo c}elular, la invencidn

|
proporciona un ensayo para determinar la jbase molecular del

efecto no deseado y por lo tanto proporciora la oportunidad de

co—administrar un agente que contrarresta o llcrata de otra manera
|

el efecto no deseado. De manera similar, incluso dentro de un

I
tipo celular, pueden determinarse los 'efectos bioldgicos

1 198
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i
i

indeseables a nivel molecular. Por lo tanto, los efectos dé un
agente en la expresién de un gen distinto al gen objetivo pﬁeden

determinarse y contrarrestarse.

En otra realizacién, la matriz puede usarsef para
monitorear el transcurso de tiempo de la expresién de uno;o mas
genes en la matriz. Esto puede ocurrir en variocs coﬁtextos
bioldgicos, segun se describe en la presente, por ejemploi en el
desarrollo de toxicidad inducida por farmacos, la evoluéién de
toxicidad inducida por farmacos, y procesos, tales éomo la

transformacidén asociada con la toxicidad inducida por farmacos.

La matriz también es Uutil para determinar el efedto de la
expresién de un gen en la expresidén de otros genes en;la misma
célula o en diferentes células. Esto proporciona, por;ejemplo,
una seleccién de objetivos moleculares alternativos; para la
intervencién terapéutica si el objetivo final o en diréccién a3

no puede ser regulado.

La matriz también es util para determinar los patrones de

i
expresién diferencial de uno o mids genes en células: normales y
anormales. Esto proporciona una bateria de genes fque pueden

servir como objetivo molecular para el diagndéstico o la

intervencién terapéutica. i
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VII. Métodos para obtener las muestras :

Las muestras uUtiles en los métodos de 1la inveﬁcién
incluyen nmnuestras de tejido, células, Dbiopsia o fyuidos
corporales que expresan un marcador de la invencién. Eﬁ una
realizacién, una muestra puede ser un tejido, una célula, %angre
entera, suero, plasma, raspado bucal, saliva, &luido

cefalorraquideo, orina, heces o lavado bronquioalveoldr. En

realizaciones preferidas, la muestra de tejido es una muestra de
una enfermedad o estado de toxicidad. En realizacionés mas
preferidas, la muestra de tejido es una muestra de un cancer, una

muestra de diabetes, una muestra de obesidad, una muestra

cardiovascular o una muestra de toxicidad inducida por farmacos.

Las muestras corporales pueden obtenerse de ud sujeto

mediante una variedad de técnicas conocidas en la técnica,

incluyendo, por ejemplo, mediante el uso de biopsia o mediante el

raspado o frotado de un area, o usando una aguja para aspirar

fluidos corporales. Los métodos para recoger varias: muestras

corporales son conocidos en la técnica. ,

Las muestras de tejido adecuadas para détectar Y%

cuantificar uwn marcador de la invencién puede ser fresca,

congelada o fijada, de acuerdo con los métodos conocidos por los

expertos en la técnica. Las muestras de tejido adecuadas se
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seleccionan y se colocan preferentemente en un portaocbjetos de un
microscopio para su anadlisis adicional. De manera alternativa,

las muestras sdélidas, es decir, las muestras de tejido, pueden

ser solubilizadas y/u homogeneizadas, vy subsigdientemente

|
analizadas como extractos solubles.

En una realizacidén, una muestra de biopsia reci%n obtenida

se congela usando, por ejemplo, nitrégeno  liquido o

difluorodiclorometano. La muestra congelada se monta| para ser

Erie en un

criostato. Las secciones en serie se recogen en un portaobjetos
i

de vidrio de un microscopio. Para la tincién inmunohistoquimica
\

los portacbjetos pueden recubrirse con, por ejemplo, alumbre de

cromo, gelatina o poli-L-lisina para asegurarse de que las

!

secciones se adhieran a los portacobjetos. En otra realizacidn,

seccionada usando, por ejemplo, OCT, y se seccicna en s

las muestras se fijan y se incorporan antes de ser seccionadas.
Por ejemplo, una muestra de tejido puede fijarse en, po£ ejemplo,

. . . . o
formalina, deshidratarse en serie e incorporarse en, por ejemplo,
|

|
Una vez que se obtiene una muestra, puede usarse‘cualquier

parafina.

método conocido en la técnica adecuado para detectar y
cuantificar un marcador de la invencidén (ya sea a nivel |[del acido
nucleico o de la proteina). Dichos métodos son conocidios en la

Lo . : .
técnica e incluyen, de modo no taxativo, transferencia western,
|

&7
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transferencia northern, transferencia southern,
inmunohisstoquimica, ELISA, por ejemplo, ELI}SA amplificado,
inmunoprecipitacién, immunofluorescencia, citometria de flujo,
inmunocitoquimica, andlisis espectrométricos de masas, por
ejemplo, MALDI-TOF y SELDI-TOF, técnicas de hibr;idacién de &cido
nucleico, métodos de transcripcidén inversa de écido nucleico y
métodos de amplificacién de &cido nucleico. ]|~3n realizaciones

particulares, la expresién de un marcador de ‘la invencién es

detectada a nivel de proteinas usando, por ejemplo, anticuerpos

Las muestras pueden necesitar ser modificadas para hacer

que se unen especificamente a estas proteinas.

que el marcador de la invencidén sea accesible pgra la unién del
anticuerpo. En un aspecto particular de los métodos de
inmunocitoquimica o inmunohistoquimica, los portaobjetos pueden
transferirse a un amortiguador de pretratamier;Lto y calentarse
opcionalmente para aumentar la accesibilidad del antigeno. E1
calentamiento de la muestra en el amortiguador de pretratamiento
altera rapidamente la bi-capa lipidica de 1las cé!lulas y hace que
los antigenos sean mas accesibles para la uniérll del anticuerpo
(puede ser el caso de muestras frescas, pero no es lo que ocurre
cominmente en muestras fijadas). Los términos 'i'amortiguador de
pretratamiento" y "amortiguador de preparacién" se usan de manera
|

intercambiable en la presente para referirse a un amortiguador

que se usa para preparar muestras de citologia ol histologia para
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inmunotincién, particularmente mediante el aumento de la
accesibilidad de un marcador de la invencidén para la unién del
anticuerpo. El amortiguador de pretratamiento puede 'comprender
una solucién salina especifica del pH, un polimero, un
detergente, o un tensicactivo no idénico o anidnico tal como, por
ejemplo, un tensiocactivo aniénico o no idnico etiloxilado, un
alcanoato o un alcoxilato o incluso mezclas |de estos
tensiocactivos o incluso el uso de una sal biliar. El amortiguador
de pretratamiento puede, por ejemplo, ser una solucién de 0,1% a
1% de acido desoxicélico, sal sdédica o una solucidn de‘lauret—l3—
carboxilato de sodio (por ejemplo, Sandopan LS) © un complejo
aniénico etoxilado. En algunas realizaciones, el amorqiguador de
pretratamiento puede también wusarse como un amort%guador de
almacenamiento deslizante.
|

Puede usarse cualquier métodec para hacer que | proteinas
marcadoras de la invencidén sean mas accesibles para laiunién con
el anticuerpo para llevar a la practica la invenciédn, ﬁncluyendo
los métodos de recuperacidén antigénica conocidos en l? técnica.
Véase, por ejemplo, Bibbo, et al. (2002) Acta. Cytol.l46:25—29;
Sagi, et al. (2003) Diagn. Cytopathol. 27:365-370; Bib?o, et 4l.

(2003) Anal. Quant. Cytol. Histol. 25:8-11, cuyos contenidos se

incorporan a la presente mediante esta referencia.
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Después del pretratamiento para aumentat la accesibilidad
de la proteina marcadora, las muestras pueden'bloquearse usando

un agente de Dblogueo adecuado, por ejemplo, un reactivo de
|

blogqueo de peroxidasa, tal como perdxido de hidrdgeno. En algunas
\

realizaciones, las muestras pueden blogquearse qsando un reactivo
de bloqueo de proteinas para evitar la unidén no especifica del
anticuerpo. El reactivo de blogueo de proteinas!puede comprender,
por ejemplo, caseina purificada. Un anticuerpd, particularmente
un anticuerpo monoclonal o policlonal que se uﬁe especificamente

|
al marcador de la invencidén es incubado entonces con la muestra.

|
Un experto en la técnica apreciard que se ‘puede obtener un
prondéstico o un diagndéstico mas acertados en algunos casos
mediante la deteccién de mialtiples epitopos len una proteina
marcadora de la invencidén en una muestra de unipaciente. Por lo

tanto, en realizaciones particulares, se usan al menos dos

|
anticuerpos dirigidos a diferentes epitopos de un marcador de la

\
invencidén. Cuando se usa mas de un anticuerpo, estos anticuerpos
|

pueden agregarse a una Unica muestra de Haner? secuencial como
reactivos de anticuerpos individuales o simultaneamente como un
cdctel de anticuerpos. De manera alternativa,| cada anticuerpo
individual puede agregarse a una muestra seﬁarada del mismo

paciente, y agrupar los datos resultantes. |

|
Las técnicas para detectar la unidén de anticuerpos se
!

conocen en la técnica. La unidén de los anticuergos a un marcador
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de la invencidén puede detectarse a través del uso de reactivos
\

quimicos que generan una sefial detectable que corresponde al

|
nivel de unién de anticuerpo y, por consiguiente, ,al nivel de

|
expresién de la proteina marcadora. En uno de los métodos de
|
inmunohistoquimica o immunocitoquimica de la invencidén, la unidn
. . \ .
del anticuerpo se detecta a través del uso de un anticuerpo
I
. . . . |
secundario que estd conjugado con un polimero marcado. Los
ejemplos de polimeros marcados incluyen, de modo ho taxativo,

conjugados de polimero-enzima. Las enzimas en estos 'complejos se

usan tipicamente para catalizar la deposicién de un!cromdébgenoc en
|
el sitio de unién del antigenc-anticuerpo, dando como resultado

de esa manera la tincidén de la célula que correspondgé al nivel de
! .
expresion del biomarcador de interés. La enzimas de particular

interés incluyen, de modo no taxativo, peroxida$a de rébano

picante (HRP) y fosfatasa alcalina (AP).

En uno método particular de inmunochistoquimica o©
1

inmunocitoquimica de la invencidén, la unién del anticuerpo a un
|

marcador de la invencién se detecta a través del uso de un

polimero marcado con HRP que estd conjugado con |un anticuerpo

secundario. La unidén del anticuerpo también se pucjie detectar a

través del uso de un reactivo de sonda especifico de:a una especie,

que se une a anticuerpos monoclonales o policl!onales, y un

polimero conjugado con HRP, que se una a la espeéie especifica
i

del reactivo de sonda. Los portacbjetos se tifien para detectar la
|

|
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unién del anticuerpo usando cualquier chromagen, por ejemplo, el
chromagen 3, 3-diaminobenzidina (DAB), y luego se contra tifien con

|
hematoxilina vy, opcionalmente, un colorante azul, tal como

hidréxido de amonio o TBS/Tween-20. Otros chromagen adecuados

incluyen, por ejemplo, 3-amino-9-etilcarbazol (AEC). En algunos

aspectos de la invencidén, los portacbjetos son revisados

microscdpicamente por un cito tecndélogo y/o un.!patélogo para

evaluar la tincién de las células, por ejémplo, tincidn
i

fluorescente (es decir, la expresién del marcadqr). De manera

alternativa, las muestras pueden ser revisadas |por medio de

microscopia automatizada o por personal con la Esistentica de

software informadtico que facilita la identificacién de células
|

tefiidas positivas. |

1

La deteccidén de la unién del anticuerpo puede facilitarse

. , . .
mediante el acoplamiento de anticuerpos anti-marcador a una

|
sustancia detectable. Los ejemplos de sustancigs detectables

incluyen varias enzimas, grupos  prostéticos, materiales
fluorescentes, materiales luminiscentes, ! materiales

bicluminiscentes y materiales radiactivos. Los ejemplos de
|

enzimas adecuadas incluyen la peroxidasa de rabano picante,
|

fosfatasa alcalina, [-galactosidasa © acetilcol%nesterasa; los
ejemplos de complejos de grupos prostéticos adecuados incluyen
estreptavidina/biotina y avidina/biotina; los! ejemplos de

. . ! .
materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona,
l

i
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i
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilamina  fluoresceina, cloruro de ;dansilo o

ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente adecuado

incluye luminol; los ejemplos de materiales bio];wniniscentes

adecuados incluyen luciferasa, luciferina y aequorina, y los

ejemplos de materiales radiactivos adecuados incluyen S P

Bg, Ye o 3.

En una realizacidén de la invencidn las muestras congeladas

se preparan como se describid anteriormente |y se tifien

subsiguientemente con anticuerpos contra un marcador de la

I
invencién diluidos a una concentracién adecuada,’ usando, por

ejemplo, solucidén salina amortiguada con Tris (TBS). Los

anticuerpos primarios pueden detectarse mediante la. incubacién de

los portaocbijetos en anti-inmunoglobulina biotinilacf:la. Esta sefial

puede amplificarse y  visualizarse opcicnalmente usando

precipitacién dediaminobencidina del antigeno.! Ademads, los

portacbjetos pueden contratefiirse opcionalmente con, por ejemplo,

hematoxilina, para visualizar las células.

En otra realizacidén, las muestras fijadas.e incorporadas

se tifien con anticuerpos contra un marcador de la;‘ invencién y se

|
contratifien como se describe para las secciones congeladas.

Ademds, las muestras pueden tratarse opcionalmente con agentes

para amplificar la sefial, para poder visualizar,

la tincidén del
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anticuerpo. Por ejemplo, puede utilizarse, una deposicidn

|
catalizada por peroxidasa de biotinil-tiramida, que a su vez se
hace reaccionar con estreptavidina conjugadé con peroxidasa
(Sistema de Amplificacién de Sefial Catalizéda {CSA), DAKO,
Carpinteria, CA).
|
Los ensayos basados en tejido (es decir,
|
inmunohistoquimica) son los métodos preferidos para detectar y
cuantificar un marcador de la invencidén. En uAa realizacién, 1la
presencia o ausencia de un marcador de 1ld invencién puede
determinarse mediante inmunochistoquimica. En una realizacién, el
andlisis inmunohistoquimico usa concentraciopes bajas de un
!
anticuerpo anti-marcador de manera que las células que carecen
del marcador no se tifien. En otra realizaciéL, la presencia o
ausencia de un marcador de la invencién se détermina usando un
método inmunohistoquimico que usa concentraciones altas de
anticuerpo anti-marcador, de manera que las c@lulas que carecen

de la proteina marcadora se tifien de manera pofente. Las células
que no se tifien contienen o bien el marcador mutado y no producen
la proteina marcadora antigénicamente reconoci%le, 0 son células
en las cuales las via que regulan los niveles‘de marcador estan

desreguladas, lo cual da como resultado un estado constante de

expresidén de proteina marcadora insignificante.
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Un experto en la técnica reconocerd que la conéentracién
de un anticuerpo particular usado para llevar a la préctica los
métodos de la invencién variard dependiendo de factol"res tales
como el tiempo de unidén, el nivel de especificidad del _ﬁamticuerpo
por el marcador de la invencién y el método de preparal’cién de la
muestra. Ademds, cuando se usan miltiples anticq'erpos, la
concentracién necesaria puede verse afectada por el ol;:den en el
cual se aplican los anticuerpos a la muestra, por ejjenplo, de
manera simultdnea como un cdctel o secuencial como reiactivos de
anticuerpos individuales. Ademds, la quimica de detecf:cién usada
para visualizar la unién del anticuerpo al marcafdor de la

1

invencién también debe optimizarse para producir la relacién

deseada entre sefial y ruido.

En una realizacién de la invencidn, se u,éan métodos
protedmicos, por ejemplo, espectrometria de masas, pa;lra detectar
y cuantificar las proteinas marcadoras de la invl,‘lencién. Por
ejemplo, espectrometria de masa de tiempo de; vuelo de
desorcién/ionizacién laser asistida por matriz (MALI?I—TOF MS) o
espectrometria de masa de tiempo de vuelo de desorcién/ionizacién
laser en superficie (SELDI-TOF MS) que involucra la :;aplicacién a
una muestra biolégica, tal como suero, a un chip; de unién a
proteinas (Wright, G.L., Jr., et 41. (2002) Expert lf?ev Mol Diagn
2:549; Li, J., et 4l. (2002) Clin Chem 48:1296; La;ronga, C, et

d1. (2003) DisMarkers 19:229; Petricoin, E.F., et &l. (2002)
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359:572; Adam, B.L., et 4l1. (2002) Cancer Res 6_':‘2:3609; Toison,
J., et 4&l. (2004) Lab Invest 84:845; Xiao, Z.,; et 41. (2001)
Cancer Res 61:6029) pueden usarse para detectar y cuantificar las
proteinas PY-Shc y/o p66-Shc. Se desclériben métodos
espectrométricos de masas en, por ejemplo,‘;': las patentes
estadounidenses N.° 5.622.824, 5.605.798 vy \I‘?I).547.835, cuyos
contenidos completos de incorporan a la presen-ice mediante esta

referencia.

En otras realizaciones, la expresidn de un marcador de la
invencién se detecta a nivel del acido nuclefico. Las técnicas
basadas en acidos nucleicos para evaluar la expresién son
conocidas en la técnica e incluyen, por ejemi;)lo, determinacidn
del nivel de ARNm marcador en una muestra de:": un sujeto. Muchos
métodos de deteccién de la expresidn usan ARN aislado. Puede
usarse cualquier técnica de aislamiento ;que no evite el
aislamiento del ARNm para la purificacién del;ARN de las células
que expresan un marcador de la invencidn ({;*éase, por ejemplo,
Ausubel et &l., ed., (1987-1999) Current Prdtocols in Molecular
Biology (John Wiley & Sons, Nueva York). Adi:’:ciona]mente, grandes
cantidades de muestras de tejido pueden p_iI:ocesarse facilmente
usando técnicas conocidas por los expertosl;‘: en la técnica, tal
como, por ejemplo, el proceso de aislamiem";:o de ARN de un solo

paso de Chomczynski (1989, patente estadounic{iense N.©° 4.843.155).

25O
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|
|
|
|
l
|

|
El término "sonda" se refiere a cualquier molécula que es

capaz de unirse selectivamente a un marcador de la invencidn, por
|
ejemplo, un transcripto de nucleétido y/o una proteina. Las

sondas pueden ser sintetizadas por un experto en la técnica, ©

derivadas de preparaciones biolégicas adecuadas. ILas sondas

pueden disefiarse especificamente para ser marcadas. Los ejemplos
|

de moléculas que pueden utilizarse como sondas incluyeh, de modo
|

no taxativo, ARN, ADN, proteinas, anticuerpos vy K6 moléculas
|

orgénicas. !
|

|
El ARNm aislado puede usarse en los ensayos de hibridacién

o amplificacién que incluyen, de modo no taxativo? andlisis

I L |

Southern o Northern, andlisis de reaccién en cadena de la
|

polimerasa y matrices de sondas. Un método para la deteccidn de
|

' \ | '
los niveles de ARNm involucra poner en contacto el ARNm aislado
|

con una molécula de acido nucleico (sonda) que pueda, hibridarse
{

con el ARNm marcador. lLa sonda de acido nucleico puege ser, por

ejemplo, un ADNc de longitud completa o una parte de este, tal

como un oligonucledtido de al menos 7, 15, 30, 50, 100, 250 o 500
|

L . . oy |
nucledtidos de longitud y suficiente para hibridarse de manera
|
especifica bajo condiciones estrictas a un ADN gendmico marcador.

|

En una realizacién, el ARNm se inmoviliza en una

superficie sblida y se pone en contacto con una' sonda, por
|

ejemplo, mediante el pase del ARNm aislado en un gel ﬁe agarosa y

i
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transfiriendo el ARNm desde el gel a una membra@a, tal como
nitrocelulosa. En una realizacidén alternativa, la o ;las sondas se
inmovilizan en una superficie sélida y el ARNm se pone en
contacto con la o las sondas, por ejemplo, en un; chip de ADN

Affymetrix. Un experto en la técnica puede adaptfar facilmente

métodos de deteccién de ARNm conocidos para su uso en la

deteccidén del nivel de ARNm marcador.

Un método alternativo para determinar el nivel de ARNm

marcador en una muestra involucra el proceso de amplificacién de

dcido nucleico, por ejemplo, mediante RT-PCR (la realizacién

experimental establecida en Mullis, 1987, patente estadounidense

N.° 4,683,202), reaccidén en cadena de la ligasa ;(Barany (1991)

Proc. Nati. Acad. Sel USA 88:189-193), replicaci(lin de secuencia

autosostenida (Guatelli et &l. (1990) Proc. Natigl Acad. Sel USA
87:1874-1878), sistema de amplificacidén transcrip;i:ional (Kwoh et
al. (1989) Proc. Nati Acad. Sel USA 86:1171%—1177), Q-Beta
Replicasa (Lizardi et 4l. (1988) Bio/Techg;ology 6:1197),

replicacién de circulo rodante (Lizardi et al., patente

estadounidense N.° 5.854.033) o cualquier otro método de
|

amplificacién del &cido nucleico, seguido de la deteccién de

moléculas amplificadas wusando técnicas conocidas para los

expertos en la técnica. Estos esquemas de deteccidén son

especialmente ttiles para la deteccién de mol;éculas de A&cido

. |
nucleico si dichas moléculas estan presentes en cantidades muy
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bajas. En aspectos particulares de la invencidén, la expresién del

marcador se determina mediante RT-PCR fluorogénica cuantitativa
(es decir, el sistema TagMan™). Dichos métodos  cominmente

utilizan pares de cebadores de oligonucledtidos que son

especificos para un marcador de la invencién. Los métodos para
|

disefiar los cebadores de oligonucledtidos especificos para una
|

secuencia conocida son conocidos en la técnica.

|
Los niveles de expresién de un marcador:de la invencidén

pueden monitorearse usando un ensayo de transferencia de membrana

(tal como el usado en un andlisis de hibridacién, tal como
Northern, Southern, dot, y similares), o Hdcropbcillos, tubos de

ensayo, geles, perlas o fibras (o cualquier soporte solido que

comprende el 4acido nucleico unido). Véanse las patentes

estadounidenses N.° 5.770.722, 5.874.219, 5.744ﬂ305, 5.677.195 y

5.445.934, las cuales se incorporan a la presénte mediante esta

referencia. La deteccién de la expresién de€l marcador puede

|
también comprender el uso de sondas de &cido nucleico en

solucidn. |

3 "z » Pz ! 0] 1
En una realizacidén de la invencidn, se usan micromatrices
|
|
para detectar la expresién de un marcador de'la invencidn. Las
I
micromatrices son especialmente Utiles para este fin debido a la

reproducibilidad entre diferentes experimentos. Las micromatrices

de ADN proporcionan un método para la medicién simultdnea de los
|

| 2%7
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niveles de expresién de una gran cantidad de genesf. Cada matriz

consiste en un patrdn reproducible de sondas de captf:ura acopladas
a un soporte sélido. El ARN o ADN marcado se hiﬁrida a sondas
complementarias en la matriz y entonces se detéctan mediante
escaneo con laser. Las intensidades de hibridacfién para cada

sonda en la matriz se determinan y se convierten a un valor

cuantitativo representando los niveles de expresién génica

relativos. Véanse las patentes estadounidenses ;N.° 6.040.138,
5.800.992, 6.020.135, 6.033.860 y 6.344.316, ;las cuales se
incorporan a la presente mediante esta referencia. las matrices

de oligonucleétidos de alta densidad son particularmente utiles

para determinar el perfil de expresién génica para una gran

cantidad de ARN en la muestra. !

Las cantidades de un marcador y/o una relacidén matematica

de las cantidades de un marcador de la invencidn pueden usarse
para calcular el riesgo de recurrencia de ung enfermedad, por
ejemplo, céncer, diabetes, obesidad, enfermedad cardiovascular, o

un estado de toxicidad, por ejemplo, Llina toxicidad o

!

cardiotoxicidad inducidas por farmacos, en un sujeto que se esté

tratando contra la enfermedad o estado (Iﬁe toxicidad, 1la

supervivencia de un sujeto que se esta tratando contra una

enfermedad o estado de toxicidad, si una enfefa:medad o estado de
toxicidad es agresivo, la eficacia de un rég:'g}nen de tratamiento

para tratar una enfermedad o estado de toxicidad, y similares,

f' 2%y
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usando los métodos de la invencién, que pueden incluir métodos de

andlisis de regresién conocidos por los expertos en la técnica.
|

Por ejemplo, los modelos de regresidén adecuados incluyen, de modo

no taxativo, CART (por ejemplo, Hill, T, y Lewicki, P. (2006)
|

"STATISTICS Methods and Applications" StatSoft, Tulsa, OK), Cox
|

(por  ejemplo,www.evidence-based-medicine.co.uk), | exponencial,
|

normal y normal logaritmico (por ejemplo,

www.obgyn.cam.ac.uk/mrg/statsbook/stsurvan.html), logistico (por
|

ejemplo, www.en.wikipedia.org/wiki/Logistic regression),
|

paramétrico, no paramétrico, semiparamétrico (por
ejemplo,www.socserv.mcmaster.ca/jfox/Books/Companio?), lineal
{(por ejemplo,www.en.wikipedia.org/wiki/Linear_:egression), o)
aditivo | (por

ejemplo, www.en.wikipedia.org/wiki/Generalized additive model).
i

|

Fn una realizacidén, un andlisis de regresién incluye las
|

cantidades de marcador. En otra realizacidén, url analisis de
|

regresién incluye una relacidén matematica del 'marcador. En
1

todavia otra realizacidén, un andlisis de regr%sién de las

cantidades de marcador, y/o una relacién matematica del marcador
|

puede incluir co-variantes adicionales clinicas y/0 moleculares.
i

Dichas co-variantes clinicas incluyen, de modo '
|

no taxativo,

estado nodal, estadificacién del tumor, grado del ‘tumor, tamafio
|

del tumor, régimen de tratamiento, por ejemplo, quimioterapia y/o
|

radioterapia, resultado clinico (por  ejemplo, recaida,
|

231
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supervivencia especifica de la enfermedad, falla de la terapia),

|
y/o resultados clinicos en funcidén del tiempo después del

diagnéstico, el tiempo después del inicio de la terapia y/o el

tiempo después de completar el tratamiento. .

VIII. Kits

\
La invencidén también proporciona composiciones y kits para

|
realizar el prondéstico de una enfermedad, por ejemplo, céancer,

[
diabetes, obesidad, enfermedad cardiovascular, o ,un estado de

|

toxicidad, por ejemplo, toxicidad inducida por farmacos o
|

cardiotoxicidad, recurrencia de una enfermedad o de un estado de

.o . . . ! c
toxicidad, o la supervivencia de un sujeto que se esta tratando

contra una enfermedad o estado de toxicidad. 2 Estos kits

incluyen uno o mds de los siguientes: un anticueﬁpo detectable
que se une especificamente a un marcador de la énvencién, un
anticuerpo detectable que se une especificamente a qn marcador de
la invencién, reactivos para obtener y/o preparaﬁ muestras de

tejido del sujeto para su tincidén, e instrucciones d% uso.

Los kits de la invencidn pueden comprender ppcionalmente

componentes adicionales ttiles para llevar a cabo 10s métodos de
|

la invencién. A modo de ejemplo, los kits de la invencidén pueden
|

comprender fluidos (por ejemplo, amortiguador SSC) adecuados para
|

aparear acidos nucleicos complementarios o para unir un
|

|

276
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anticuerpo con una proteina con la cual se une especificamente,
|

uno o mas compartimientos de muestra, un material instructivo que
|

describe la puesta en practica de un método de la invencidén y

controles/estandares especificos de tejido. ;

IX. Ensayos de cribado

Los objetivos de 1la invencién incluyen, de modo no
taxativo, genes y/o proteina listados en la presente. Baséndose
|

. : J
en los resultados de los experimentos descrltoslen la presente

o p i

por los solicitantes, las proteinas clave moduladas en una
I

enfermedad o estado de toxicidad estén asociadas con o pueden ser

|
clasificadas en diferentes vias o grupos de moléculas, incluyendo
|

componentes citoesqueléticos, factores de transcripcidn respuesta
\

apoptética, via fosfato pentosa, via biosintética, tensidn
i

oxidativa  (pro-oxidante), alteraciones de %a membrana |y
metabolismo de fosforilacidn oxidativa. P?r consiguiente,
en una realizacién de la invencidén, un marcador pﬁede incluir uno
0 mas genes (o proteinas) seleccionadas del grupo;que consiste en
HSPA8, FLNB, PARK7, HSPAlA/HSPAlB, ST13, TUBB3, &IF, KARS, NARS,
LGALS1, DDX17, EIFSA, HSPAS5, DHX9, HNRNPC, CKAPéll,‘HSPA9, PARP1,
HADHA, PHB2, ATPS5Al, CANX, GRP78, GRP75, TIMle, PTX3, HSP76,

PDIA4, PDIAl, CA2D1, GPAT1 y TAZ. En una realizacién, un marcador

puede incluir uno o mas genes (o0 proteinas) seleccionadas del
|

grupo que consiste en GRP78, GRP75, TIMP1, PTXT%, HSP76, PDIA4,

| 25
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PDIAl, CA2D1, GPAT1 y TAZ. En algunas realﬁzaciones, los

. « . |
marcadores son una combinacidén de al menos dos, tres, cuatro,
|

cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece,
I

catorce, quince, dieciséis, diecisiete, dieciocpo, diecinueve,
|

veinte, veinticinco, treinta y mas de los antemenqionados gens (o

proteinas) .

Los ensayos de cribado utiles para identificar los
|

moduladores de marcadores identificados se describen mas

adelante. |

|

|

!

|
La invencién también proporciona —métodos (también

|

. | .

mencionados en la presente como "ensayos de, cribado") para

. ! ' , | '
identificar moduladores, es decir, compuesto o agentes candidatos
|

o de prueba o agentes (por ejemplo, proteinas, péptidos,
peptidomiméticos, peptoides, moléculas peqpeﬁas u otros
|

farmacos), que son Utiles para tratar o prevenir'una enfermedad o
1

|
un estado de toxicidad mediante la modulacidén del la expresién y/o
|

|

actividad de un marcador de la invencién., Dichos ensayos
|

cominmente comprenden una reaccién entre un, marcador de la

invencién y uno o mds componentes del ensayo. Los otros

componentes del ensayo pueden ser el compuesto qe prueba en si, o

una combinacién de compuestos de prueba y un compafiero de unién
|
|

natural de un marcador de la 1invencién:. Los compuesto
I

identificados por medio de los ensayos descritos en la presente
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pueden ser u(tiles, por ejemplo, para modular, por ejemplo,
inhibir, mejorar, tratar’ o prevenir la agresividad de una

enfermedad ¢ estade de toxicidad.

Los compuestos de prueba usados en los ensayos !de cribado
de la presente invencién pueden obtenerse de varias fuentes

disponibles, incluyendo bibliotecas sistémicas de | compuestos

naturales vy/o sintéticos. Los compuestos de pruéba pueden

D . 13 ! Pl
obtenerse mediante cualquiera de los varios abordajes' en métodos
de biblioteca combinatoria conocidos en la técnica, 'incluyendo:

bibliotecas bioldgicas; bibliotecas de peptoides (bibliotecas de

moléculas que tienen las funcionalidades de los péptidos, pero

con una estructura no peptidica novedosa que es resistente a la
|

|
degradacién enzimitica, pero que permanece activa de todos modos;

véase, por ejamplo, Zuckermann et él., 1994; J. Med.

Chem.37:2678-85); bibliotecas de fase de solucidn o' fase sdlida

paralela dirigible espacialmente; métodos de ' bibliotecas

sintéticas que requieren desconvulcién; el método de bibliotecas
I

de "una perla, un compuesto"; y métodos de bibliotecés sintéticas

usando seleccidén de cromatografia de afinidad. Losfabordajes de

biblioteca bioldgica y biblioteca de peptoides ée limitan a

bibliotecas de péptidos, mientras que los otros cuatro abordajes

son aplicables a bibliotecas de compuestos de péptidos,

oligbmeros no peptidicos o moléculas pequeﬁasf (Lam, 1997,

Anticancer Drug Des. 12:145). ;
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para la sintesis de bibliotecas

Los ejemplos de métodos

moleculares pueden encontrarse en la técnica, por ejemplo en:
DeWitt et 4l1. (1993) Proc. Nati. Acad. Sci. ULS.A; 90:6909; Erb
et d41. (1994) Proc. Nati. Acad. Sci. USA 91:11422; Zuckermann et

gl. (1994). J. Med. Chem. 37:2678; Cho et 4l. k1993) Science

(1994) Angew. Chem. jnt. Ed. Engl.

261:1303; Carrell et 4l.

Carell et 41. (1994) Angew. Chem. Int. Ed. Engl.

33:2059;
33:2061; y en Gallop et d4l1. (1994) J. Med. Chem. 37:1233.

Las bibliotecas de compuestos pueden presentarse en
solucién (por ejemplo, Houghten, 1992, Biotechniqﬁes 13:412-421),
o en perlas (Lam, 1991, Nature 354:82-84), chiﬁs (Fodor, 1993,

Nature 364:555-556), bacterias y/o esporas,f (Ladner, USP

5,223,409), plasmidos (Culi et 4l1., 1992, Proc Nati Acad Sci USA
89:1865-1869) o en fagos (Scott y Smith, 1990,;Science 249:386~
390; Devlin, 1990, Science 249:404-406; Cwirla et 41., 1990,

Proc. Nati. Acad. Sci. 87:6378-6382; Felici, 1991, J. Mol. Biol.

222:301-310; Ladner, supra.). ,’

Los métodos de cribado de la invencidn comprenden poner en
I

i

contacto una célula enferma o una célula en e$tado de toxicidad

con un compuesto de prueba y determinar la capacidad del

compuesto de prueba de modular la expresién yZo actividad de un

marcador de la invencidén en la célula. La expresidn y/o actividad
|
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|
de un marcador de la invencién puede determinarse como se

describe en la presente.

En otra realizacién, la invencidén proporciona ensayos para

. . !
analizar compuestos candidatos o de prueba que son sustratos de
\

un marcador de la invencidén o porciones bioldgicamente activas de

|
estos. En otra realizacidn, la invencidn proporciona ensayos para

. : \
analizar compuestos candidatos © de prueba que se unen a un

marcador de la invencidén o porciones bioldgicamerite activas de

estos. La determinacién de la capacidad del compuesto de prueba
|
para unirse directamente a un marcador puede llevar‘se a cabo, por

ejemplo, mediante el acoplamiento del compuésto con un
\
radioisétopo o etiqueta enzimdtica, de manera que| la unidén del

. . \ .
compuesto al marcador se pueda determinar medlantei la deteccidn

del compuesto marcador etiquetado en un complejo.! Por ejemplo,
|

los compuestos (por ejemplo, sustratos marcadores) pueden

1317 ’ 358, e o3H, ya se@ directa o

etiquetarse con 1251

I

indirectamente, y el radioisétopo se detecta mediante conteo
\

directo de la radiocemisién o por conteo de centelleo. De manera

4
alternativa, 1los componentes de ensayo pueden; etiquetarse

0 7z 1 [} . /{ ]
enzimaticamente con, por ejemplo, peroxidasa de rabano picante,
|

fosfatasa alcalina o luciferasa, y la etiqueta enzimatica puede

|
detectarse mediante la determinacidén del a convegsién de un

sustrato apropiado en un producto. !
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Esta invencién se refiere adicionalmente a agentes
|
novedosos identificados en los ensayos' de cribado

antemencionados. Por consiguiente, esta dentro d?l alcance de la
invencién el uso adicional de un agente iden?ificado como  se
describe en la presente en un modelo anima} adecuado. Por
ejemplo, un agente capaz de modular la expresién:y/o actividad de
un marcador de la invencién identificado como sé describe en la
presente puede usarse en un modelo animal paﬁa determinar la
eficacia, toxicidad o efectos secundarios del; tratamiento con
dicho agente. De manera alternativa, un agente identificado como
se describe en la presente puede ser usado en ﬁn modelo animal
para determinar el mecanismo de accién dé dicho agente.

|
Adicionalmente, la presente invencién se refiera a los usos de

|
agentes novedosos identificados mediante los ensayos de cribado

|
antemencionados para el  tratamiento que; se  describid

anteriormente.
Ejemplificacidén de la invencidn

EJEMPLO 1: Empleo de! Tecnologia de

Plataforma para construir un consenso de! cAncer y redes
|

de simulacién !

|

|

|

En este ejemplo, la tecnologia de platdforma descrito en
|

detalle anteriormente se empled para integrar l#s datos obtenidos

202
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de un modelo de <cancer construido a medida in vitro, e

identificar de esta manera las proteinas/vias novedosas 'que

dirigen la patogénesis del céancer. Los mapas relacionales que

resultan de estos andlisis proporcionaron objetivos | de

tratamiento del cancer, asi como marcadores - de

diagndstico/prondstico asociados con el céncer.
|

El disefioc del estudio se muestra en la Figuraf 18.

Brevemente, se sometieron dos lineas celulares de céncer (PaCa2,
I

HepG2) y una linea celular normal (THLE2) a una de s$iete

|
condiciones simulando un ambiente que experimentan las células

. 3 ’ x 7 . !
cancerosas in vivo. Especificamente, las células se expusieron a
|

una condicién hiperglucémica, condicién de hipoxia, condicién de
|

I
dcido lactico, combinacién de condicidén hiperglucémica + hipoxia,

combinacién de condicién hiperglucémica + 4&cido léctico,

combinacién de condicidén de  hipoxia + acido 1lactico, o©

’ |
combinacién de condicién hiperglucémica + hipoxia + acido
|

lactico. Las diferentes condiciones se crearon como sigue:
|

-La condicién hiperglucémica se cred mediante el cultivo

de las células en medio que contenia glucosa 22 mM.

-La condicién de hipoxia se indujo mediante la colocacidén

de las células en una cdmara incubadora modular (MIC-101,

Billups—-Rothenberg Inc. Del Mar, CA), que se llend con una mezcla

de gas industrial que contenia 5% de CO;, 2% de Oy 93‘.‘% de

nitrégeno.
|
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-La condicidén acido lactico se cred mediante el cﬁltivo de
las células en medio que contenia acido lactico 12,5 mM.f

—La combinacién de la condicién hiperglucémica;+ hipoxia
se creb mediante el cultivo de las células en medio qué contenia
glucosa 22 mM y las células se colocaron en una cémara;incubadora
modular que se llendé con una mezcla de gas induétrial que
contenia 5% de CO;, 2% de Oy 93% de nitrdgeno. I

-La combinacién de condicidn hiperglucémic% + A&cido
lactico se cred mediante el cultivo de las células eﬁ medic que
contenia glucosa 22 nM y acido lactico 12,5 mM. I

—La combinacién de la condicién hipoxia + écidé lactico se
cred mediante el cultivo de las células en medio éue contenia
dcido léactico 12,5 mM y las células se colocaron ¢£ una cémara
incubadora modular que se llend con una mezcla de gés industrial
que contenia 5% de CO;, 2% de Oy 93% de nitrdgeno. ;

—la combinacién de la condicidén hiperglucémiéa + hipoxia +
acido lactico se cred mediante el cultivo de las céiulas en medio
que contenia glucosa 22 mM, acido léactico 12,5 mM;y las células
se colocaron en una camara incubadora modular qué se 1llend con

una mezcla de gas industrial que contenia 5% de CI&, 2% de Oy 93%

de nitrdgeno.

El modelo celular que comprende | las células
antemencionadas, donde las células se expusieron a cada condicién

descrita anteriormente, se interrogaron adicionalmente mediante
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la exposicién de las células a una perturbaciénj ambiental
mediante el tratamiento con la Coenzima Q10. Especificémente, las

células se trataron con la Coenzima Q10 a 0, 50 uM o 1d0 M.

Las muestras celulares asi como las muestras de;medio para

cada linea celular con cada condicién y cada tratamiento con

Coenzima Q10 se recogieron en varios momentos después del

tratamiento, incluyendo después de 24 horas y 48 horas de

tratamiento. !

Ademis, se llevaron a cabo experimentos de: interaccién

entre dos células cancerosas diferentes, células PaCa2 y HepG2,

en los cuales las células de PaCaZ y HepGZ se cocultivaron. Este
abordaje de cocultivo se menciona como experimento :de secretoma

extracelular (ECS). El primer sistema celular (PaCa2) se cultivo

primero en los insertos de los pocillos de una caémara de cultivo

del tipo transwell. Se usaron placas de seis roillos para

i
permitir un mejor andlisis estadistico. En el momento de sembrar

I
el primer sistema celular en los insertos, se ¢olocaron los

{
|

insertos en una placa de 6 pocillos separada. El ségundo sistema

1

celular (HepG2) se sembrd en la bandeja primaria. iLa bandeja de

I

inserto que contenia el primer sistema celular fy la bandeja

primaria que contenia el segundo sistema celular se incubaron a

37 °C durante la noche. Cada uno de los sistemas celulares se

cultivaron en el medio especifico de células especificas (donde,
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|

de manera alternativa, cada uno de los sistemas celulares puede
|

cultivarse en un medio adaptado para sustentar el crecimiento de
ambos tipos celulares). En el segundo dia, se dio el tratamiento

predeterminado mediante intercambio de medigs. Especificamente,

los insertos que contenian el primer sistema celular se colocaron

en la bandeja primaria que contenia el segundo sistema celular.

La bandeja se incubd durante un periodo de tiempo predeterminado,

por ejemplo,24 horas o 48 horas. Se establecieron pocillos
duplicados con las mismas condiciones, y las:células se agruparon

para proporcionar suficiente material para’ el an&lisis 2D. EIL

(alicuota de 1 mL), las células de, los insertos y las

medio

células de los pocillos de la bandeja primaria se cultivaron como

I
muestras separadas. Los experimentos se llevaron a cabo por
|
triplicado para proporcionar un mejor | poder de analisis
|

estadistico.

1
[
1
{
|

Los experimentos de interaccidn también se llevaron a cabo

mediante experimentos de "cambio de medio". Especificamente, un

medio cultivado o "secretoma" del primer sistema celular (PaCa2)
|

se recogié6 después de 24 horas o 48; horas 1luego de la

perturbacién o condicionamiento descrito anteriormente y luego se

l

agregé al segundo sistema celular (HepG2). durante 24-48 horas.

l
Entonces se recogidé medio cultivado final o "secretoma" del
|

segqundo sistema

|
celular. Todos los s?cretomas finales se
{
sometieron a andlisis protedmico. |
[
|

508
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El método de iProfiling de los cambios en la exp&esién de

|
proteina celular total mediante protedmica cuantitativa se llevd
\

a cabo para las muestras celulares y de medio recogidas de cada
|

linea celular en cada condicién y con cada "peﬂturbacién

ambiental™, es decir, tratamiento de Coenzima Q10, u§ando las
técnicas descritas anteriormente en la descripcién detallada. El
método de iProfiling de cambios en la expresién de! proteina

celular total mediante protedmica cuantitativa se llevé‘a cabo de

" o .
manera similar para las muestras celulares y de medio recogidas

\
para cada linea celular cocultivada en cada condicién con cada

tratamiento. |

Ademads, el perfilado bioenergético del céncer, células
normales y células en los experimentos de interaccién ekxpuestas a
i . . |
cada condicién, y con o sin la perturbacién por Coenzima Q10 se

. . . | .
generd mediante el emplec del analizador Seahorse, esencialmente
|

como lo recomienda el fabricante. Se registraron la OCRi(tasa de
|

consumo de oxigeno) y la ECAR (tasa de acigificacién
extracelular) mediante los electrodos en una cémara: de 7 ul

creada con el cartucho apoyado contra la placa de cultivo

seahorse.

» . z I
Los datos protedmicos recogidos para cada linea celular
|

(incluyendo células en los experimentos de interaccidn) en cada
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condicién y con cada perturbacién, y los ?atos del perfilado
bioenergético recogidos para cada linea celulér en cada condicidén
y con cada perturbacién, se ingresaron y probesaron mediante el
sistema REFS™. Los datos en bruto de los exﬁerimentos de acaZz,
HepG2, THLEZ y interaccién se combinaron usanao una nomenclatura

|
estandarizada. Los genes con mads del 15% de ausencia de datos

|
proteémicos se retiraron. Se desarrolld una estrategia de

imputacién de datos. Por ejemplo, se usé un modelo de error de
|

repeticidén interna para imputar los datos de las condiciones
|

experimentales con duplicados. Un algoritmo :K—NN basado en 10

vecinos se usé para imputar los datos sin repeticidn. Se
|

construyeron diferentes modelos de REFS™ para tres sistemas

|
bioclégico juntos, solo para el sistema de PacaZ, o solo para el

|
sistema HepG2, vinculados a los datos fenotipicos.

|
El area bajo la curva y los cambios de‘pﬁltiplo para cada
borde que conecta un nodo padre a un nodo hiio en las redes de
simulacidén se extrajeron mediante un prograﬁa hecho a medida
usando el lenguaje de programacién R, dondé el lenguaje de

4
programacién R es un entorno de software de cddigo abierto para

|

cémputos y graficos estadisticos. I
l

|

l
Los datos de salida del programa R !se ingresaron en
l

s o3 . |
Cytoscape, un programa de cddigo abierto, para generar una
|
representacién visual de una red de consenso. :

i
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|

|
Entre todos los modelos construidos, un ejemplo‘de red de

consenso REFS de interaccién de proteinas a una frecuencia de 70%

\
de fragmento se muestra en la figura 21.

Cada nodo en la red de consenso mostrada en lalfigura 21

: . . o hp | 2
se simulé mediante el aumento o la disminucién de la expresién de

IDHA de 4 veces, para generar una red de simulacidn usa?do REFS™,

como se describe en mias detalle anteriormente en la descripcidn

detallada. |
i
\

Se investigaron el efecto del cambio en la expresidén LDHA

simulado en PARK7 y las proteinas en notas asociadas con PARK7 a
i

altos niveles en la red de consenso de ejemplo que se muestran en
|

la figura 21. Las proteinas que responden a la simulacién de LDHA
en dos lineas celulares de céncer, es decir, Paca2 y [HepG2, se

identificaron usando REFS™ (véase la figura 22). Las éantidades
|
representan el cambio de multiplo en el nivel de exp;esién de

proteina particular.

|
Para wvalidar las conexiones de proteina ideqtificadas

usando los métodos antemencionados, los marcadores| que se

identificaron en la proximidad inmediata de LDHA en la red de

|
simulacién se ingresaron en IPA, un programa informdtico que
|

utiliza redes neurales para determinar el enlace molecular entre

|
|
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datos de salida experimentales y redes basado| en bibliografia

previamente publicada. Los datos de salida del'!programa IPA se
muestran en la figura 23, donde los marcadores en formas grises
se identificaron como que estaban en la proximidad inmediata de
LDHA en la red de simulacién generada por la plataforma, y los
marcadores en formas sin rellenar son conexiones identificadas
por IPA basandose en conocimiento de biblio%rafia publicada

|
anteriocrmente. '

Se observd que los marcadores identificados en los datos
de salida de 1la tecnologia de ©plataforma de Biologia
Interrogativa (mostrados en la Figura 21), ?s decir; DHX9,
HNRNPC, CKAP4, HSPAS, PARP1, HADHA, PHBZ, ATPSA]J y CANX, estaban
conectados con los marcadores de cancer conocidqs, tal como TP53

\
y PARK7 dentro de la red general por IPA (mostrada en la Figura
23). El hecho de que los factores identificados mediante el uso
de la plataforma de Biologia Interrogativa compartan la
conectividad con otros factores conocidos publicados en la
bibliografia cientifica, valida la exactitud de la red creada
mediante el uso de la Plataforma de Biologiﬁ Interrogativa.
Ademas, la asociacién de red dentro de la sub—réd de LDHA creada
mediante el uso de datos de salida de la plataforma de Biologia
Interrogativa demostré la presencia de la influencia direccional
de cada factor, al contrario de la red IPA dondeiel vinculo entre

las entidades moleculares no proporciona | direccionalidad
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funcional entre los nodos que interactuan. Por lb tanto, el
empleo de un abordaje imparcial para la generacidn de datos,

integracién e ingenieria inversa para crear un modelo
computacional seguido de simulacidn vy anélisis de red
diferencial, el descubrimiento de la plataforma ‘de Biologia
Interrogativa permite el entendimiento de los| mecanismos
desconocidos hasta ahora en la patofisiologia del céﬁcer que son

congruentes con conocimientos cientificos estable&idos de 1la

patofisiologia de enfermedades.

La Figura 19 muestra el efecto del tratamiento con CoQl0
en los nodos descendentes (los numeros de acceso ide proteina
pubmed se listan en la Figura 19) basado en las datos de
expresién de proteina del método de iProfiling. Ei numero de
accesc de proteina P00338 es LDHA. lLa validacidén de laboratorio
himedo de los datos protedmicos se llevd a cabo para @a expresidn
de IDHA en células HepG2 (véase la Figura 20). Como s? muestra en
la Figura 20, los niveles de expresién de LDHA disminuyeron
cuando se trataron las HepGZ2 con CoQl0 50 uM o CéQlO 100 uM
durante 24 o 48 horas. }

|
Para los marcadores de cancer conocidos TP53, Bcl-2, Bax y

Caspasa3, se llevd a cabo la validacidn de laboratorio htmedo de

los efectos del tratamiento con CoQl0 de los niveles Qe expresidn
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de estos marcadores en células SKMEL 28 (véase ld Figura 24 y la
|

Figura 25). [
|

EJEMPLO 2: Empleo de iecnologia de

Plataforma para construir una red delta-del&a de cancer

En este ejemplo, la tecnologia de plataforma descrito en

|
detalle anteriormente se empled para integrar los datos obtenidos

I

de un modelo de cancer construido a medida‘ in wvitro, e
|

identificar de esta manera las proteinas/vias novedosas que
|

dirigen la patogénesis del céncer Los mapas relacionales que
\

resultan de estos andlisis proporcionaron i objetivos de

\
tratamiento del céncer, asi como marcadores de

|
diagnéstico/prondstico asociados con el cancer. |
1
i
Brevemente, se sometieron cuatro lineas! celulares de

céncer (PaCa2, HepG2, PC3 y MCF7) y dos lineas celulares normales
i
(THLEZ2 y HDFa) a varias condiciones simulando un ambiente que

|
experimentan las células cancerosas in vivo. Espec;ficamente, las

. . | s
células se expusieron por separado a cada una ge condiciones

hiperglucémicas, condicicnes de hipoxia y tratamiénto con &cido
|

lactico. Por ejemplo, una condicién hiperglucémica se cred
|
mediante el cultivo de las células en medio gque contenia glucosa

\
22 mM. -Una condicién de hipoxia se indujo mediante la colocacidn

de las células en una cémara incubadora moduﬁar (MIC-101,

» S12
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Billups-Rothenberg Inc. Del Mar, CA), que se llend corl‘ll una mezcla

de gas industrial que contenia 5% de CO;, 2% de Iézy 93% de

nitrégeno. Para el tratamiento con &cido lactico,' cada linea

celular se traté con acido lactico 0 o 12,5 mM. Ademéjs de exponer

las células a cada una de las tres condiciones antemencionadas

por separado, las células también se expusieron a c¢ombinaciones

de dos o las tres condiciones (es decir, ' condiciones

hiperglucémica e hipdxica; condicién hiperglucémica y &cido
lactico; condicidén hipdxica y acido léactico; y condiciones

hiperglucémica y hepbxica, y acido lactico). ‘

El modelo celular que comprende las células

antemencionadas, donde cada tipo de célula se expuso a cada

|
condicién descrita anteriormente, se interrogaron adicionalmente

|
mediante la exposicién de las células a una; perturbacidn

ambiental mediante el tratamiento <con la Coenzima Q10.

Especificamente, las células se trataron con Coenzjl:na Q10 a 0, 50

™M o 100 M . :

I
1
|
|

|
Las muestras celulares asil como las muestras de medio que

z 7z | 7
contenian el secretoma de las células, para cada; linea celular
» L4 r oz -‘ [}
expuesta a cada condicién (o combinacién de condJ‘Lcmnes) , con vy
I

. ' . ' ! .
sin tratamiento con Coenzima Q10 se recogieron en wvarios momentos
|

después del tratamiento, incluyendo después de .24 horas y 48

horas de tratamiento.

- 2ls
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Ademds, se llevaron a cabo experimentos de ;interaccién
entre dos células cancerosas diferentes, células PaC%Z y HepG2,
en los cuales las células de PaCa2 y HepG2 se cocultivaron. Este
abordaje de cocultivo se menciona como experimento ée secretoma
extracelular (ECS). El primer sistema celular (PaCaZi se cultivd
en los insertos de los pocillos de una camara de cultﬁvo del tipo
transwell. Generalmente se usaron placas de seis p§cillos para
permitir un mejor andlisis estadistico. En el moment? de sembrar
el primer sistema celular en los insertos, se célocaron los
insertos en una placa de 6 pocillos separada. El seéundo sistema
celular (HepG2) se sembré en la bandeja primaria. #a placa de 6
pocillos que contenia los insertos, dque conteni% el primer
sistema celular y la bandeja primaria que contenyg el segundo
sistema celular se incubaron a 37°C durante la noche& Cada uno de
los sistemas celulares se cultivaron en su medio %espectivo de
células especificas (donde, de manera alternativaJ cada uno de
los sistemas celulares puede cultivarse en un medioiadaptado para
sustentar el crecimiento de ambos tipos celulares).jEn el segundo
dia, se dio el tratamiento predeterminado mediante intercambio de
medios. Especificamente, los insertos que contieéen el primer
sistema celular y el medio respectivo del primer s#stema celular
se colocan en la bandeja primaria que contiene el s%gundo sistema

I
celular y el medio respectivo del segundo sistema celular. En
|

|
todos los casos de cocultivo, sin embargo, ' las células
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cocultivadas que han sido expuestas a la Inisma} "condicién de
cancer" (por ejemplo, hiperglucemia, hipoxia, écido lactico o
combinaciones de estos), aunque separados, el primer dia antes
del cocultivo. Es decir, el primer sistema cé;ular en los
insertos y el segundo sistema celular en las} bandejas se
expusieron a la misma condicién antes de ser hovidos a la
distribucién de "cocultivo". La bandeja se incuﬁé durante un
periodo de tiempo predeterminado, por ejemplo, 24 horas o 48
horas. Se establecieron pocillos duplicados con% las mismas
condiciones, y las células se agruparon para lproporcionar
suficiente material para el subsiguiente andlisis ptoteémico. El

medico que contenia el secretoma (alicuota de 1 ml), las células

de los insertos y las células de los pocillos dé la bandeja

primaria se cultivaron como muestras separadas. Losaexperimentos

se llevaron a cabo por triplicado para proporcionar un mejor

poder estadistico.

Los experimentos de interaccién también se llevaron a cabo
1

mediante experimentos de "cambio de medio". Especificamente, un

medio cultivado o "secretoma" del primer sistema celular (PaCa2)

se recogié después de 24 horas o 48 horas luégo de 1la

perturbacién y/o condicionamiento y luego se agregézal segundo

sistema celular durante 24-48 horas. Entonces se recogid medio

cultivado final o "secretoma" del segundo sistema celdlar. Todos

los secretomas finales se sometieron a andlisis proteémico.
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Después de la exposicién del sistema celular a lés
"condiciones de céncer" descritas anteriormente, la perturbac;én
(es decir, tratamiento con Coenzima Q10), y/o las afeccioﬁes
producidas por el secretoma de una célula apareada de ;un
experimento de cocultivo, la respuesta de las células ;%ue
entonces analizada mediante un andlisis de varias lecturas;del
sistema celular. ILas 1lecturas incluyen datos proteémi%os,
especificamente la expresidén de proteina intracelular asi coﬁ6 de
proteinas secretadas en el medio cultivo celular, y éatos

funcionales, especificamente la biocenergia celular.

El método de iProfiling de los cambios en la expresién de
proteina celular total mediante protedmica cuantitativa se;llevé
a cabo para las muestras celulares y de medio recogidas qg cada
linea celular (linea celular normal y de cancer) expuesta;a cada
condicidén (o combinacién de condiciones), con o éin la
"perturbacién ambiental", es decir, tratamiento de Coenziﬁa Q10,
usando las técnicas descritas anteriormente en la des%ripcién

detallada.

Ademds, el perfilado bicenergético de cada linea celular
(linea celular normal y de céncer) expuesta a cada condicidn (o
combinacién de condiciones), con o sin la "perturbacién

ambiental”™, es decir, tratamiento de Coenzima Q10, fse generd
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mediante el empleo del analizador Seahorse, esenci?lmente como 1o
recomienda el fabricante. Se registraron la tasa;de consumo de
oxigeno (OCR) y la tasa de acidificacién extrécelular (ECAR)

mediante los electrodos en una camara de 7 pl: creada con el

cartucho apoyado contra la placa de cultivo seahorse.

Los datos protedmicos recogidos para cada linea celular en
cada condicién o condiciones, y con/sin cada perturbacién, y los

datos del perfilado bicenergético recogidos para cada linea
|

celular en cada condicién o condiciones, Yy con/sin cada
|

perturbacidén, se procesaron entonces mediante el sistema REEFS™.

Una "red compuesta perturbada de céncer" se generd a partir de
|

los datos combinados de todas las lineas celul?res de céancer,

cada una de las cuales fue expuesta a cada cond#cién especifica

(0 combinacién de condiciones), y expuestas %dicionalmente a

|
perturbacién (CoQl0). Una "red compuesta no perturbada de cancer”
|

se generd a partir de los datos combinados de todas las lineas
|

celulares de céncer, cada una de las cuales fue' expuesta a cada
|

condicién especifica (o combinacidén de condiciones), y sin
!

perturbacién (sin CoQ10). De manera similar, un% "red compuesta
perturbada normal” se generd a partir de los daﬁos combinados de
todas las lineas celulares normales, cada una dg las cuales fue
expuesta a cada condicién especifica (o : combinacién de
condiciones), y expuestas adicionalmente a pert?rbacién (CoQ10).
Una "red compuesta no perturbada normal" se geperé a partir de

|
I
|
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los datos combinados de todas las lineas celulares normales, cada

una de las cuales fue expuesta a cada condicidén especifica (o
|

combinacién de condiciones), y sin perturbacién (gin CoQ10).
|

|
A continuacidén, se generaron ''redes | compuestas de
I

simulacién" (también mencionadas en la presente como "redes de

simulacién") para cada una de las cuatro redes compuestas

descritas anteriormente usando REFS™. Para lograrlesto, cada nodo

|

en la red de consenso compuesta dada se simuld (mediante el
\

aumento o la disminucién 10 veces) para dgenerar una redes de

simulacién wusando REFS™, como sSe describe enh mas detalle
|

anteriormente en la descripcidén detallada. !
. |
|

|
El area bajo la curva y los cambios de multiplo para cada
|

borde que conecta un nodo padre a un nodo hijo en las redes de
|

simulacién se extrajeron mediante un programa Hecho a medida
|

usando el lenguaje de programacién R, donde ep lenguaje de

programacién R es un entorno de software de cédigb abierto para

cémputos y graficos estadisticos. |

Finalmente, se generaron las redes delta, donde las redes
|

delta representan el diferencial entre dos redes'compuestas de

\
1 v oz ] l
simulacidén. Las redes delta se generaron a partir, de las redes

compuestas de simulacién. Para generar una red diferencial de

cancer en relacién con un estado normal en respuesta a la
|

f
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Coenzima Q10 (red delta-delta), se llevaron la cabo etapas

consecutivas de comparacién, como se ilustra en 1la Figura 26,

|
mediante un programa construido a medida usando ‘el lenguaje de

programacién PERL.

\
|

Primero, las redes de céncer sin tratar (T0) y cancer
\

tratado (T1l) se compararon usando el programa R, y las redes

Gnicas Tl de céncer tratado se separaron (véase la forma

creciente en gris oscuro de la Figura 26). Esta representa la red
\

"delta" de cadncer Tl N (interseccidén) cancer TO0. 1La
interaccién/asociaciones de proteinas dentro de 'esta red delta

pueden visualizarse como una representacidén de la respuesta unica

1
del céncer al tratamiento con Coenzima Q10. i
i
. .
De manera similar, las redes normales sin tratar (TO) y

normal tratada (Tl) se compararon usando el programa R, y las
redes Unicas Tl normales tratadas se separaron (véase la forma

creciente en gris claro de la Figura 26). Esta refbresenta la red

l
"delta de Normal T1 N Normal TO. Las interaccionélas/asociaciones

de proteinas dentro de esta red delta pueden visualizarse como

j
una representacidén de la respuesta Unica de las células normales

|
|
‘

Finalmente, las redes Unicas de céncer T1 (:Lvéase la forma

al tratamiento con Coenzima Q10.

. . : \ .
creciente en gris oscuro en la Figura 26) y las redes unicas
|
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|

normales T1 (véase la forma creciente en gris claro en la Figura
|

26) se compararon usando el programa R, y se generaron redes que

|
son uUnicas para el cancer uUnicamente, y no estan presentes en

células normales, en respuesta a la Coenzima Q10 (véase la Figura

26). Esta recoleccién de interacciones/asociacicnes de las

z z - 3 ! 7z
proteinas representan vias Unicas dentro de 1las células

cancerosas que no estdn presentes en células normales luego del
|

tratamiento con Coenzima Q10. Esta recéleccién de

interacciones/asociaciones de las proteinas se llama una "red

delta-delta", dado que es un mapa diferencial prod@cido a partir

de una comparacién de un mapa diferencial de células cancerosas y
I

un mapa diferencial de células de control normales. !

Los datos de salida de los programas PERL y R se

ingresaron en Cytoscape, un programa de cddigo rabierto, para

generar una representacién visual de una red Delta-Delta.

las redes delta-delta identificadas usando el método

descrito en la presente son altamente uUtiles pgra identificar

objetivos para un tratamiento de céncer. Por ejemplo, de acuerdo

i

con la red delta-delta presentada en la Figura 27, la Proteina A

inhibe OCR3 (una medida de fosforilacidn oxida#iva) y mejora

ECAR3 (una medida para la glicdlisis). Dado que l# interaccién es

unica en células cancerosas (dado que la red delté—delta sustrajo
|

cualquier interaccién que estd cominmente presente en células

1
|
|
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normales después del tratamiento con Coenzima Q10), la inhibicién

de la expresién de proteina A se espera que reduzca el

|
metabolismo de energia basado en glicdlisis, que es una marca

distintiva de la via metabdlica del cancer, y el cambiio de
células hacia un metabolismo de energia basado en fosforiliacién
oxidativa, que es un fenotipo mas estrechamente asociado con
células normales. Por lo tanto, se espera que una terapia de
combinacién que usa Coenzima Q10 e inhibidor de proteina A sea
eficaz para tratar el céncer, al menos en parte mediantl.e un
cambio en el perfil de metabolismo de energia de la célula
cancerosa a uno que se asemeja al de una célula normal.
|

La ventaja de la plataforma de Biologia Interrogatiyva de
la invencidén se ilustra adicionalmente mediante el uso de un
ejemplo sustantivo donde una sub-red derivada de redes causales
Se compara con ﬁna red molecular usando IPA, un programa
informatico que utiliza una red neural para determinar el Vi!nculo
molecular entre datos de salida experimentales y redes basado en
bibliografia previamente publicada. La sub-red causal, que
contiene PARK7 generada wusando la plataforma de Biologia
Interrogativa (mostrada en la Figura 29) se usa como un ejiemplo
sustantivo. Todas las firmas moleculares de la red PARK7 de la
plataforma de Biologia Interrogativa se incorporaron a IPA para
generar una red basada en pruebas de la Dbibliografia

conocida/existente. Los datos de salida entre los datos de s!alida

25
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de la Biologia Interrogativa vy los generados mediante|el uso de

IPA se compararon.
|
|

Se observd que seis marcadores identificados mediante los
|
datos de salida de la tecnologia de plataforma de Biologia

Interrogativa (mostrados en la Figura 29), es decir, 3l B, C, X,

Y y Z en las Figuras 27-29, estédn conectados a TP53 deétro de la

red generada por IPA (Figura 28). Entre los seis marcadores, A, B
\

y C han sido reportados en la bibliografia como asocia@os con el

cancer, asi como HSPAIA/HSPAIB. X, Y y X se identificaron como
[
"concentradores"” o activadores clave del estado canceroso, y por

lo tanto se identificaron como marcadores de céncer hovedosos.
\
Ademas, MIF1 y  KARS  también se identificaron como

. |
"concentradores" o activadores clave del estado canceroso, y por
|

lo tanto se identificaron como marcadores de céancer novedosos. ElL

hecho de que los factores identificados mediante el 'uso de la
|

plataforma de Biologia Interrogativa compartan la conectividad

con otros factores conocidos publicados en la bﬂbliografia
|

cientifica, valida la exactitud de la red creada medi@nte el uso
de la Plataforma de Biologia Interrogativa Ademss, la;asociacién
de la red dentro de la sub-red de PARK7 creada mediante el uso de
datos de salida de la plataforma de Biologia In%errogativa
(mostrados en la Figura 29) demostrd la presencia de la

influencia direccional de cada factor, al contrario de;la red IPA

(mostrada en la Figura 28) donde el vinculo entre las entidades
|

|
i
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i
|

moleculares no proporciona direccionalidad funcional entre los

|
nodos que interactian. Ademas, los datos de salida de la

plataforma de Biologia Interrogativa (mostrados como lineas

punteadas en la Figura 29) demostraron la asocilacidén de estos

componentes que lleva a un mecanismo potencial a través de PARKT.
\

Se observé que la Proteina C, la Proteina A y otros nodos de
' |
PARK7 son activadores clave del metabolismo del céncer (Figura

27).

Como lo prueba el presente ejemplo, el |empleo de un

1
abordaje imparcial para la generacién de datos, | integracidén e

. . 2 . R .
ingenieria inversa para crear un modelo computacional seguido de
|

simulacién y andlisis de red diferencial, el descubrimiento de la

|
plataforma de Biologia Interrogativa permite el entendimiento de
|

los mecanismos desconocidos hasta ahora en la patofisiologia del

) . ‘ . L e
cédncer que son congruentes con conocimientos cientificos
|

establecidos de la patofisiologia de enfermedades. |
|

|

EJEMPLO 3: Empleo de Tecnologia de

|
Plataforma para construir una red delta-delta de

diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular W
i
En este ejemplo, la tecnologia de plataformg descrita en

\
detalle anteriormente en la descripcién detallada se empled para

integrar los datos obtenidos de un 1 modelo de
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diabetes/cbesidad/enfermedad cardiovascular (CVD) construido a
medida, y para identificar proteinas/vias novedosas que dirigen
la patogénesis de la diabetes/obesidad/CVD. Los mapas
relacionales que resultan de estos analisis proporcionaron
objetivos de tratamiento de la diabetes/obesidad/CVD, asi como
marcadores de diagndstico/prondstico asociados con la

diabetes/obesidad/CVD.

' ' 2 | . .
Se sometieron cinco lineas celulares humanas| primarias, a

saber, adipocitos, miotubos, hepatocitos, células de misculo liso
adrtico (HASMC), y células tubulares proximales (HK2) a una de
cinco condiciones simulando un ambiente experimentado por estas
células relevantes de enfermedades in vivo. Especificamente, cada
una de las cinco lineas celulares se expusieron por separado a
cada una de las siguientes condiciones: condiciones
hiperglucémicas, condiciones hiperlipidimicas, condiciones
hiperinsulinémicas, condiciones de hipoxia y exposicién al acido

lactico. la condicién hiperglucémica se indujo: mediante el

cultivo de las células en medio que contenia glucosa 22 mM. la
condicidén hiperlipidémica se indujo mediante el cultivo de las
células en medio que contenia palmitato de sodio| 0,15 mM. ILa

condicidén hiperinsulinémica se indujo mediante el cultivo de las

células en medio que contenia insulina 1000 nM. :La condicién
hipéxica se indujo mediante la colocacidén de las células en una

cémara incubadora modular (MIC-101, Billups-Rothenberg Inc. Del

s 2y
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|
i

Mar, CA), que se llendé con una mezcla de gas industrial que
|

contenia 5% de CO;, 2% de Oy 93% de nitrégeno.{ Cada 1linea

celular también se tratd con acido léactico 0 o 12,5 mM

Ademds, los experimentos de interaccién entre dos pares

diferentes de células, HASMC (sistema celular 1) y,‘ células HK2

(sistema celular 2) o células hepaticas (sistema Felular 1) vy
adipocitos (sistema celular 2), se llevaron a cabo éie manera que
los pares de células se cocultivaran. Este abordaje: de cocultivo
se menciona como experimento de secretoma extraceluiar (ECS). E1
primer sistema celular (por ejemplo, HASMC) se cultil;vé primero en

|
los insertos de los pocillos de una cémara de cultivo del tipo

transwell. Se usaron placas de seis pocillos para permitir un

mejor andlisis estadistico. En el momento de sembrar el primer
|

|
sistema celular en los insertos, se colocaron los imsertos en una

placa de 6 pocillos separada. El segundo sistema, celular (por

ejemplo, HK2) se sembrdé en la bandeja primaria. La bandeja de
|

inserto que contenia el primer sistema celular 'y la bandeja
|

primaria que contenia el segundo sistema celular se incubaron a
|

37 °C durante la noche. Cada uno de los sistemasl‘ celulares se

cultivaron en el medio especifico de células especificas (donde,
|

|
de manera alternativa, cada uno de los sistemas celulares puede

. . [ v
cultivarse en un medio adaptado para sustentar el crecimiento de
1

ambos tipos celulares). En el segundo dia, se dio el tratamiento

|
predeterminado mediante intercambio de medios. Especificamente,

' g2y



10

15

20

25

321

|
los insertos que contenian el primer sistema celular se colocaron
I
en la bandeja primaria que contenia el segundo sistema celular.
. |

La bandeja se incubé durante un periodo de tiempo predeterminado,

por ejemplo, 24 horas o 48 horas. Se establecieron pocillos

duplicados con las mismas condiciones, y las células se agruparon

para proporcionar suficiente material para el andlisis 2D. El

medio (alicuota de 1 mL), las células de los insertos y las

células de los pocillos de la bandeja primaria se 'cultivaron como

muestras separadas. Los experimentos se llevaron a cabo por
|
triplicado para proporcionar un mejor poder de andlisis

estadistico. !

Los experimentos de interaccidn también seillevaron a cabo
|

{

mediante experimentos de "cambio de medio". Esp§cificamente, un
|

medio cultivado o "secretoma" del primer sistemajcelular, HASMC,

{
se recogi®é después de 24 horas o 48 horas luego de la
|

perturbacién o condicionamiento y luego se agregd al segundo

sistema celular, adipocitos, durante 24-48 horas. Entonces se

|
recogié medio cultivado final o "secretoma" del: segundo sistema
(

|
celular. Todos los secretomas finales se sometieron a anadlisis
J

|

protedmico. :

|

|

|

(
El modelo celular que comprende, las células
antemencionadas, donde las células se expusieron a cada condicién

|

. . . . o .
descrita anteriormente, se "interrogaron" adicicnalmente mediante

| 2L
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la exposicién de las células a una "perturbacién ambiental"
mediante el tratamiento con la Coenzima Q10. Especificamente, las
células se trataron con la Coenzima Q10 a 0,50 M o 100 pM.

Las muestras para cada linea celular con cada
condicién vy <cada tratamiento <con Coenzima Q10 se
recogieron en varios momentos después del tratamiento,

|
incluyendo después de 24 horas vy %8 horas de
\

tratamiento. Para ciertas células y bajo ciertas condiciones,

también se recogieron muestras de medio y se analizaron.

El método de iProfiling de los dambios en la
expresién de proteina celular total mediante protedmica
cuantitativa se llevd a cabo para las muestras celulares
y de medio recogidas de cada linea celular en cada
condicién y con cada "perturbacidn ambientél", es decir,
tratamiento de Coenzima Q10, wusando las técnicas

descritas anteriormente en la descripcidn detallada.

Los datos protedmicos recogidos para cada linea celular
listados anteriormente en cada condicién,i y con cada
perturbacién, y los datos del perfilado bicenergético recogidos
para cada linea celular en <cada condicién y con cada

. + ‘ .«
perturbacién, se procesaron entonces mediante el sistema REFS™.

Una red compuesta perturbada se generd a partir de datos
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|
i
|
(
|

combinados obtenidos de todas las lineas celulares | para una

condicién especifica (por ejemplo, hiperglucemia) expdesta a la

perturbacién (CoQl0). Una red compuesta no perturbada sb generd a

partir de datos combinados obtenidos de todas ﬁas lineas
celulares para la misma condicién especifica (po% ejemplo,
hiperglucemia) sin la perturbacién (sin CoQ10). ;De manera
similar, una red compuesta perturbada se generd a partir de datos
combinados obtenidos de todas las lineas celulare% para una
segunda condicién de control (por ejemplo, gluceﬁia normal)
expuesta a la perturbacién (CoQl0). Una red cq%puesta no

perturbada se generd a partir de datos combinados obtenidos de

|
todas las lineas celulares para la misma segunda condicidn de

control (por ejemplo, glucemia normal) sin la pertu#bacién (sin

CoQ10) .

!
1
1
|
|

|
Cada nodo en las redes compuestas de consenso descritas

|
anteriormente se simulé (mediante el aumento o la disminucién 10

|
veces) para generar una redes de simulacidn usando REES™, como se
I

describe en méds detalle anteriormente en lai descripcién

detallada.

El 4rea bajo la curva y los cambios de multiplo para cada

1

borde que conecta un nodo padre a un nodo hijo en'las redes de

simulacién se extrajeron mediante un programa hecho a medida
|

usando el lenguaje de programacién R, donde el lenguaje de

I
{
|
f
I
|
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|
programacién R es un entorno de software de cédigo abierto para
|

cébmputos y graficos estadisticos.

Las redes delta se generaron a partir de las redes

compuestas simuladas. Para generar una red diferencidl de una

condicién diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular en relacién

con un estado normal en respuesta a la Coenzima Q10 (red delta-

delta), se llevaron a cabo etapas de comparacién, como se ilustra

en la Figura 30, mediante un programa construido a medida usando

el lenguaje de programacién PERL.

Especificamente, como se muestra en la Eﬁgura 30,
|

Tratamiento Tl se refiere al tratamiento con Coenzima Q1 y NG y
|

|
HG se refiere a una estado normal o wuna condicién de

l
hiperglucemia. Se compararon los bordes unicos de NGien la red
[
|
delta NGNHG con bordes unicos de HGT1 en la red delta HGNHGTI.
[
Los bordes en la interseccién de NG y HGT1 son bordes HG que se

restauran a NG con Tl. Los bordes HG restaurados a N@ con Tl se
|

superpusieron con la red delta NGNHG (mostrada en ¢irculos de

color oscuro en la Figura 31). f
|
|
|

Especificamente, un mapa compuesto simulado dé un estado
|

de glucemia normal (NG) y un mapa compuesto simulado de una
|

condicién de hiperglucemia (HG) se compararon usando ,un programa
|

Perl hecho a medida para generar bordes tnicos de la condicién de
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glicemia normal. Un mapa compuesto simulado dé una condicién de
hiperglucemia sin tratamiento de Coenzima Q10 (HG) y un mapa
simulado de una condicién de hiperglucemia con tratamiento de
Coenzima Q10 (HGT1) se compararon usando un programa Perl hecho a
medida para generar bordes uUnicos de la condicién de
hiperglucemia con tratamiento con Coenzima Q10 (HGT1l). Los bordes
en la interseccién de los bordes Unicos del estado normal de
glucemia (NG) vy los bordes .ﬁnicos de la condicién de
hiperglucemia con tratamiento con Coenzima Q10 (HGT1) se
identificaron usando el programa Perl. Estos bordes representan
factores/redes que se restauran al estado normal de glucemia a
partir de la condicién de hiperglucemia mediante el tratamiento
con Coenzima Q10. La red delta-delta de bordes hiperglicémicos
restaurados a normales con tratamiento con la Coenzima Q10 se
superpuso en la red delta de glucemia normal N Hiperglucemia. Se
muestra una muestra de las redes superpuestas en la Figura 31. la
Figura 31 es un ejemplo de red diferencial de condicidén de
diabetes/obesidad/enfermedad contra el estado normal en respuesta
a la Coenzima Q10 (red delta-delta). Los circqlos de colores mas
oscuros en la Figura 31 son bordes identificados que se
restauraron al estado de glucemia normal a partir de la condicidn
de hiperglucemia mediante el tratamiento de ‘Coenzj_ma Q10. lLos
circulos de colores mas claros en la Figura 31 son bordes de

hipercemia normal Unica identificada.

530
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|
Los datos de salida de los programas PERL ;y R se
ingresaron en Cytoscape, un programa de codigo abierto, para

generar una representacién visual de una red Delta—Deltd.

De manera similar a los experimentos ; descritos
anteriormente para la condicién de hiperglucemia con%ra. estado
normal glucémico, se compararon una red compuesta §imulada. de
condicién de hiperlipidemia (combinando datos de ftodas las
células relacionadas con diabetes/obesidad/enfermedad
cardiovascular antemencionadas) sin tratamiento de Coénzima Q10 y
una red compuesta simulada de condicidn de hiﬁerlipidemia
(combinando datos de todas las células relacionadas con
diabetes/obesidad/enfermedad cardiovascular antemenéionada) con
tratamiento de Coenzima Q10, usando el programa Perl;para generar
bordes ﬁnicosrde la condicién de hiperlipidemia co# tratamiento
de Coenzima Q10. Los bordes en la interseccién dé los bordes
tnicos del estado normal de lipidemia y los bordes;ﬁnicos de la
condicidén de hiperlipidémica con tratamiento con Céenzrna Q10 se
identificaron usando el programa Perl. Estos bordés representan
factores/redes que se restauraron al estado de lipﬂdemia normal a
partir de la condicién de hiperlipidemia mediante;el tratamiento
de Coenzima Ql0. Una red delta-delta de bordes hﬁperlipidémicos
restaurados a normales con tratamiento con la Qgenzima Q10 se

superpuso en la red delta de lipidemia normal N /Hiperlipidemia.

Se muestra una muestra de las redes superpuestas én la Figura 32.
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Los circulos de colores mAs oscuros en la Figura 32 son bordes

identificados que se restauraron al estado de lipidemiafnormal a

partir de la condicién de hiperlipidemia mediante el tfatamiento

de Coenzima Q10. Los circulos de colores mas claros en la Figura
32 son bordes de lipidemia normal unica identificada. Se

identificé FASN como un factor importante de una via de

seflalizacién que modula el efecto de 1la Coenzima :Q10 para

restaurar la hiperlipidemia a un estado normal de lipidemia.

La sintasa de Acido graso - enzimas de sintesis de &cido

graso tal como FASN se han implicado en casi todos l¢s aspectos

de las alteraciones metabdlicas humanas tal comof obesidad,

resistencia a la insulina o dislipidemia. Se han pr¢puesto los

inhibidores de FASN como moléculas lider para el trafamiento de

la obesidad, aunque sus mecanismos moleculares son desconocidos
(Mobbs et 4l. 2002). Se ha demostrado que la ceruienina y el

compuesto sintético C75, que son inhibidores de FASN, tienen un

efecto en la reduccidén de la ingesta de alimentos yfproducen la

disminucién del peso (Loftus et &41. 2000). !

El hecho de que el FASN haya sido identificadd mediante la

plataforma de tecnologia descrita en la presente co@o un factor

importante en la via de sefializacién que modula el kfecto de la

Coenzima Q10 para restaurar a un diabético al estadoinormal, como

se muestra en la Figura 32, valida la exactitud.fde esta red
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delta-cdelta. Por lo tanto, otros factores novedosos identificados

en esta red delta-delta serédn factores terapéuticos potenciales o

farmacos objetivo para su investigacidén adicional.

EJEMPLO 4: Empleo de la tecnologia de

plataforma para construir modelos de cardiotoxicidad

inducida por farmacos

En este ejemplo, la tecnoclogia de plataforma descrito en
detalle anteriormente en la descripcién detallada se empled para
integrar los datos obtenidos de un modelo dardiotoxicidad
construido a medida, y para identificar proteinas%vias novedosas

o ) . . P

que dirigen la patogénesis/toxicidad de los farmacos. Los mapas
|

relacionales resultantes de este anadlisis proporcionaron

!
biomarcadores de toxicidad. ;
!
1

|
En un corazén sano, la funcién de contraccidén depende del

balance de la oxidacién de carbohidratos vy éci@os grasos. Se

|
piensa que el desbalance crénico en la absorcién, utilizacidn,
: |

biogénesis organelar y secrecién en tejido no adiposo (corazdn e
|

higado) se encuentra en el centro del daﬁd y disfuncidn

|
mitocondrial y es un punto clave en la cardiotoxicidad inducida

por farmacos.
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Los solicitantes describen en la presente un abordaje de

sistema que combina firmas de proteina y lipidos con ensayos de

punto extremo funcionales que apuntan especificamente a la
bioenergia celular y la funcidén de la n@mbranainﬁtocondrial. Se
trataron modelos in vitro que comprenden cardiomiocitos
diabéticos y normales complementados coT un exceso de

4cidos grasos e hiperglucemia, con un pahel de farmacos

para ‘crear firmas y mecanismos potenciales para la

|
toxicidad. Los solicitantes demostraron los efectos variados de

los farmacos en la desestabilizacién de la nd%ocondria mediante
la interrupcidén del componente de metabolismo de energia en
varios niveles, incluyendo (i) Desregulacién de las redes
transcripcionales que controlan la expresidn ‘de los genes de
metabolismo de energia mitocondriales; (ii) Induccién de GPATI1 y
tafazzina en cardicmiocitos diabéticos, iniciaJdo asi de novo la
sintesis de fosfolipidos y remodelando la membrana mitocondrial;
y (iii) Destino alterado del acido graso en cardiomiocitos
diabéticos, influenciando la absorcidén, oxidacién de acido graso
y sintesis de ATP. Ademds, los solicitantes c$mbinaron el poder
de la biologia de laboratorio himedo y una plataforma de
recoleccién de datos basada en AI para generar una red causal
basada en modelos bayesianos. Las redes de proteinas y lipidos
que son causal de la pérdida de la funcién Lelular normal se

usaron para discernir los mecanismos de la toxicidad inducida por

farmacos a partir de mecanismos protectoreJ celulares. Este

=3¢
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abordaje novedoso servira como una poderosa nueva herramienta

\
para entender el mecanismo de la toxicidad, mientras se permite

|
el desarrollo de terapias mids seguras para corregir un fenotipo

alterado. |

. . . ' . . |
Los cardiomiocitos se sometieron a condiciones que
|
. . . e . |
simulaban un ambiente diabético que es experimentado 'por las
|

células relevantes de la enfermedad in vivo. Especificamente, las

células se expusieron a condiciones hiperglucémicas y coridiciones

de hiperlipidemia. La condicién hiperglucémica se indujo 'mediante

el cultivo de las células en medio que contenia glucosa 22 mM. La
|

condicién de hiperlipidemia se indujo mediante el cultivo de las

|
células en medio que contenia L-carnitina 1 mM, &cido oleico 0,7
|

mM y &cido linoleico 0,7 mM. |

células

i
1
El modelo celular que comprende las ;

. . . I "y
antemencionadas, donde las células se expusieron a cada Fond1c1on

descrita anteriormente, se "interrogd" adicionalmente mebiante la
exposicidon de las células a una "perturbacién ambiental"Jmediante
el tratamiento con un farmaco contra la diabetes (T) qu% se sabe
que causa cardiotoxicidad, una molécula de rescate (R);o ambos,
el farmaco contra la diabetes y la molécula de rescate (T+R).

Especificamente las células se trataron con farmaco contra la
\

diabetes; o se trataron con molécula de‘rescate Coenzima Q10 a 0,
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50 uM o 100 uM; o se trataron con ambos, ell farmaco contra la
I
diabetes y la molécula de rescate Coenzima Q10
i
|

Las muestras de cada condicién con cada tratamiento de

. . . \ .
perturbacién se recogieron en varios momentos después del
|
tratamiento, incluyendo después de 6 horas de tratamiento. Para
ciertas condiciones, también se recogieron muestras de medio y se
1

analizaron. I
|
|

El método de iProfiling de los cambiosien la expresidn de

P . P | . . .
proteina celular total mediante protedmica chntltatlva se llevd

a cabo para las muestras celulares y de medio recogidas de cada
i

condicién y con cada 'perturbacidén ambiental"”, es declir,
|

tratamiento con farmaco contra la diabetes, tratamiento con

l
Coenzima Q10 o ambos, usando las técnicas des?rltas anteriormente

en la descripcién detallada. Los experiméntos de perfilado
l

transcripcional se 1llevaron a cabo usanﬁo un sistema de

amplificacién cfx-384 de Biorad. Luego de la recoleccién de datos

|
(Ct), el cambio final con respecto al testigoise determindé usando

el método &Ct tal como se indica en el protocolo del fabricante.

1
Los experimentos lipidémicos se 1llevaron a cabo usando

2 . |
espectrometria de masa. Los ensayos funcionales, tal como tasa de

|
consumo de oxigeno OCR se midieron mediante e; uso del analizador

Seahorse, esencialmente del modo recomendado por el fabricante.

\
La OCR) se registrd mediante los electrodos en una cémara de 7 nl
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creada con el cartucho apoyado contra la plada de cultivo

seahorse.

- Como se muestra en la Figura 35, la red transcripcional y

la expresidén de los genes de metabolismo de energia mitocondrial

humanos en cardiomiocitos diabéticos (¢ardiomiocitos
condicionados en hiperglucemia e hiperlipidemia) se compararon

entre tratamientos perturbados y no perturbados. Especificamente,
|

los datos de la red transcripcional y los genes de metabolismo de

z . 3 ! . ] +
energia mitocondrial humanos se compararon entre cardicmiocitos

diabéticos tratados con un farmaco contra la diabetes (T) vy

muestras de cardiomiocitos diabéticos no tratados (UT). Los datos
de la red Transcripcional y los genes de netabolis@o de energia

mitocondrial humanos se  compararon — entre c%rdiomiocitos

|
diabéticos tratados con un farmaco contra la diapetes y una

molécula de rescate Coenzima Q10 (T+R) y muestras de
|

|
cardiomiocitos diabéticos no tratados (UT). Al comparar los datos
{

de cardiomiocitos diabéticos no tratados, ciertoé genes de

expresién y transcripcién se alteraron cuando los cardiomiocitos
|

diabéticos fueron tratados con el farmaco contra la diabetes. Se

demostrd que la molécula de rescate Coenzima Q10 Erevierte el

efecto téxico del farmaco contra la diabetes vy nprmaliza la

expresidn génica y la transcripcién.
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Como se muestra en la Figura 36A, los cardiomiogitos se

cultivaron ya sea en normoglucemia (NG) o condicién de

hiperglucemia (HG) y se trataron con un farmaco céntra la
diabetes solo (T) o con ambos, un farmaco contra la diébetes Y%
una molécula de rescate Coenzima Q10 (T+R). Los ni%eles de
expresidén de proteinas de GPAT1 y TAZ para cada condicién y cada
tratamiento se analizaron con transferencia western. Taﬁto GPAT1
como TAZ se regularon por aumento en los cardigmiocitos
condicionados por hiperglucemia y tratados con farmaco EOntra la

|
diabetes. Cuando los cardiomiocitos condicionados por

hiperglucemia se trataron tanto con el fdrmaco contra ld diabetes

como con la molécula de rescate Coenzima Q10, el 'nivel de

|
expresidén de la proteina requlada por aumento de GPAT1 y TAZ se

normalizd.

Como se muestra en la Figura 37A, los experimentos de la

tasa de consumo de oxigeno mitocondrial (%) se llevaron a cabo

I
para las muestras de cardiomiocitos — condicionados — por

hiperglucemia. Los cardiomiocitos condicionados por hiﬁerglucemia

fueron no tratades (UT), tratados con un férmacof contra la

1

diabetes Tl que se sabe que causa cardiotoxicidad, tratados con

un farmaco contra la diabetes T2 que se sabe @ que causa
i

cardiotoxicidad, tratados con un farmaco contra la diabetes Tl y
|

una molécula de rescate Coenzima Q10 (T1+R), o tratados con un

farmaco contra la diabetes T2 y una molécula de rescéte Coenzima
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Q10 (T2+4R). Al comparar de las muestras de control sin tratar, la

CCR mitocondrial disminuyd cuando ilos cardiomiocitos

condicionados por hiperglucemia se trataron con el farmaco contra

la diabetes Tl o T2. Sin embargo, la EOCR mitocondrial se

normalizd cuando los cardiomiocitos  condicionados por

hiperglucemia se trataron con el farmaco conira la diabetes y 1la

molécula de rescate Coenzima Q10 (T1+R o T2+R).

Como se muestra en la Figura 37B, los experimentos de

sintesis de ATP mitocondrial se llevaron a caﬁo para las muestras

de cardiomiocitos  condicionados por  hiperglucemia. Los

cardiomiocitos condicionados por hiperglucemid fueron no tratados

|

(UT), tratados con un farmaco contra la diabe#es (T), o tratados
con un farmaco contra la diabetes y una mélécula. de rescate
Coenzima Q10 (T+R). Al comparar de las muest#as de control sin
tratar, la sintesis de ATP mitocondrial se réprimié cuando los

cardiomiocitos condicionados por hiperglucemia se trataron con el

farmaco contra la diabetes (T).

Como se muestra en la Figura 38, baséndose en los datos

proteémicos recogidos, las proteinas reguladas por disminucién

mediante el tratamiento con farmacos se anotaron con términos GO.

Las proteinas involucradas en el metabolismo de energia

mitocondrial se regularon  por disminucién cuando los

1
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cardiomiocitos condicionados por hiperglucemia se trataron con un

farmaco contra la diabetes que se sabe causa cardiotoxicidad.
|

Los datos de protedmica, ligidémica, perfilado

transcripcional, ensayos funcionales y transferencia western
|

|
recogidos para cada condicién y cada perturbacién se procesaron
entonces mediante el sistema REFS™. LaF redes compuestas

perturbadas se generaron a partir de los datos combinados de una

condicidén especifica (por ejemplo, ° hiperglucemia o)
hiperlipidemia) expuesta a cada perturchién (por ejemplo,
farmaco contra la diabetes, CoQl0 o ambos). Las redes compuestas
no perturbadas se generaron a partir de ios datos combinados

obtenidos de la misma condicidén especifica (por ejemplo,

hiperglucemia o hiperlipidemia) sin perturbadién (sin tratar). De
|

manera similar, las redes compuestas perturbadas se generaron a

partir de los datos combinades de una segunda condicién de

control (por ejemplo, glucemia normal) expuesta a cada

perturbacién (por ejemplo, farmaco contra l‘a diabetes, CoQl0 o
ambos) . Las redes compuestas no perturbadas se generaron a partir

|

de los datos combinados obtenidos de la misma segunda condicién

‘de control (por ejemplo, glucemia normal) sﬁn perturbacién (sin

tratar).

|

| .
Cada nodo en las redes compuestas de consenso descritas

anteriormente se simuld (mediante el aumento o la disminucidén 10
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veces) para generar una redes de simulacién usandp REFS™, como se
|

describe en mis detalle anteriormente en la descripcidn

detallada. '

El 4rea bajo la curva y los cambios de miltiplo para cada

borde que conecta un nodo padre a un nodo hijo en las redes de

simulacién se extrajeron mediante un programa hecho a medida
|

usando el lenguaje de programacién R, donde el lenguaje de

programacién R es un entorno de software de cédido abierto para

cébmputos y graficos estadisticos. '

Las redes delta se generaron a partir ,de las redes
|
compuestas simuladas. Para generar una red diferencial de una

condicidén de toxicidad inducida por farmacos en relacidn con un
|

estado normal en respuesta al farmaco contra la ,diabetes (red
delta), se llevaron a cabo etapas de comparacién, como se ilustra

en la Figura 39, mediante un programa construido a.medida usando

el lenguaije de programacién PERL. 1

|
Especificamente, como se muestra en la Figura 39, UT se
|

refiere a las redes de expresién de proteinas de los

I
|

cardiomiocitos de control sin tratar en una gond1c1én de
|

hiperglucemia. Tratamiento T se refiere a redes de expresién de
|

proteinas de cardiomiocitos tratados con férmacos contra la
|
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diabetes en una condicién de hiperglucemia. Log bordes unicos de

T en la red delta UTNT se presentan en la Figuré 40.

Especificamente, un mapa compuesto simulado de una

|

condicidén de hiperglucemia en cardiomiocito no tratados y un mapa
|

compuesto simulado de una condicién de ‘hiperglucemia en
|

cardiomiocitos no tratados con un farmaco con?ra la diabetes se

compararon usando un programa Perl hecho a medida para generar

bordes Unicos de los cardiomiocitos tratados con un farmaco
contra la diabetes en una condicién de hiperglucemia. Los datos

de salida de los programas PERL y R se ingreséron en Cytoscape,
|

un programa de cddigo abierto, para generar una representacidn
|
visual de una red delta. Como se muestra en l% Figura 40, la red

representa las redes delta que son dirigidés por el farmaco
|

contra la diabetes con respecto a los ‘cardiomiocitos no
|

tratados/modelos de cardiotoxicidad en qna condicién de

hiperglucemia. ;
{
|
|

A partir de la red diferencial de la condicién de

|
toxicidad inducida por férmacos con respecto a la condicidn

normal mostrada en la Figura 40, se identificaron proteinas que
|

impulsan la patofisiologia de 1la cardiotoxﬂcidad, inducida por

|
farmacos, tal como GRP78, GRP75, TIMPl, PTX3, HSP76, PDIA4,

PDIAl, CA2Dl. Estas proteinas pueden funcionar como bicmarcadores
|

. r v g z | .
para la identificacidén de otros farmaco§ que inducen la

2ul.
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cardiotoxicidad. Estas proteinas también pueden funcionar como
. . C e .. |
bicmarcadores para la identificacién de agentes que pueden

aliviar la cardiotoxicidad. |

Los experimentos descritos en este Ejemplé demuestran que
|

la biologia de membrana perturbada y el destino alterado del
|
dcido graso libre en cardiomiocitos diabéticos expuestos al

tratamiento con fé&rmacos representa una pieza,K central en la

toxicidad inducida por farmacos. La integracién de datos y la
|

bioclogia de red permitieron una comprensién mejorada de la
|
cardiotoxicidad, y la identificacidn de biomarcaqores predictivos

novedosos para la cardiotoxicidad.
Incorporacién mediante referencia

El contenido de todas las referencias citadas (incluyendo

|

las referencias bibliograficas, patentes, solic%tudes de patente

y sitios web) que pueden citarse a lo largo del 1a presente, se
|

incorporan expresamente mediante esta referencialen su totalidad,
|

como lo estan las referencias citadas en estas. La puesta en

practica de la presente invencidén empleard, 'a menos que se
J

indique lo contrario, técnicas convencionales de formulacién de

\
proteinas, que son conocidas en la técnica. |

Equivalentes
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La invencidén puede realizarse en otﬁas formas especificas
sin apartarse del espiritu o caracteristicas esenciales de esta.

. . . |
Las realizaciones antemencionadas deben, por lo tanto,

. N .
considerarse en todo aspecto como ilustrativas y no como

1
limitantes de la invencién descrita en la p;esente. El alcance de

la invencidén estd  indicado, por lo tanto, por las

reivindicaciones adjuntas en vez de por‘ la descripcién que

antecede, y todos los cambios que surjan de% significado y rango

de equivalencia de las reivindicaciones sé pretende que estén

incorporadas a estas.
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REIVINDICACIONES

Reivindicamos:

1. Un método para identificar un modulador de un sistema
biolégico, dicho método comprende:

(1) establecer el modelo para el sistema biolégico, usar
células asociadas con el sistema biolédgico, Fara representar un
aspecto caracteristico del sistema biolégico;.

(2) obtener un primer conjunto de datos del modelo para el
sistema biolégico, donde el primer conjunto Ee datos representa
los niveles de expresién de una pluralidad de genes en las
células asociadas con el sistema biolégico;

(3) obtener un segundo conjunto de datos del modelo para
el sistema bioldégico, donde el segundo iconjunto de datos
representa una actividad funcional o una respuesta celular de las
células asociadas con el sistema bioldgico;

(4) generar una red de relaciones céusales de consenso

entre los niveles de expresién de la pluralidad de genes y la

actividad funcional o la respuesta celular basada Unicamente en

el primer conjunto de datos y el segundo .conjunto de datos,
usando un dispositivo de computacién programado, donde la
generacién de la red de relaciones causales de consenso no esta

r

basada en ninguna relacién bioldgica conocida que no sea el

primer conjunto de datos o el segundo conjunto de datos;
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(5) identificar, a partir de la red de lrelaciones causales

|
de consenso, una relacidén causal Unica en el sistema bioldgico,

donde un gen asociado con la relacidén causal gnica se identifica

como un modulador del sistema bioldgico.

2. El método de la reivindicacién 1, donde el modulador
\

estimula o promueve el sistema bioldgico.
I

3. El método de la reivindicacién 1, 'donde el modulador

\
inhibe el sistema bioldgico.

|
4., El método de la reivindicacién 1,|en donde el modelo

del sistema biolégico comprende un cultivo in vitro de células

I
asociadas con el sistema Dbioldgico, comprendiendo ademas

\
opcionalmente un cultivo in vitro correspondiente de células
I

testigo. |

5. El método de la reivindicacién 4, En donde el cultivo

in vitro de las células se somete a una perturbacidn ambiental, y
|

el cultivo in vitro de las células testigo c9rrespondiente es de

células idénticas que no se sometieron |a la perturbacién
ambiental. !
i
|

6. El método de 1la reivindicacié? 4, en donde la

perturbacién ambiental comprende uno o mas de un contacto con un
\
|
\

3¢6
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agente, un cambio en la condicidén de cultivo, una modificacién /

mutacién genética introducida y un vehiculo (por ejemplo, vector)

que provoca una modificacién / mutacidén genética.

7. El método de la reivindicaciétn 1, en donde el primer

conjunto de datos comprende niveles de expresién de proteina y/o

ARNm de la pluralidad de genes.

8. El método de la reivindicacién 1, en donde el primer

10

datos metaboldémicos, datos transcriptdmicos

polimorfismos de nucledtidos simples (SNP).

conjunto de datos comprende ademds uno o mas datos

'1lipidémicos,

y: datos de

9. El método de la reivindicacién 1, en donde el segundo

15

proliferacién celular, apoptosis,

asociacidén genotipo-fenotipo actualizados

conjunto de datos comprende uno o mas de perfil biocenergético,

|
funcidn organelar y una
|

medidante modelos

funcionales seleccionados de ensayos ATP, ROS, OXPHOS y Seahorse.

20

10. El método de la reivindicacién 1, en donde la etapa

(4) se lleva a cabo mediante una plataforma informé#ica basada en

inteligencia artificial (AT).

11. E1l métocdo de 1la reivindicacién 10,

25 plataforma informatica basada en AI comprende REES

' en donde la

1
1

(T™) .
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12. El1 método de la reivindicacién 1, en donde la

plataforma informatica basada en AI recibe todo$ los datos de

entrada del primer conjunto de datos y el seguﬁdo conjunto de

datos sin aplicar un punto de corte estadistico.

13. El método de la reivindicacidén 1, en donde la red de

|
relaciones causales de consenso establecida en la etapa (4) se
|

refina adicionalmente hasta una red de relaciones causales de

] [ i) 1] | 1 7 . * .
simulacidén, antes de la etapa (5), mediante simulacidn in silico

basada en los datos de entrada, para proporcionar un nivel de
|
. L . : !
confianza de prediccién para una o mas relaciones causales dentro

|
{
de la red de relaciones causales de consenso. I
|
|
|

14. El método de la reivindicacién 1, en donde la relacién

P ’ . . . | .
causal Unica se identifica como parte de una r@d de relaciones
|
causales diferenciales que estd presente exclusivamente en
‘ .

células y estd ausente en las células testigo corFespondientes.

15. El método de la reivindicacién 1, que comprende ademas

i
I
|
!
1

validar la relacidén causal Unica identificada en un sistema

biolégico. |

de enfermedad, dicho método comprende:

20
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(1) establecer un modelo de enfermedad para el pfoceso de
i

enfermedad, usando células relacionadas con la enfermedad para

representar un aspecto caracteristico del proceso de enfermedad;
|
(2) obtener un primer conjunto de datos del modelo de

enfermedad, donde el primer conjunto de datos representa los
|

niveles de expresién de una pluralidad de genes en la# células

relacionadas con la enfermedad; !
\
(3) obtener un segundo conjunto de datos del modelo de

enfermedad, donde el segundo conjunto de datos representa una
!
actividad funcional o una respuesta celular de las células

relacionadas con la enfermedad; |

. \
(4) generar una red de relaciones causales de consenso
|

entre los niveles de expresién de la pluralidad de genes y la
actividad funcional o la respuesta celular basada anic%mente en

el primer conjunto de datos y el segundo conjunto de datos,

usando un dispositivo de computacidén programado, donde la
|
generacién de la red de relaciones causales de consenso no esta

. C 44 s . |
basada en ninguna relacién bioldgica conocida que no sea el
|

primer conjunto de datos o el segundo conjunto de datos;

. C e , . 1
(5) identificar, a partir de la red de relaciones causales
|
de consenso, una relacién causal Unica en el proceso de

enfermedad, donde un gen asociado con la relacién causal tnica se

J
identifica como un modulador de un proceso de enfermedaq.
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17. El método de la reivindicacién 16, en donde el proceso

de enfermedad es cancer, diabetes, obesidad o enfermedad

cardiovascular.

18. El método de 1la reivindicacién 17, en'donde el céancer

7 7 e 7 |
es cancer pulmonar, cancer de mama, cancer de prostata, melanoma,
|

|
cancer pancreatico,

carcincma escamoso, cancer colorrectal,
cdncer tiroideo, céncer endometrial, cancer de vejiga, céncer de
|

|
rifiones, un tumor sdélido, leucemia, linfoma no hedgkiniano o un
I

|
1
|
1
1

cancer resistente a farmacos.

19. E1l método de la reivindicacidén 16, dénde el modulador

estimula o promueve el proceso de enfermedad.

{
|
J
|
.’
20. El método de la reivindicacién 16, donde el modulador

inhibe el proceso de enfermedad.

{
:

21. El1 método de la reivindicacidén 20, en donde el
|

I
modulador cambia la via metabdlica energética especificamente en

las células de la enfermedad de una via glucolitica hacia una via

|
de fosforilacién oxidativa.
|
|
I

22. El método de la reivindicacién 16, én donde el modelo

1
de enfermedad comprende un cultivo in vitro de células de

1
1
|
|
1
|
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enfermedad, que comprende ademas opcionalmenﬁe un cultivo in
|

vitro correspondiente de células testigo o normales.
|

23. El método de la reivindicacién 22, en donde el cultivo
in vitro de las células de la enfermedad se somete a una
perturbacién ambiental, y el cultivo in vitro de las células

testigo correspondiente es de células de la enfermedad idénticas

que no se sometieron a la perturbacién ambientdl.

|
24. F1 método de 1la reivindicacidén 22, en donde la
1

o . P I
perturbacidén ambiental comprende uno o mas de jun contacto con un

agente, un cambio en la condicién de cultivo,:una modificacién /
|
mutacidén genética introducida y un vehiculo (pFr ejemplo, vector)

. C . foa ]
que provoca una modificacién / mutacidén genética.
|
a
|
|

25. El método de la reivindicacidén l6,:en'donde el aspecto

! L3 L
caracteristico del proceso de enfermedad comprende una condicidn

|
] o 4z . s | o4z
de hipoxia, wuna condicién hiperglucémica, 6 una condicién de
|
cultivo rico en acido lactico o combinaciones 'de los mismos.

|
26. E1l método de la reivindicacidén 16J en donde el primer

conjunto de datos comprende niveles de expre$ién de proteina y/o

ARNm de la pluralidad de genes.

I
J
I
|
|
|
!
!
|
|
I
I
I
[

25



10

15

20

25

347

I
1
I
I

27. El método de la reivindicacién 16, en donde el primer

conjunto de datos comprende ademds uno o mas datos lipiddmicos,

datos metaboldémicos, datos transcriptémicos y ‘'datos de

polimorfismos de nucledtidos simples (SNP). ‘

28. El método de la reivindicacién 16, en donde;el segundo
conjunto de datos comprende uno o mas de perfil bioénergético,
prdliferacién celular, apoptosis, funcién organelér y una
asociacién  genotipo-fenotipo actualizados medianté modelos

funcionales seleccionados de ensayos ATP, ROS, OXPHOS y Seahorse.

29. El método de la reivindicacién 16, en don?e la etapa
(4) se lleva a cabo mediante una plataforma informétiéa basada en
inteligencia artificial (AI). :
!

30. El método de la reivindicacién 29, e$ donde la
plataforma informdtica basada en AI comprende REFS (TMB.
i

4
3l. El método de la reivindicacién 16, en donde la
|
plataforma informidtica basada en AI recibe todos l?s datos de

entrada del primer conjunto de datos y el segundo conjunto de

|
1
datos sin aplicar un punto de corte estadistico. ;
|
|

32. El método de la reivindicacidén 16, en don&e la red de

relaciones causales de consenso establecida en la etapa (4) se
!

| 357
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refina adicicnalmente hasta una red de relacion@s causales de

simulacién, antes de la etapa (5), mediante simulacidén in silico
|
basada en los datos de entrada, para proporciongr un nivel de

confianza de prediccién para una o mas relaciones lcausales dentro

de la red de relaciones causales de consenso.

33. El1 método de 1la reivindicacién 16) en donde la
|

relacién causal Unica se identifica como parte | de una red de

relaciones causales diferenciales que ésta presente
\
exclusivamente en células de enfermedad y estéd ausente en las

células testigo correspondientes. ‘
|

34. El método de la reivindicacién 16, que comprende

ademas validar la relacidén causal unica identificada en un
!

sistema bicldgico. ‘ l
|
|

35. Un método para proporcionar un n@deloipara un sistema

bioldgico para su uso en un método de plataforma, |que comprende:

I
establecer un modelo para un sistema b%olégico, usando

células asociadas con el sistema bioldgico, para representar un
\

aspecto caracteristico del sistema bioldgico, en donde el modelo
|

para el sistema, donde el modelc para el sistema bioldgico es
|

util para generar conjuntos de datos usados en el método de
l

plataforma; proporcionando asi un modelo para un sistema

bioldégico para uso en un método de plataforma.

| 253
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36. Un método para obtener un primer conjunto de datos %
un segundo conjunto de datos a partir de un modelo éara un
sistema bioldégico para uso en un método de plataforﬁa, que
comprende:

(1) obtener un primer conjunto de datos a paﬁtir del
modelo para un sistema bioldgico para uso en un método de
plataforma, en donde el modelo para el sistema ﬁiolégico
comprende células asociadas con el sistema bioldgico y;en donde
el primer conjunto de datos representa niveles de expiesién de
una pluralidad de genes en las células asociadas con eﬁ sistema
biolégico;

(2) obtener un segundo conjunto de datos a p;artir~ del
modelo para un sistema bioldgico para uso en el ;método de
plataforma, en donde el segundo conjunto de datos repfesenta una
actividad funcional o© una respuesta celular de l%s células
asociadas con el sistema biolégico; |

obteniendo asi un primer conjunto de datos y;un segundo
conjunto de datos a partir del modelo para el sisteﬁa biolégico

para uso en un método de plataforma.

37. Un método para identificar un modulador de un sistema
i
biolégico, dicho método comprende: j

(1) generar una red de relaciones causales: de consenso

entre un primer conjunto de datos y un segundo conjﬁnto de datos
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obtenidos a partir de un modelo para el sistema biblégico, en
donde el modelo comprende células asociadas con ;el sistema
bioldégico y en donde el primer conjunto de datos; representa
niveles de expresién de una pluralidad de genes en l%s células y

el segundo conjunto de datos representa una actividadffuncional o

una respuesta celular de las células, usando un; dispositivo
informatico programado, en donde la generacidn de‘ la red de
relaciones causales de consenso no se base en ninqﬁna relacidn
biolégica conocida distinta del primer conjunto dé datos y el

segundo conjunto de datos;

(2) identificar, a partir de la red de relaciones causales
de consenso, una relacién causal Unica en el sistema bioldgico,

donde un gen asociado con la relacién causal Unica se identifica

|
i

como un modulador del sistema bioldgico;

identificando asi un modulador de un sistema biolégico.

38. Un método para identificar un modulador;de un sistema

biolégico, dicho método comprende:

1) proporcionar una red de relaciones causales de consenso
|

a partir de un modelo para el sistema bioldgico;

2) identificar, a partir de la red de rela#iones causales

v 2 ’ ’ » ! v ’ 1]
de consenso, una relacidén causal utnica en el 31SQema bioldgico,

I
donde un gen asociado con la relacidn causal unica se identifica

como un modulador del sistema bioldgico; !
identificando asi un modulador de un sistemé biolégico.

257
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39. El método de la reivindicacién 38, en éonde la red de
relaciones causales de consenso se genera eﬂfre un primer
conjunto de datos y un segundo conjunto de daéos obtenidos a
partir del modelo para el sistema bioldgico, en;donde el modelo
comprende células asociadas con el sistema biolégico y en donde
el primer conjunto de datos representa niveles;de expresién de
una pluralidad de genes en las células y el seéundo conjunto de
datos representa una actividad funcional o una %espuesta celular

de las células, usando un dispositivo informdtito programado, en

donde la generacién de la red de relaciones causales de consenso

no se basa en ninguna relacién biolégica conocida distinta del

primer conjunto de datos y el segundo conjunto de datos.

40. Un método para proporcionar un n@ﬁelo de enfermedad

para su uso en un método de plataforma, que coﬁprende:

establecer un modelo de enfermedad para un proceso de
i

enfermedad, usando células relacionadas con la enfermedad, para

!
representar un aspecto caracteristico del proceso de enfermedad,

en donde el modelo de enfermedad es util paﬁa generar conjuntos

I
J

de datos de modelo de enfermedad usadoﬁ en el método de

plataforma; proporcionando asi un modelo defenfermedad para uso

)

en un método de plataforma.
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i
41. Un método para obtener un primer conjunto de datos y

un sequndo conjunto de datos a partir de un ;odelo de enfermedad
para uso en un método de plataforma, que compﬁende:

(1) obtener un primer conjunto de datos de un modelo de
enfermedad para su uso en un método de plataforma, en donde el
modelo de enfermedad comprende célula relacionadas con la
enfermedad y en donde el primer conjunto de éatos representa los
niveles de expresidén de una pluralidad de genes en las células
relacionadas con la enfermedad; |

(2) obtener un segundo conjunto de datos del modelo de
enfermedad para su uso en un método de platgfonna, en donde el
segundo conjunto de datos representa una actividad funcional o
una respuesta celular de las células rglacionadas con la
enfermedad; obteniendo asi un primer conju?to de datos y un
segundo conjunto de datos del modelo de enferﬁedad;

obteniendo asi un primer conjunto deidatos y un segundo

conjunto de datos a partir de un modelo de enfermedad para uso en

un método de plataforma. ‘

42. Un método para identificar un modulador de un proceso
de enfermedad, dicho método comprende: ‘

(1) generar una red de relaciones c%usales de consenso
entre un primer conjunto de datos y un segund? conjunto de datos

obtenidos a partir de un modelo de enfermedad, en donde el modelo

de enfermedad comprende células de la enfermgdad y en donde el

|
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|

|

|

|

|
primer conjunto de datos representa niveles de expresién de una

|
pluralidad de genes en las células y el seg@ndo conjunto de datos
representa una actividad funcional o una reépuesta celular de las
células, usando un dispositivo informdtico programado, en donde
la generacién de la red de relaciones causales de consenso no se
basa en ninguna relacién bioldégica conocida distinta del primer
conjunto de datos y el segundo conjunto de datos;

(2) identificar, a partir de la red de relaciones causales
de consenso, una relacidén causal Unica en el proceso de
enfermedad, donde un gen asociado con la reLacién causal Unica se
identifica como un modulador de un proceso d% enfermedad;

identificando asi un modulador |de un proceso de

enfermedad.

1

43. Un método para identificar un modulador de un proceso
de enfermedad, dicho método comprende:

1) proporcionar una red de relaciones causales de consenso
a partir de un modelo de enfermedad para el proceso de
enfermedad;

2) identificar, a partir de la red de relaciones causales
de consenso, una relacién causal Unica en el proceso de
enfermedad, donde un gen asociado con la re%acién causal Unica se
identifica como un modulador de un proceso d% enfermedad;

identificando asi un modulador |de un proceso de

enfermedad.

23
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44. El método de la reivindicacién 43, erill donde la red de

relaciones causales de consenso se dgenera entre un primer

conjunto de datos y un segundo conjunto de da:.tOS obtenidos a
partir de un modelo de enfermedad para el proceéo de enfermedad,
en donde el modelo de enfermedad comprende"\ células de la
enfermedad y en donde el primer conjunto de datos representa
niveles de expresién de una pluralidad de genesli en las células
relacionadas con la enfermedad y el segundo co%ljunto de datos
representa una actividad funcional o una respuesté celular de las

células, usando un dispositivo informatico programado, en donde

la generacién de la red de relaciones causales de consenso no se

. v . 2o ' . ] .
basa en ninguna relacidén bioldégica conocida distinta del primer

conjunto de datos y el segundo conjunto de datos. |
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ENSAYOS INTERROGATORIOS BASADOS EN CELULAS Y USOS DE LOS MISMOS
!

RESUMEN

En la presente se describe un Tecnologié de Plataforma de
descubrimiento para analizar un sistema o proc%so biolégico (por
ejemplo, una enfermedad, tal como cancer) por #@dio de un modelo
de construccién. En particular, se describe ?n la presente un
método para identificar un modulador de un ;sistema biolégico
mediante el establecimiento de un modelo ;para el sistema
bioldégico, obtener un primer conjunto de datos:del modelo para el
sistema bioldgico, obtener un segundo conj@nto de datos del
modelo para el sistema bioldgico, y generar uné red de relaciones
causales de consenso entre los niveles de: expresién de la
pluralidad de genes y la actividad funcionél o la respuesta

celular basada Unicamente en el primer conjunto de datos y el
|

segundo conjunto de datos, usando un dispositivo informatico

programado.

WPC20488/1D. 250356
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McCarter & Engiish, LLP
265 Franklin Street

Boston, MA 02110
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International application No.

PCT/US2012/027615

International filing date (day/month/year) .
02 March 2012 (02.03.2012)
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the applicant O the inventor

Name and Address
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1845 Elm Hill Pike
Nashville, TN 37210
United States of America

[] the agent [] the common representative
State of Nationalit)ll State of Residence
us l Us
Telephone No. J

Facsimile No.
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2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: |

|
[] the person B4 the name [ the address [ the nationality [ the residence
Name and Address State of Nationality [ State of Residence
BERG PHARMA LLC us ! us
1845 EIm Hill Pike Telephone No. ‘,
Nashville, TN 37210
United States of America Facsimile No. ‘
l
E-mail address :
O Notifications by e-mail authorized
3. Further observations, if necessary:
|
4. A copy of this notification has been sent to: [] the International Preliminary Examining Authority
D4 the receiving Office D the designated Offices concerned
[ the International Searching Authority [[] the elected Offices concerned !
[] the Authority(ies) specified for supplementary search [] other !

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 70 80

Authorized officer ‘

Safi Horiya

|

e-mail pt03.pct@wipo.int '
Telephone No. +41 22 338 74 03

Form PCT/IB/306 (January 2009)

1]/CX285XUDG4ZA90



PATENT COOPERATION TREATY

ADVANCE E-MAIL

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

yUor

PCT/US2012/027615

To:

HANLEY, Elizabeth, A.
McCarter & English, LLP
265 Franklin Street

Boston, MA 02110 !
ETATS-UNIS D'AMERIQUE!

Date of mailing (day/month/year)
27 August 2013 (27.08.2013)

Applicant's or agent's file reference

119992-04420

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

. PCT/US2012/027615

International filing date (day/month/year) |
02 March 2012 (02.03.2012)

1. The following indications appeared on record concerning:

B4 the applicant [ the inventor

Name and Address

BERG PHARMA LLC
1845 Elm Hill Pike
Nashville, TN 37210
United States of America

[J the agent [J the common representative
State of Nationality State of Residence
us us
Telephone No. :
‘.
Facsimile No. :

E-mail address

|

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: -

[C] the person the name [ the address [ the nationality [ the residence
Name and Address State of Nationality State of Residence
BERG LLC us } us
1845 EIm Hill Pike Telephone No.
Nashville, TN 37210
United States of America Facsimile No.
E-mail address \
O Notifications by e-mail authorized
3. Further observations, if necessary: .
4. A copy of this notification has been sent to: [] the Intemational Preliminary Examihing Authority
DQ the receiving Office D the designated Offices concerned |
[0 the International Searching Authority [] the elected Offices concerned
[ the Authority(ies) specified for supplementary search [] other

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 70 80

Authorized officer

Campin Helene:
e-mail pt03.pet@wipo.int ‘

Telephone No. +41 22 338 74 03 !

Form PCT/IB/306 (January 2009)

1/LSLISY3YST77UYO0
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PATENT COOPERATION TREATY | PCT/US2012/027615

ADVANCE E-MAIL

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

1
From the INTERNATIONAL BUREAU

To: ‘
|

HANLEY, Elizabeth, A. |
McCarter & English, LLP
265 Franklin Street

Boston, MA 02110 \
ETATS-UNIS D'AMERIQUE;

Date of mailing (day/month/year)
27 August 2013 (27.08.2013)

|

Applicant's or agent's file reference

119992-04420

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

International filing date (day/month/year) |
02 March 2012 (02.03.201 ‘2)

‘ PCT/US2012/027615

1. The following indications appeared on record concerning:

United States of America

E the applicant g the inventor |:| the agent EI the ?omon representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
NARAIN, Niven, Rajin GY us
350 Third Street Telephone No. |
Suite 2005 .
Cambridge, MA 02142 .

Facsimile No. |

E-mail address |

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

[ the person ] the name B4 the address B4 the nationality | [ the residence
Name and Address State of Nationélity State of Residence
NARAIN, Niven, Rajin Us | us
@ | 73 Fresh Pond Parkway Telephone No. |
Cambridge, MA 02138
United States of America Facsimile No. |

E-mail address
[[] Notifications H)y e-matl authorized
|

3. Further observations, if necessary:

4

4. A copy of this notification has been sent to:
D4 the receiving Office
[] the International Searching Authority

[ the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned |

other:

OOXCT

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 70 80

Authorized officer ‘

Campin Helene
e-mail pt03.pct@wipo.int '
Telephone No. +41 22 338 74 03 ‘

Form PCT/IB/306 (January 2009)

; 1/CUSAK2N2QPNGKO



4o

(119992-04429)

IN THE PATENT OFFICE OF COLOMBIA

Assignee(s): Berg Pharma LLC

Assignor(s): Berg Biosystems, LLC

Serial Nos. &
Filing Dates: USSN 61/448587 filed 02 March 2011
USSN 61/593848 filed 01 February 2012

L, Jill A. Mello, Ph.D., J.D., attorney for the applicant, hereby attest that :the
attached document is a true and exact copy of the Assignment executed by Berg Biosystems,
LLC, a company organized and existing under the laws of Delaware. The Assignment is from

Berg Biosystems, LLC to Berg Pharma LLC, a coppany organized and existing ungiel

of Delaware. \({ 99 [\}\OQ Q /(/

lei‘\k( Mello, Ph.D., J.D.
Registration No. 55,450
Attotney for Applicant

3

United States of America )
Commonwealth of Massachusetts ) ss.:
County of Suffolk )

the laws

k .
On the 20=day of August, 2013 before me, the undersigned notary public, persclnal'ly _
appeared Jill A. Mello (name of document signer), proved to me through satisfactory evidence of
identification, which was that she is known to me personally, to be the person whose name is

signed on the preceding or attached document in my presence.

@th (official signature and seal of notary)
Jessica Dale Bell

My commission expires March 16, 2018.

MEI 16320794v.1 I



UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE ]

UNDER SECRETARY OF COMMERCE FOR INTELLECTUAL PROPERTY AND
DIRECTOR OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

JULY 20, 2012
PTAS

265 FRANKLIN STREET 501995195
MCCARTER & ENGLISH, LLP
BOSTON, MA 02110

UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE
NOTICE OF RECORDATION OF ASSIGNMENT DOCUMENT

THE ENCLOSED DOCUMENT HAS BEEN RECORDED BY THE ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH
OF THE U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE. A COMPLETE COPY IS AVAILABLE AT THE
ASSIGNMENT SEARCH ROOM ON THE REEL AND FRAME NUMBER REFERENCED BELOW.

\
PLEASE REVIEW ALL INFORMATION CONTAINED ON THIS NOTICE. THE INFORMATION
CONTAINED ON THIS RECORDATION NOTICE REFLECTS THE DATA PRESENT IN THE PATENT
AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM, IF YOU SHOULD FIND ANY ERRORS OR HAVE
QUESTIONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY CONTACT THE ASSIGNMENT RECORDATION
BRANCH AT 571-272-3350. PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTION TO: U.S, PATENT
AND TRADEMARK OFFICE, MAIL STOP: ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH, P.0Q. BOX
1450, ALEXANDRIA, VA 22313.

RECORDATION DATE: 07/19/2012 REEL/FRAME: 028590/0308
NUMBER OF PAGES: 5 1

BRIEF: ASSIGNMENT OF ASSIGNORS INTEREST (SEE DOCUMENT FOR DETAILS)
!

DOCKET NUMBER: 119952-00001

ASSIGNOR: 1
BERG BIOSYSTEMS, LLC DOC DATE: 06/11/2012 |

ASSIGNEE: |

BERG PHARMA LLC
1845 ELM HILL PIKE :
NASHVILLE, TENNESSEE 37210

APPLICATION NUMBER: 12695113 FILING DATE: 01/27/2010

PATENT NUMBER: ' ISSUE DATE:

TITLE: VITAMIN D3 AND ANALOGS THEREOF FOR ALLEVIATING SIDE EFFECTS
ASSOCIATED WITH CHEMOTHERAPY |

APPLICATION NUMBER: 12777802 FILING DATE: 05/11/2010

PATENT NUMBER: ISSUE DATE: |
TITLE: MBETHODS FOR TREATMENT OF ONCOLOGICAL DISORDERS USING
EPIMETABOLIC SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR MOLECULES,

OR ENVIRONMENTAL INFLUENCERS i

P.O. Box 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450 - WAW.USPTO.GOV



028590/0308 PAGE 2 |

APPLICATION NUMBER: 12778C10 FILING DATE: 05/11/2010

PATENT NUMBER: ISSUE DATE:

TITLE: METHODS FOR THE DIAGNOSIS OF METABOLIC DISORDERS USING
EPIMETABOLIC SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR; MOLECULES,
OR ENVIRONMENTAL INFLUENCERS

\
APPLICATION NUMBER: 12778029 FILING DATE: 05/11/2010
PATENT NUMBER: ISSUE DATE: :
TITLE: METHODS FOR THE DIAGNOSIS OF ONCOLOGICAL DISORDERS USING
EPIMETABOLIC SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR! MOLECULES,
OR ENVIRONMENTAL INFLUENCERS

APPLICATION NUMBER: 12778054 FILING DATE: 05/11/2910

PATENT NUMBER: ISSUE DATE:

TITLE: METHODS FOR TREATMENT OF METABOLIC DISORDERS USING EPIMETABOLIC
SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR MOLECULES, OR
ENVIRONMENTAL INFLUENCERS |

APPLICATION NUMBER: 12778094 FILING DATE: 05/11/2010

PATENT NUMBER: ISSUE DATE:

TITLE: METHODS FOR TREATMENT OF ONCOLOGICAL DISORDERS USING AN
EPIMETABOLIC SHIFTER (COENZYME Q10)

|
APPLICATION NUMBER: 12853431 FILING DATE: 08/10/2010
‘ PATENT NUMBER: ISSUE DATE: ‘
TITLE; VITAMIN D3 AND ANALOGS THEREOF FOR TREATING ALOPECIA
APPLICATICN NUMBER: 12864185 FILING DATE: 10/18/%010
PATENT NUMBER: ISSUE DATE:

TITLE: ASSAY SYSTEM FOR THE ASSESSMENT OF ONCOGENICITY, TUMQR
PROGRESSION, AND TREATMENT EFFICACY
|

APPLICATION NUMBER: 61023570 FILING DATE: 01/25/2008

PATENT NUMBER: ISSUE DATE: !

TITLE: ASSAY SYSTEM FOR THE ASSESSMENT OF ONCOGENICITY, TUMOR
PROGRESSION, AND TREATMENT EFFICACY |

APPLICATION NUMBER: 61147549 FILING DATE: 01/27/2009

PATENT NUMBER: ISSUE DATE:

TITLE: VITAMIN D3 AND ANALOGS THEREOF FOR ALLEVIATING SIDE ﬁFFECTS
ASSOCIATED WITH CHEMOTHERAPY ,

APPLICATION NUMBER: 61177241 FILING DATE: 05/11/2009

PATENT NUMBER: ISSUE DATE:

TITLE: METHODS FOR TREATMENT OF ONCOLOGICAL DISORDERS USING; AN
. EPIMETABOLIC SHIFTER (COENZYME Q10) |

APPLICATION NUMBER: 61177243 FILING DATE: 05/11/2009

PATENT NUMBER: ISSUE DATE: |

TITLE: METHODS FOR TREATMENT OF ONCOLOGICAL DISORDERS USING
EPIMETABOLIC SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR MOLECULES,
OR ENVIRONMENTAL INFLUENCERS |

APPLICATION NUMBER: 61177244 FILING DATE: 05/11/2009

PATENT NUMBER: ISSUE DATE:

TITLE: METHODS FOR THE DIAGNOSIS OF ONCOLOGICAL DISORDERS USING
EPIMETABOLIC SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR MOLECULES,
OR ENVIRONMENTAL INFLUENCERS |
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APPLICATION NUMBER: 61177245 FILING DATE: 05/11/2009
PATENT NUMBER: ISSUE DATE:

TITLE: METHODS FOR TREATMENT OF METABOLIC DISORDERS USING EPIMETABOLIC

SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR MOLECULES, OR
ENVIRONMENTAL INFLUENCERS i
APPLICATION NUMBER: 61177246 FILING DATE: 05/11/2009
PATENT NUMBER: ISSUE DATE:
TITLE: METHODS FOR THE DIAGNOSIS OF METABOLIC DISORDERS USING - |

EPIMETABOLIC SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR MODECULES

OR - ENVIRONMENTAL INFLUENCERS

APPLICATION NUMBER: 61234178 FILING DATE: 08/14/2009
PATENT NUMBER: ISSUE DATE: -
TITLE: VITAMIN D3 AND ANALOGS THEREOF FOR TREATING ALOPECIA

APPLICATION NUMBER: 61239003 FILING DATE: 09/01/2009
PATENT NUMBER: ISSUE DATE:

TITLE: VITAMIN D3 AND ANALOGS THEREOF FOR ALLEVIATING SIDE EFFECTS

ASSOCIATED WITH CHEMOTHERAPY

APPLICATION NUMBER: 61363562 FILING DATE: 07/12/2010

PATENT NUMBER: ISSUE DATE:

TITLE: METHODS FOR TREATMENT OF ENDOMETRIOSIS USING EPIMETABOLIC
SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR MOLECULES, OR
ENVIRONMENTAL INFLUENCERS

APPLICATION NUMBER: 61448587 FILING DATE: 03/02/2011
PATENT NUMBER: ISSUE DATE:

TITLE: INTERROGATORY CELL-BASED ASSAYS AND USES THEREOF
APPLICATION NUMBER: 61474708 FILING DATE: 04/12/2011
PATENT NUMBER: ISSUE DATE: |

TITLE: COMPOSITIONS AND METHODS FOR TREATMENT OF PERVASIVE
DEVELOPMENTAL DISORDER

APPLICATION NUMBER: 614381132 FILING DATE: 05/27/2011
PATENT NUMBER: , ISSUE DATE: :
TITLE: MITOCHONDRIAL METABOLIC MODULATORS AND USES THEREOF

APPLICATION NUMBER: 61506221 FILING DATE: 07/11/2011

PATENT NUMBER: ISSUE DATE:

TITLE: METHODS FOR TREATMENT OF ENDOMETRIOSIS USING EPIMETABOLIC
SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR MOLECULES, OR
ENVIRONMENTAL INFLUENCERS

APPLICATION NUMBER: 61511487 FILING DATE: 07/25/2011

PATENT NUMBER: ISSUE DATE:

TITLE: USE OF MALATE DEHYDROGENASE 2 (MDH2) IN THE DIAGNOSIS AND
TREATMENT OF DISEASE STATES

APPLICATION NUMBER: 61514388 FILING DATE: 08/02/2011
PATENT NUMBER: , ISSUE DATE:
TITLE: METHODS AND KITS FOR DETECTION OF COENZYME Q10 '

APPLICATION NUMBER: 61593848 FILING DATE: 02/01/2012
PATENT NUMBER: ISSUE DATE:
TITLE: INTERROGATORY CELL-BASED ASSAYS AND USES THEREOF
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ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH
PUBLIC RECORDS DIVISION

Loy



b
ASSIGNMENT i

This Assignment (this “Assignment’) is ‘executed as of June 11, Q01

between Berg Blosystems, LLC, a corporation duly organized under and pursuant to the laws
of the State of Delaware, and having its principal place of business at 1845 Elm Hill Pike,
Nashville, Tennessee 37210 (“Assignor’), and Berg Pharma LLC, a corporation duly
organized under and pursuant to the laws of the State of Delaware, and having its principal
place of business at 1845 Elm Hill Pike, Nashville, Tennessee 37210 ("Assignes”),

Background

Asslgnor owns those certain patents and patent applications listed in Schedule A, and
the inventions and new and useful improvements described and clalmed thereln and all know-
how assoclated therewith existing as of the date set forth above (all of the foregoing collectively,
the "Patents"). Assignes is desirous of acquiring the entire right, title and interest of Assignor in
and to the Patents. |

Terms

In consideration of One Dollar {$1.00), and for other good and valuable consideration,
the recelpt, adequacy and sufficiency of which is hereby acknowledged, Assignor does hereby
assign, transfer and convey, unto Assignee, and Asslgnee’s successors and assigns, Assignor's
entire right, title, and interest in and to the Patents, and in and to all Letters Patent that may or
shall be granted on patent applications or inventions within the Patents, or any parts thersof, or
any divislonal, continuation, continuation-in-part, substitution, renewal, reissue or other
applications based in whole or In part thereon, and all reissues, re-examinations and extensions
thereof, in ®ach case in any country and including any foreign counterpart thereof or thereto,
together with the right to file applications and the right to claim for the same the priority rights
derived from the patent applications within the Patents; and further together with all claims for
damages by reason of past, present or future infringement, with the right to sue for, and collect
the same for the use of Assignee, Assignee’s successcrs and assigns and all proceeds of the
foregoing, Including, without limitation, any claim by Assignor against third partles for, or any
profits arising from, past, present, or future infringement of the Patents, the same to be hald and
enjoyed by the Assignee and Assignee's successors and assigns as fully as the same would
have been held and enjoyed by the Assignor had this Assignment not been made. *

Assignor agrees, for itself and Assignor’s executors, administrators, and successors In
interest, at Assignee’s expense, to execute all applications, amended specifications, deeds or
other instruments, and to do all acts necessary or proper to secure the grant to Assignee of
Letters Patent on the patent applications within the Patents, with specifications and claims In
such form as shall be approved by the counsel of Assignes, and to vest and confirm in Assignee
and Assignee’s successors and assigns the legal title to all of the Patents, ‘

Assignor hereby authorizes and requests the Commissioner of Patents and Trademarks
of the United States, and any official of any country or countries forelgn to the United States
whose duty It is to issue patents or other evidence or forms of industrial property protection on
applications as aforesald, to Issue any such patents on any such applications within the Patents
to the Assignee, and Asslgnee's successors, legal representatives and assigns, as fully and
entirely as the same would have been held by Assignor had this Assignment not been g"nade.

|

I

Page 1 .
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In Witness Whereof, this Assignment [s duly executed as of the date fj t.set forth above.

BERG BIOSYSTEMS, LLC 9
ASSIGNOR: ~ . 1 1
By RANGAPLAFRAD SakANGARASAY
V.¢ -Re D, |
Witness:

Date: _(ted \ s& OLA _M\Ulﬁ(w&m A

BERG PHARMALLC ‘
ASSIGNEE: . A / Vi |
By: NIvVEN Ry N@R2RIN
Title: fkesrp ENT‘
Witness:

Date:‘ ()(D\‘ bl \‘9‘019\ {b)l\ W’k i

Page 2
ME! 13317257v.l



SCHEDULE

Confidential — Attorney-Client Privileged

Atty, Docket No.

Serial No, |Filing Date Title
METHODS FOR TREATMENT OF ONCOLOGICAL DISORDERS usmo AN
61/177241 |11-May-2009 |119992-00601 EPIMETABOLIC SHIFTER (COENZYME Q10)
T IMETHODS FOR TREATMENT OF ONCOLOGICAL DISORDERS USING AN
12/778084 |11-May-2010 |119992-00602  |EPIMETABOLIC SHIFTER (COENZYME Q10)
METHODS FOR TREATMENT OF ONCOLOGICAL DISORDERS Us§iNG
EPIMETABOLIC SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL IN IRACELLULAR MOLECULES,
61/177243 |11-Muay-2009 |119992-00701 OR ENVIRONMENTAL INFLUENCERS
METHODS TOR TREATMENT OF ONCOLOGICAL DISORDERS Usmo
[EPIMETABOLIC SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR MOLECULES,
12/777902 |11-May-2010 [119992-00702  |OR ENVIRONMENTAL INFLUEMCERS
IMETHODS FOR THE DIAGNOSIS OF ONCOLOGICAL msom)cus USING
EPMETABOLIC SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INT. RACELLULAR MOLECULES,
61/177244 |11-May-2009 }119992-00801 OR ENVIRONMENTAL INFLUENCERS
METIHODS FOR THE DIAGNOSIS OF ONCOLOGICAL’ DISORDERS USING
EPIMETABOLIC SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR MOLECULES,
12/778029 |11-May-2010 |119992-00802 _|OR ENVIRONMENTAL INFLUENCERS
|METHODS FOR TREATMENT OF METABOLIC DISORDERS USING EPIMETAROLIC
SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR MOLECULES, OR
61177245 |11-May-2009 |119992-00901 ENVIRONMENTAL INFLUENCERS
METHODS FOR TREATMENT OF METABOLIC DISORDERS USING BPIMETABOLIC
SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR MOLECULES, OR
12/778054 |11-May-2010 {119992-00902 ENYVIRONMENTAL INFLUENCERS
617491132 |21-May-2011 [119992-00903 MITOCHONDRIAL METABOLIC MODULATORS AND USES THEREOF
METHODS FOR THE DIAGNOSIS OF METABOLIC DISORDERS USING
EPIMETABOLIC SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR MOLECULES,
61/177246 |11-May-2009 [119992-01001 OR ENVIRONMENTAL INFLUENCERS '
~—IMETHODS FOR THE DIAGNOSIS OF METABOLIC DISORDERS USING
EPIMETABOLIC SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR MOLECULES,
12/778010 |t l-May-2010 119992.01002 OR ENVIRONMENTAL INFLUENCERS
VITAMIN D3 AND ANALOGS THEREOF FOR ALLEVIATING smr-; EFFECTS
61/147549 [27-Jan-2009  |119992-01501 ASSOCIATED WITH CHEMOTHERAPY
VITAMIN D3 AND ANALOGS THEREOF EOR ALLEVIATING SIDG GFPECTS
611239003 [01-Sep-2009 |119992-01502  |ASSOCIATED WITH CHEMOTHERAPY
VITANIN D3 AND ANALOGS THEREOT FCR ALLEVIATING SIDE EFFECTS
12/695113 [27-Jan-2010 _ |119992-01303  |ASSOCIATED WITH CHEMOTHERAPY
517234178 |14-Aug-2005 |119992-01701 VITAMIN D3 AND ANALOGS THEREQOF FOR TREATING ALOPEGIA
137853431 [10-Aug-2010 |119992-01703  [VITAMIN D3 AND ANALOGS THEREQF FOR TREATING ALOPECIA
ASSAY SYSTEM FOR THE ASSESSMENT OF ONCOGENICITY, TUMOR
61/023570 |35-Jan-2008 [119992-03201  |PROGRESSION, AND TREATMENT EFFICACY
ASSAY SYSTEM FOR THE ASSLSSMENT OF ONCOGENICITY, TUMOR
12/864185 |18-Oet-2010 [119992-03202  |PROGRESSION, AND TREATMENT EFFICACY
METHODS FOR TREATMENT OF ENDOMETRIOSIS USING El*lMﬁ‘ABOLIC.
SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR MOLECULES OR
61/363562 |12-Jul-2010 119992-04101 ENVIRONMENTAL INFLUENCERS -L..
METHODS FOR TREATMENT OF ENDOMETRIOSIS USING EPIMETABOLIC
SHIFTERS, MULTIDIMENSIONAL INTRACELLULAR MOLECULES OR
61/506221 {11-Jul-2011 119992-04102 BNVIRONMBNTAL INFLUENCERS
G1/514388 |02-Aug-2011 |119992-04201 __|METHODS AND KITS FOR DETECTION OF COENZYMEQI0
COMPOSTTIONS AND METHODS FOR TRIZATMENT OF PERVAbliVL
1617474708 |12-Apr-2011  |119992-0430)  |DEVELOPMENTAL DISORDER
517448587 102-Mar-2011 1119992-04403 TNTERROGATORY CELL-BASLD ASSAYS AND [ISES THEREOF |
517503848 |01-Feb-2012 1110992-04404 | INTERROGATORY CELL-BASED ASSAYS AND USES THEREQF !
USE OF MALATE DEHYDROGENASE 2 (MDH2) IN THE DIAGNOSIS AND
61/511487 [25-Jul-2011  [119992-05101  [TREATMENT OF DISEASE STATES ‘

ME13317390v1
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EN LA OFICINA DE PATENTES DE COLOMBIA

Cesionario(s): Berg Pharma, LLC

Cedente(s): Berg Biosystems, LLC

Nos. de serie y

Fechas de presentacion: USSN 61/448587 presentada 02 de marzo 2011
USSN 61/593848 presentada 01 de febrero 2012

Yo, Jill A. Mello, Ph.D., J.D., abogada de los solicitantes, por la presente declaro que el documento adjunto es
una copia fiel y exacta de la asignacion ejecutada por Berg Biosystems, LLC, una compafiia constituida y

regida bajo las leyes del estado de Delaware. La asignacion es de Berg Biosystems, a Berg Pharma, LLC,
sociedad constituida y existente bajo las leyes de Delaware.

/ Firmado /

Jill A. Mello, Ph.D., J.D.

No. de Registro Fiscal 55.450
Abogada por los Solicitantes

Estados Unidos de América ) ,
Estado de Massachusetts ) ss. [
Condado de Suffolk ) i

|
El dia 20 de agosto de 2013 ante mi, el notario que suscribe, comparecié personalmente Jill A. Mello (nombre
del firmante de documentos), que demostrd con evidencia satisfactoria de identificacion, en que ella me es

conocida personalmente, ser la persona cuyo nombre se halla firmado en el documento anterior o adjunto en mi
presencia. i

|
/Firmado/ (firma y sello oficiales de notario) I|
Jessica Dale Bell ,

|

Mi comision expira el 16 de marzo 2018.

[Sello que lee:] |.
JESSICA DALE BELL

Notario publico
Massachusetts
Comision Expira 16 de marzo 2018 !

Yie

(119992-04429)



OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS

SUBSECRETARIO DE COMERCIO PARA LA PROPIEDAD INTELECTUAL Y
DIRECTOR DE LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS

20 DE JULIO DE 2012
PTAS

JILL A. MELLO, PH.D.

265 FRAN

MCCARTER & ENGLISH, LLP 501995195
BOSTON, MA 02110

OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS
AVISO DE INSCRIPCION DE DOCUMENTO DE ASIGNACION

EL DOCUMENTO ADJUNTO HA SIDO REGISTRADO POR LA SUCUURSAL DE INSCRIPCION DE ASIGNACIONES DE
LA QFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS. UNA COPIA COMPLETA ESTA DISPONIBLE EN
LA SALA DE ASIGNACION BAJO EL CARRETE Y NUMERO DE MARCO LISTADO A CONTINUACION.

POR FAVOR LEA TODA LA INFORMACION CONTENIDA EN ESTE AVISO. LA INFORMACION CONTENIDA EN ESTE
AVISO DE INSCRIPCION REFLEJA LA PRESENCIA DE DATOS EN EL SISTEMA DE ASIGNACIONES DE PATENTES
Y MARCAS. SI ENCUENTRA ERRORES O TIENE PREGUNTAS SOBRE ESTE AVISO, PUEDE CONTACTAR A LA
SUCURSAL DE INSCRIPCION DE ASIGNACIONES, 571-272-3350. POR FAVOR ENVIAR SOLICITUD DE
CORRECCION A: OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS, PARADA DE CORREO: SUCURSAL
DE INSCRIPCION DE ASIGNACIONES, APARTADO POSTAL 1450, ALEXANDRIA, VIRGINIA 22313.

FECHA DE INSCRIPCION: 19/07/2012 CARRETE/MARCO: 028590/0308
NUMERO DE PAGINAS: 5

MEMORIAL: ASIGNACION INTERES DE CEDENTES (VEASE EL DOCUMENTO PARA MAS DETALLES).
NUMERO DE EXPEDIENTE: 119992-00001

CEDENTE:
BERG BIOSYSTEMS, LLC DOC FECHA: 11/06/2012

CESIONARIO:

BERG PHARMA, LLC

1845 ELM HILL PIKE
NASHVILLE, TENNESSEE 37210

NUMERC DE SOLICITUD: 12695113 FECHA DE RADICACION: 27/01/2010

NOMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:

TITULO: LA VITAMINA D3 Y SUS ANALOGOS PARA ALIVIAR LOS EFECTOS SECUNDARIOS ASOCIADOS CON LA
QUIMIOTERAPIA

NUMERO DE SOLICITUD: 12777902 FECHA DE PRESENTACION: 11/05/2010
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:

TiTULO: METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE TRASTORNOS ONCOLOGICOS USANDO MODIFICADORES
EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES
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NUMERQO DE SOLICITUD: 12778010 FECHA DE PRESENTACION: 11/05/2010
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:

TiTULO: METODO PARA EL DIAGNOSTICO DE TRASTORNOS METABOLICOS USANDO MODIFICADORES
EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES INTRACELULARES O INFLUYENTFS AMBIENTALES

NUMERO DE SOLICITUD: 12778029 FECHA DE PRESENTACION: 11705/2010
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:

TfTULO: METODOS PARA EL DIAGNOSTICO DE TRASTORNOS ONCOLOGICOS USANDO MODIFICADORES
EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES

NUMERO DE SOLICITUD: 12778054 FECHA DE PRESENTACION: 11705/2010
NOMERC DE PATENTE: FECHA DE EMISION:

T{TULO: METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE TRASTORNOS METABOLICOS USANDO MODIFICADORES
EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES

NUMERO DE SOLICITUD: 12778094 FECHA DE PRESENTACION: 11,/05/2010

NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:

TITULO: METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE TRASTORNOS ONCOLOGICOS UTILIZANDO UN MODIFICADOR
EPIMETABOLICO (COENZIMA Q10)

NUMERO DE SOLICITUD: 12853431 FECHA DE PRESENTACION: 10/08/2010
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:
T7iTULO: LA VITAMINA D3 Y SUS ANALOGOS PARA EIL TRATAMIENTO DE LA ALOPECIA

NUMERO DE SOLICITUD: 12864185 FECHA DE PRESENTACION: 18/10/2010

NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:

TfTULO: SISTEMA DE ENSAYO PARA LA EVALUACION DE ONCOGENICIDAD, PROGRESION DE UN TUMOR, Y
EFICACIA DE UN TRATAMIENTO i

NUMERO DE SOLICITUD: 61023570 FECHA DE PRESENTACION: 25/01/2008
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION: |
TITULO: SISTEMA DE ENSAYO PARA LA EVALUACION DE ONCOGENICIDAD, PROGRESION DE UN TUMOR, Y
EFICACIA DE UN TRATAMIENTO !

NUMERO DE SOLICITUD: 61147549 FECHA DE PRESENTACION: 27/01/2009

NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:

TiTULO: LA VITAMINA D3 Y SUS ANALOGOS PARA ALIVIAR LOS EFECTOS SECUNDARIOS ASOCIADOS CON LA
QUIMIOTERAPIA

NUMERO DE SOLICITUD: 61177241 FECHA DE PRESENTACION: 11/05/2009

NQMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION: |

TITULO: METODOS PARA EI. TRATAMIENTO DE TRASTORNOS ONCOLOGICOS UTILIZANDO UN MODIFICADOR
EPIMETABOLICO (COENZIMA Q10) i
NUMERO DE SOLICITUD: 61177243 FECHA DE PRESENTACION: 11/05/2009
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION: i

TITULO: METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE TRASTORNOS ONCOLOGICOS USANDO MODIFICADORES
EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES INTRACELULARES O INFLUYENFES AMBIENTALES

NUMERO DE SOLICITUD: 61177244 FECHA DE PRESENTACION: 11/05/2009
NUMERC DE PATENTE: FECHA DE EMISION:

TITULO: METODOS PARA EI DIAGNOSTICO DE TRASTORNOS ONCOLOGICOS USANDO MODIFICADORES
EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES



028590/0308 PAGINA 3

NUMERO DE SOLICITUD: 61177245 FECHA DE PRESENTACION: 11/05/2009
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:

TITULO: METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE TRASTORNOS METABOLICOS USANDO MODIFICADORES
EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES

NOMERO DE SOLICITUD: 61177246 FECHA DE PRESENTACION: 11/05/2009
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:

TITULO: METODO PARA EL DIAGNOSTICO DE TRASTORNOS METABOLICOS USANDO MODIFICADORES
EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES

NUMERO DE SOLICITUD: 61234178 FECHA DE PRESENTACION: 14/08/2009
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:
TiTULO: 1A VITAMINA D3 Y SUS ANALOGOS PARA EL TRATAMIENTO DE LA ALOPECIA

NOUMERO DE SOLICITUD: 61239003 FECHA DE PRESENTACION: 01/09/2009

NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:

TITULO: 1A VITAMINA D3 Y SUS ANALOGOS PARA ALIVIAR LOS EFECTOS SECUNDARIOS ASOCIADOS CON LA
QUIMIOTERAPIA

NUMERO DE SOLICITUD: 61363562 FECHA DE PRESENTACION: 12/07/2010
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:

TITULO: METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE LA ENDOMETRIOSIS USANDO MODIFICADORES
EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES

NUMERO DE SOLICITUD: 61448587 FECHA DE PRESENTACION: 02/03/2011
NOMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:
TITULO: ENSAYOS INTERROGATORIOS BASADOS EN CELULAS Y USOS DE LOS MISMOS

NUMERO DE SOLICITUD: 61474708 FECHA DE PRESENTACION: 12/04/2011
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:

TITULO: COMPOSICIONES Y METODOS PARA EL TRATAMIENTO DEL TRASTORNO GENERALIZADO DEL
DESARROLLO

NUMERO DE SOLICITUD: 61491132 FECHA DE PRESENTACION: 27/05/2011
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:
TiTULO: MODULADORES DEL METABOLISMO MITOCONDRIAL Y USOS DE LOS MISMOS

NUMERO DE SOLICITUD: 61506221 FECHA DE PRESENTACION: 11/07/2011
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:

TITULO: MAETODOS PARA EL TRATAMIENTO DE LA ENDOMETRIQOSIS USANDO MODIFICADORES
EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES

NUMERC DE SOLICITUD: 61511487 FECHA DE PRESENTACION: 25/07/2011

NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:

TITULO: EL USO DE MALATO-DESHIDROGENASA 2 (MDH2) EN EL DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE ESTADOS
DE ENFERMEDAD

NOMERO DE SOLICITUD: 61514388 FECHA DE PRESENTACION: 02/08/2011
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:
TiTULO: METODOS Y KITS PARA LA DETECCION DE LA COENZIMA Q10

NUMERO DE SOLICITUD: 61593848 FECHA DE PRESENTACION: 01/02/2012
NUMEROC DE PATENTE: FECHA DE EMISION:
TITULO: ENSAYOS DE INTERROGATORIO BASADOS EN CELULAS Y USOS DE LOS MISMOS
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SUCURSAL DE ASIGNACION DE INSCRIPCIONES :
DIVISION DE REGISTROS PUBLICOS :

CESION

Esta Cesion (la "Cesion") se ejecuta a partir del 11 de junio de 2012 entre Berg Biosystems, LLC, una
sociedad debidamente constituida conforme y de acuerdo con las leyes del Estado de Delaware, y que tiene su
centro de actividad principal en 1845 Elm Hill Pike, Nashville, Tennessee 37210 ("Cedente"), y Berg Pharma
LLC, una sociedad debidamente constituida conforme y de acuerdo con las leyes del Estado:de Delaware, y
que tiene su centro de actividad principal en 1845 Elm Hill Pike, Nashville, Tennessee 37210 ("Cesionario").

Trasfondo

El Cedente posee esas ciertas patentes y solicitudes de patentes que figuran en el Listado A y los inventos y
mejoras nuevas y Utiles que se describen y reivindican en él y todos los conocimientos relacionados con el
mismo que existen a partir de la fecha indicada anteriormente (todo ello conjuntamente, las "Patentes"). EI
Cesionario esta deseoso de adquirir la totalidad de los derechos, titulos e intereses del Cedente en y de los
patentes.

Condiciones "-

Por consideracion de un délar ($1,00), y por otra consideracion buena y valiosa, el recibo, la adecuacién y
suficiencia de la cual se reconoce por medio de la presente, el Cedente por medio de este instrumento asigna,
transfiere y transmite al Cesionario, y los sucesores y cesionarios del Cesionario, todos los derechos titulos e
intereses del Cedente sobre y para las patentes, y a todas las Cartas patentes que puedan ser o se concederan
referentes a las solicitudes de patentes o invenciones dentro de las patentes, o cualquier parte de las mismas, o
cualquier solicitud divisional, de continuacién, de continuacién en parte, sustitucién, renovacion, nueva
publicacion o sobre otras solicitudes basadas en su totalidad o en parte en ellas, y todas las reediciones, la
repeticion del examen y la prérroga de las mismas, en cada caso, en cualquier pais y que incluye cualquier
contraparte extranjera del mismo o la misma, junto con el derecho de presentar las solicitudes y €l derecho a
reclamar los mismos los derechos de prioridad derivados de las solicitudes de patentes en las patentes, y aun
mas, junto con todas las reclamaciones por dafios y perjuicios a causa de una infraccion pasada,: presente o
futura, con el derecho de demandar por, y recoger las mismas para el uso del Cesionario, los sucesores y
cesionarios del Cesionario y todas las ganancias de los anteriores, incluyendo, sin limitacion, cualquler reclamo
por el Cedente frente a terceros, o los beneficios derivados de una infraccidn pasada, presente o futura de las
patentes, tales beneficios a ser mantenidos y disfrutados por el Cesionario y los cesionarios y sucesores del
Cesionario tan plenamente como los mismos se hubieran celebrado y disfrutado por el Cedente si no se hubiera
llevado a cabo esta cesion. -

i
'
i
'

El Cedente se compromete, por si mismo y los ejecutores, administradores y sucesores en interés del Cedente,
a ejecutar, por cuenta del Cesionario, todas las aplicaciones, especificaciones otrosies, escrituras u otros
instrumentos, y realizar todos los actos necesarios o apropiados para garantizar la concesion del Cesionario de
la patente de letras en las solicitudes en las patentes, con las especificaciones y reivindicaciones en forma que
debera ser aprobada por la Junta del Cesionario, para investir y confirmar en el Cesionario y los cesmnanos y
sucesores del Cesionario, la titularidad legal de todas las patentes.



El Cedente autoriza y solicita al Comisionado de Patentes y Marcas de los Estados Unidos, y a cualquier
funcionario de cualquier pais o paises extranjeros a los Estados Unidos cuya misién es la emision de patentes o
de otras pruebas o formas de proteccién de la propiedad industrial en las solicitudes, como queda dicho, a
emitir dichas patentes sobre cualquiera de estas solicitudes dentro de las patentes al Cesionario y los
sucesores, representantes legales y cesionarios del Cesionario, tan plena y completamente como las mismas
se hubieran celebrado y disfrutado por el Cedente si no se hubiera llevado a cabo esta cesion.

En constancia de lo cual, esta Cesion queda debidamente firmada a la fecha indicada a continuacién.

BERG BIOSYSTEMS, LLC

CEDENTE:

/Firmado/

Por: Rangaprasad Sarangarajan

Cargo: Vicepresidente de Investigacion y Desarrollo

Testigo:

Fecha: 06/11/2012 /Firmado/

BERG PHARMA, LLC
CESIONARIO:

/Firmado/
Por: Niven R. Narain
Cargo: Presidente

Testigo:
Fecha: 06/11/2012 /Firmado/
LISTADO A
Confidencial - Privilegio Cliente - Abogado

N° de Serie Fecha presentacion ~ Expediente Legal N°  Titulo

METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE TRASTORNOS ONCOLOGICOS
61/177241 11 -May- 2009 119992-00601 UTILIZANDO UN MODIFICADOR EPIMETABOLICO (COENZIMA Q10)

METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE TRASTORNOS ONCOLOGICOS
12/778094 11 -May- 2010 119992-00602 UTILIZANDO UN MODIFICADOR EPIMETABOLICO (COENZIMA Q10)

METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE TRASTORNOS ONCOLOGICOS USANDO

MODIFICADORES EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES
61/177243 11 -May- 2009 119992-00701 INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES

METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE TRASTORNOS ONCOLOGICOS USANDO

MODIFICADORES EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES
12/777902 11 -May- 2010 119992-00702 INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES

6



61/177244

12/778029

61/177245

12/778054
61/491132

61/177246

12/778010

61/147549

61/239003

12/695113
61/234178
12/853431

61/023570

12/864185

61/363562

61/506221

61/514388

61/474708
61/448587

61/593848

61/511487

11 -May- 2009

11 -May- 2010

11 -May- 2009

11 -May- 2010
27 -May- 2011

11 -May- 2009

11 -May- 2010
27 -May- 2009
01 - Sep- 2009
27 -Ene- 2010
14 -Ago- 2009
10 -Ago- 2010

25 - Ene- 2008

18 -Oct- 2010

12 - Jul- 2010

11 - Jul- 2011

02 -Ago- 2011

12 -Abr- 2011
02 -Mar- 2011

01-Feb- 2012

25 - Jul- 2011

Traduccion efectuada por Alvaro Becerra

1d.250799-WPC20488

ME13317390v1

119992-00801

119992-00802

119992-00901

119992-00902
119992-00903

119992-01001

119992-01002

119992-01501

119992-01502

119992-01503
119992-01701
119992-01703

119992-03201

119992-03202

119992-04101

119992-04102

119992-04201

119992-04301
119992-04403

119992-04404

119992-05101

yrs

METODOS PARA EL DIAGNOSTICO DE TRASTORNOS ONCOLOGICOS USANDO
MODIFICADORES EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES
INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES

METODOS PARA EL DIAGNOSTICO DE TRASTORNOS ONCOLOGICOS USANDO
MODIFICADORES EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES
INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES

METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE TRASTORNOS METABOLICOS USANDO
MODIFICADORES EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES
INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES

METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE TRASTORNOS METABOLICOS USANDO
MODIFICADORES EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES
INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES

MODULADORES DEL METABOLISMO MITOCONDRIAL Y USOS DE LOS MISMOS
METODO PARA EL DIAGNOSTICO DE TRASTORNOS METABOLICOS USANDO
MODIFICADORES EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES
INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES

METODO PARA EL DIAGNOSTICO DE TRASTORNOS METABOLICOS USANDO
MODIFICADORES EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES
INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES

LA VITAMINA D3 Y SUS ANALOGOS PARA ALIVIAR LOS EFECTOS
SECUNDARIOS ASOCIADOS CON LA QUIMIOTERAPIA

LA VITAMINA D3 Y SUS ANALOGOS PARA ALIVIAR LOS EFECTOS
SECUNDARIOS ASOCIADOS CON LA QUIMIOTERAPIA

LA VITAMINA D3 Y SUS ANALOGOS PARA ALIVIAR LOS EFECTOS
SECUNDARIOS ASOCIADOS CON LA QUIMIOTERAPIA

LA VITAMINA D3 Y SUS ANALOGOS PARA EL TRATAMIENTO DE LA ALOPECIA
LA VITAMINA D3 Y SUS ANALOGOS PARA EL TRATAMIENTO DE LA ALOPECIA
SISTEMA DE ENSAYO PARA LA EVALUACION DE ONCOGENICIDAD,
PROGRESION DE UN TUMOR, Y EFICACIA DE UN TRATAMIENTO

SISTEMA DE ENSAYOQ PARA LA EVALUACION DE ONCOGENICIDAD,
PROGRESION DE UN TUMOR, Y EFICACIA DE UN TRATAMIENTO

METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE LA ENDOMETRIOSIS USANDO
MODIFICADORES EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES
INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES

METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE LA ENbOMETRIOSIS USANDO
MODIFICADORES EPIMETABOLICOS, MOLECULAS MULTIDIMENSIONALES
INTRACELULARES O INFLUYENTES AMBIENTALES

METODOS Y KITS PARA LA DETECCION DE LA COENZIMA Q10
COMPOSICIONES Y METODOS PARA EL TRATAMIENTO DEL TRASTORNO
GENERALIZADO DEL DESARROLLO '

ENSAYOS INTERROGATORIOS BASADOS EN CELULAS Y USOS DE LOS MISMOS
ENSAYOS DE INTERROGATORIO BASADOS EN CELULAS Y USOS DE LOS
MISMOS ;

EL USO DE MALATO-DESHIDROGENASA 2 (MDH2) EN EL DIAGNOSTICO Y
TRATAMIENTO DE ESTADOS DE ENFERMEDAD
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(119992-04429)

IN THE PATENT OFFICE OF COLOMBIA

Assignee(s): Berg Biosystems, LL.C

Inventor(s): Niven Rajin Narain et al.

Serial Nos. &

Filing Dates: USSN 61/448587 filed 02 March 2011

USSN 61/593848 filed 01 February 2012

L, Jill A. Mello, Ph.D., J.D., attorney for the applicant, hereby attest that the

attached document is a true and exact copy of the Assignment executed by inventors, vaen

Ra]m Narain, Rangaprasad Sarangarajan, and Vivek Kannoth Vishnudas. The A551gnment
company organized and existing under the

is from said inventor(s) to Berg Biosystems, LLC,
laws of Delaware. (\ MA

|'
|
|
. Mello, Ph.D, J.D. !
Reg stration No. 55 450 ,'
Atto ney for Applicant !
|

{

|

{

|'

|

|

United States of America )
Commonwealth of Massachusetts ) ss.:
County of Suffolk )

On the ‘ZO_M’day of August, 2013 before me, the undersigned notary public, perscpnally
appeared Jill A. Mello (name of document signer), proved to me through satisfactory evidence of
identification, which was that she is known to me personally, to be the person whose name is

|

signed on the preceding or attached document in my presence.

j

m |
Q JA Q@ (official signature and seal of notary) ,’
. |

|

|

|

f

{

|

|

|

Jessica Dale Bell
My commission expires March 16, 2018.

JESSICA nALt BELL

|

|

MEI 16320776v.1 i
B

|

!
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EAH/JAM/JW/Pat

119992-04403

119992:04404;
ENTERED

UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

UNDER SECRETARY OF COMMERCE FOR INTELLECTUAL PROPERTY AND
DIRECTOR OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE i

MARCH 8, 2012 :
PTAS

265 FRANKLIN STREET 501842776

BOSTON, MA 02110

|
UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICJ
NOTICE OF RECORDATION OF ASSIGNMENT DOCUMENT

THE ENCLOSED DOCUMENT HAS BEEN RECORDED BY THE ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH
OF THE U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE. A COMPLETE COPY IS AVAILABLE AT THE
ASSIGNMENT SEARCH ROOM ON THE REEL AND FRAME NUMBER REFERENCED BELOW.

PLEASE REVIEW ALL INFORMATION CONTAINED ON THIS NOTICE. THE INFORMATION
CONTAINED ON THIS RECORDATION NOTICE REFLECTS THE DATA PRESENT IN THE PATENT
AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM. IF YOU SHOULD FIND ANY ER$ORS OR HAVE
QUESTIONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY CONTACT THE ASSIGNMENT RECORDATION
BRANCH AT 571-272-3350. PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTION TO: U.S. PATENT
AND TRADEMARK OFFICE, MAIL STOP: ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH, P.O. BOX

1450, ALEXANDRIA, VA 22313.

RECORDATION DATE: 03/06/2012 REEL/FRAME: 027817/0890
NUMBER OF PAGES: 3

BRIEF: ASSIGNMENT OF ASSIGNORS INTEREST (SEE DOCUMENT FOR bETAILS),

DOCKET NUMBER: 119992-04403 & 04404 ‘

ASSIGNOR:
NARAIN, NIVEN RAJIN DOC DATE: 03/02/2012
ASSIGNOR: :
SARANGARAJAN, RANGAPRASAD DOC DATE: 03/02/2012
ASSIGNOR: ° i
VISHNUDAS, VIVEK KANNOTH . DOC DATE: 03/02/2012
ASSIGNEE:

BERG BIOSYSTEMS, LLC
1845 ELM HILL PIKE
NASHVILLE, TENNESSEE 37210

APPLICATION NUMBER: 61448587 FILING DATE: 03/02/2011
" PATENT NUMBER: ISSUE DATE: |
TITLE: INTERROGATORY CELL-BASED ASSAYS AND USES THEREOF l

APPLICATION NUMBER: 61593848 FILING DATE: 02/01'/203ﬁ E@@HW@

PATENT NUMBER: ISSUE DATE: ‘
TITLE: INTERROGATORY CELL-BASED ASSAYS AND USES THEREOF ) MAR Gg zau

P,O. Box 1450, Alexandrla, Virginla 22313-1450 - WWW.USPTO.GOV MCCARTE:’ 2, FNG%. !QUJ



027817/0890 PAGE 2 , :

ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH
PUBLIC RECORDS DIVISION



- ASSIGNMENT BY INVENTOR

WE, Niven Rajin NARAIN, Rangaprasad SARANGARAJAN and Vivek Kamnoth
VISHNUDAS of Cambridge, Massachusetts; Boylston, Massachusetts and Waltham,
Massachusetts, respectively, in consideration of One Dollar and other valuable consideration
paid to me by

Berg Biosystems, LLC

a Corporation of Delaware, having its principal place of business at 1845 Elm Hill Pike,
Nashville, Tennessee 37210, the receipt of which is hereby acknowledged, do hereby sell,
assign and transfer unto said i

Berg Biosystems, LLC i

its successors and assigns, the entire interest for the United States of America and all foreign
countries including all rights of priority under the International Convention for the Protection
of Industrial Property in a certain invention or improvement in

INTERROGATORY CELL-BASED ASSAYS AND USES THEREOF
described in an application
D Executed by us of even date herewith and about to be filed |
or

Application No. 61/448587, filed on March 2, 2011
Application No. 61/593848, filed on February 1, 2012

in the United States Patent and Trademark Office, and in all Letters Patent of the United States
and all foreign countries which may or shall be granted on said invention, or any parts thereof,
or on said application, or any divisional, continuing, reissue or other applications based in
whole or in part thereon. And we agree, for ourselves and our executors and administrators,
with said Corporation and its successors and assigns but at its or their expense and charges,
hereafter to execute all applications, amended specifications, deed or other inStrument, and to
do all acts necessary or proper to secure the grant of Letters Patent in the United States and in
all other countries to said Corporation, with specifications and claims in such form as shall be
approved by the counsel of said Corporation and to vest and confirm in said Corporatlon its
successors and assigns, the legal title to all such patents.

ME1 13078700v.1



U.S.S.N. 61/448587
U.S.S.N. 61/593848

Attorney Docket No. 119992-04403
Attorney Docket No. 119992-04404

And we do hereby authorize and request the Commissioner of Patents ‘and Trademarks
of the United States to issue such Letters Patent as shall be granted upon said application or
applications based thereon to said Corporation, its successors and assigns.

!

23/ 9//2/0/2,

Date

Witness:

Mareh £.4o1&

03{/02/,,?0!&

Date

Witness:

March &, 2ois

03/2) L/AO\L

Date

Witness:

Mageh & 8010

ME1 13078700v.1

ey ~
y
/. R —— B
Niven Rajin NARAIN

ol Logpu il

[

Rangaprasad SATANGARAJAN

(e j s |

-~ |

N

Vivek Kannoth VISHNUDAS

Oau%m Qs !

Y 20



EN LA OFICINA DE PATENTES DE COLOMBIA

Cesionario(s): Berg Biosystems, LLC

Inventor(es): Niven Rajin Narain et al.

Nos. de serie y
Fechas de presentacion: USSN 61/448587 presentada 02 de marzo 2011
USSN 61/593848 presentada 01 de febrero 2012

L2/

(119992-04429)

Yo, Jill A. Mello, Ph.D., J.D., abogada de los solicitantes, por la presente declaro que el dojcumento adjunto es
una copia fiel y exacta de la asignacion ejecutada por los inventores, Niven Rajin Narain, Rangaprasad
Sarangarajan y Vivek Kannoth Vishnudas. La asignacion es de dicho(s) inventor(es) a Berg Biosystems,

LLC, sociedad constituida y existente bajo las leyes de Delaware.

/ Firmado /

Jill A. Mello, Ph.D., J.D.

No. de Registro Fiscal 55.450
Abogada por los Solicitantes

Estados Unidos de América )
Estado de Massachusetts ) ss.:
Condado de Suffolk )

El dia 20 de agosto de 2013 ante mi, el notario que suscribe, compareci6 personalmente Jill A. Mello (nombre
del firmante de documentos), quien demostrd con evidencia satisfactoria para su identificacion, la cual era que
ella me es conocida personalmente, ser la persona cuyo nombre se halla firmado en el documento anterior o

adjunto en mi presencia.

/Firmado/ (firma y sello oficiales de notario)
Jessica Dale Bell
Mi comisién expira el 16 de marzo 2018.

[Sello que lee:]

JESSICA DALE BELL

Notario pablico

Massachusetts

Comisién Expira 16 de marzo 2018



EAH/JAM/JW/Pat

119992-04403

119992-04404
ARCHIVADO

OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS

SUBSECRETARIO DE COMERCIO PARA LA PROPIEDAD INTELECTUAL Y
DIRECTOR DE LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS

08 DE MARZO 2012
PTAS

MCCARTER & ENGLISH, LLP

soston, A 02110 501842776

OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS
AVISO DE INSCRIPCION DE DOCUMENTO DE ASIGNACION

EL DOCUMENTO ADJUNTO HA SIDO REGISTRADO POR LA RAMA DE INSCRIPCION DE ASIGNACIONES DE LA
OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS. UNA COPIA COMPLETA ESTA DISPONIBLE EN LA
SALA DE ASIGNACION BAJO EL CARRETE Y NUMERO DE MARCO LISTADO A CONTINUACION.

POR FAVOR LEA TODA LA INFORMACION CONTENIDA EN ESTE AVISO. LA INFORMACION CONTENIDA EN ESTE
AVISO DE INSCRIPCION REFLEJA LA PRESENCIA DE DATOS EN EL SISTEMA DE ASIGNACIONES DE PATENTES
Y MARCAS. SI ENCUENTRA ERRORES O TIENE PREGUNTAS SOBRE ESTE AVISO, PUEDE CONTACTAR A LA RAMA
DE INSCRIPCION DE ASIGNACIONES, 571-272-3350. POR FAVOR ENVIAR SOLICITUD DE CORRECCION A:
OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS, PARADA DE CORREOQO: SUCURSAL DE
INSCRIPCION DE ASIGNACIONES, APARTADO POSTAL 1450, ALEXANDRIA, VIRGINIA 22313.

FECHA DE INSCRIPCION: 03/06/2012 CARRETE/MARCO: 027817 / 0890
NUMERO DE PAGINAS: 3

MEMORIAL: ASIGNACION INTERES DE CEDENTES (VEASE DOCUMENTO PARA DETALLES) .
NUMERO DE EXPEDIENTE: 119992-04403 & 04404

CEDENTE:
NARAIN, NIVEN RAJIN DOC FECHA: 02/03/2012

CEDENTE:
SARANGARAJAN, RANGAPRASAD DOC FECHA: 02/03/2012

CEDENTE:
VISHNUDAS, VIVEK KANNOTH DOC FECHA: 02/03/2012

CESIONARIO:

BERG BIOSYSTEMS, LLC

1845 ELM HILL PIKE
NASHVILLE, TENNESSEE 37210

NOMERO DE SOLICITUD: 61448587 FECHA DE PRESENTACION: 02/03/2011
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:
TITULO: ENSAYOS INTERROGATORIOS BASADOS EN CELULAS, Y USOS DE LOS MISMOS

NUMERO DE SOLICITUD: 61593848
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:
TITULO: ENSAYOS INTERROGATORIOS BASADOS EN CELULAS, Y USOS DE LOS MISMOS

[Sello que lee:]
RECIBIDO

9 DE MARZO DE 2012
MCcCARTER & ENGLISH




Lp22

027817/0890 PAGINA 2

SUCURSAL DE INSCRIPCION DE CESIONES
DIVISION DE REGISTROS PUBLICOS

CESION POR INVENTOR

NOSOTROS, Niven Rajin NARAIN, Rangaprasad SARANGARAJAN y Vivek Kannoth VISHNUDAS de
Cambridge, Massachusetts, Boylston, Massachusetts y Waltham, Massachusetts, respectivamente, por la

\

consideracién de un délar y otras consideraciones de valor pagadas por ‘
Berg Biosystems, LLC,

una corporacién de Delaware, que tiene su centro de actividad principal en 1845 Elm Hill Pike, Nashville,
Tennessee 37210, cuyo recibo queda reconocido, por la presente vendemos, cedemos yi transferimos a dicha

Berg Biosystems, LLC,
sus sucesores y cesionarios, todo el interés en los Estados Unidos y todos los paises extranjeros, incluyendo
todos los derechos de prioridad en virtud del Convenio Internacional para la Proteccion de la Propiedad
Industrial en la invencion o mejora
ENSAYOS DE INTERROGATORIO BASADOS EN CELULAS Y USOS DE LOS MISMOS,
descrita en una solicitud
O Ejecutada por nuestra parte en esta misma fecha, a punto de ser presentada ‘

(o}

Solicitud N° 61/448587, presentada el 02 de marzo de 2011 ‘
Solicitud N° 61/593848, presentada el 01 de febrero 2012 |

en la Oficina de Marcas y Patentes de Estados Unidos, y en todas las Cartas Patente dellos Estados Unidos y
todos los paises extranjeros en los que se puedan conceder o se concederan a dicha invencién, o cualquier parte
del mismo, o en dicha solicitud, o en cualquier aplicacion divisional, de continuacion, reedicion u otras basadas
en su totalidad o en parte al respecto. Y estamos de acuerdo, a nombre propio y de nuestros ejecutores y
administradores, con que dicha Corporacion y sus sucesores y cesionarios, pero a su o éus expensas y gastos, en
lo sucesivo ejecute(n) todas las apllcacwnes especificaciones modificadas, escrituras U otros instrumentos, y
realicen todos los actos necesarios o adecuados para garantizar la concesion de Cartas ﬂatentes en los Estados
Unidos y en todos los demas paises a dicha Corporacion, con las especificaciones y reivindicaciones en forma
que debera ser aprobada por la Junta de dicha Corporacién y para investir y conﬂrmar en dicha Corporacién, sus

sucesores y cesionarios, el titulo de propiedad legal de todas tales patentes. ‘
{



U.S.S.N. 61/448587 Expediente Legal N © 119992-04403
U.S.S.N. 61/593848 Expediente Legal N © 119992-04404

Y por la presente autorizamos y solicitamos al Comisionado de Marcas y Patentes de los Estados Unidos que
emita tales Cartas Patente como sean otorgadas sobre tal o tales solicitud o solicitudes basadas sobre las mismas
a dicha Corporacion, sus sucesores y cesionarios.

02/03/2012 / Firmado /

Fecha Niven Rajin NARAIN
Testigo:

02 de marzo 2012 / Firmado /

02/03/2012 / Firmado /

Fecha Rangaprasad SARANGARAJAN
Testigo:

02 de marzo 2012 / Firmado /

03/02/2012 / Firmado /

Fecha Vivek Kannoth VISHNUDAS
Testigo:

02 de marzo 2012 / Firmado /

Traduccidn efectuada por Alvaro Becerra
1d.250799-WPC20488
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(119992-04429)

IN THE PATENT OFFICE OF COLOMBIA

CERTIFICATION

L, Jill A. Mello, Ph.D., J.D., attorney for the applicant, hereby attest that the
attached document is a true and exact copy of the Certificate of Amendment, filed with the
Secretary of State of the State of Delaware on the 5™ day of April 2013, changing the name of

Berg Pharma LLC to Berg LLC. \( /@Q«
gl /)

JilY A\ Mello, Ph.D., J.D.

Registation No. 55,450
A@ for Applicant

United States of America )
Commonwealth of Massachusetts ) ss.:
County of Suffolk )

On the?ﬁb' day of August, 2013 before me, the undersigned notary public, personally
appeared Jill A. Mello (name of document signer), proved to me through satisfactory evidence of
identification, which was that she is known to me personally, to be the person whos¢ name is
signed on the preceding or attached document in my presence. :

\(D‘(}qﬂ( 0() (official signature and seal of notary) |

Jess1c£f)ale Bell
My commission expires March 16, 2018.

ME1 16320814v.1




Delaware ...

The First State

I, JEFFREY W. BULLOCK, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFIC;'ATE OF AMENDMENT OF "BERG PHARMA LLC",
CHANGING ITS NAME FROM "BERG PHARMA LLC" TO "BERG LLC", FILED IN
THIS OFFICE ON THE FIFTH DAY OF APRIL, A.D. 2013, AT 1:35

O'CLOCK P._M.

NS

Jeffrey W. Buliock, Secretary of State

4242094 8100 AUTHENZKVQ)TION 0350177

130403872 DATE: 04-11-13

You may verify this certificate online
at corp.delaware.gov/authver.shtml




Apr051312:06p

Cytotech Labs LLC

SaweofDeMmue
&aueta of State
Division of Corporations
Delivered 01:35 PM 04/05/2013
FILED 01:35 PM 04/05/2013
SRY 130403872 - 4242094 FILE

|

STATE OF DELAWARE
CERTIFICATE OF AMENDMENT

A

Name of Limited Liability Company: BERG PHARMA LLC

|
(615)889-1110 p.2

The Certificate of Formation of the limited liability corpany is hereby amended

as follows. :

THE NAME OF THE LIMITED LIABILITY COMPANY IS HEREBY
CHANGED FROM 'BERG PHARMA LLC' TO 'BERG LLC'.

L
&l

IN WITNESS WHEREOF, the undersigned have executed this Certificate on

the 5th ___dayof APRIL ,AD, 2013 2013 |
JZ/%W
By: VA./\-A
Authorized Person(s) J

Name: ERNEST R. MARTINEZ

Print or Type;

1
!
l

w2y




EN LA OFICINA DE PATENTES DE COLOMBIA

CERTIFICACION

(119992-04429)
|

Yo, Jill A. Mello, Ph.D., I.D., abogada de los solicitantes, por la presente declaro que el documento
adjunto es una copia fiel y exacta del Certificado de Enmienda, radicado ante el Secretario de
Estado del estado de Delaware el dia 5 de abril del 2013, en el que se cambia el nombre de Berg

Pharma LLC a Berg LLC.

/ Firmado /

Jill A. Mello, Ph.D., J.D.

No. de Registro Fiscal 55.450
Abogada por los Solicitantes

Estados Unidos de América )
Estado de Massachusetts ) ss.:
Condado de Suffolk )

El dia 20 de agosto de 2013 ante my, el notario que suscribe, comparecié personalmente Jill A.
Mello (nombre del firmante de documentos), quien demostr6 con evidencia satisfactoria de
identificacién, en que ella me es conocida personalmente, ser la persona cuyo nombre se halla

firmado en el documento anterior o adjunto en mi presencia.

/Firmado/ (firma y sello oficiales de notario)

Jessica Dale Bell
Mi comisién expira el 16 de marzo 2018.

[Sello que lee:]

JESSICA DALE BELL

Notario publico

Massachusetts :
Comision Expira 16 de marzo 2018

U6



Delaware —

F Primmer Fstado

YO, JEFFREY W. BULLOCK, SECRETARIO DE ESTADO DEL ESTADO DE
DELAWARE , POR LA PRESENTE CERTIFICO QUE LOS DOCUMENTOS ADJUNTOS
SON COPIA FIEL Y C‘ORRECTA DEL CERTIFICADO DE ENMIENDA DE "BERG
PHARMA LLC", CAMBIANDO SU NOMBRE DE "BERG PHARMA LLC" A "BERG

LLC", PRESENTADO EN ESTA OFICINA EN EL QUINTO DIA DE ABRIL , AD

2013 , A LA 1:35 PM EN PUNTO.

/Firmado/

leffrey W. Bullock, Secretario De Estado
AUTENTICACION: 0350177

FECHA: 4242094 8100 04-04-11-13

Usted 130403872 puede verificar este certificado

En linea en corp.delaware.gov/authver.shtml



Ly L7

Laboratorios Cytotech LLC (615) 889-1110 ’f p.2
1

Abr05 13 12:06 p

Estado de Delaware
Secretaria de Estado
Divisidn de Corporaciones
Entregado 13:35 04/05/2013
PRESENTADO 13:35 04/05/2013
SRV 130403872-4242090 ARCHIVO

ESTADO DE DELAWARE
CERTIFICADO DE ENMIENDA

Nombre de 1a Sociedad de Responsabilidad Limitada: BERG PHARMA LLC

1.
El Certificado de Formacion de la sociedad de responsabilidad limitada se modiﬁc;’a como

2.
sigue:
EL NOMBRE DE LA SOCIEDAD DE RESPONSABILIDAD LIMITADA POR LA

PRESENTE SE CAMBIO DE ‘BERG PHARMA LLC' A 'BERG LLC’.

EN FE DE LO CUAL, los abajo firmantes han suscrito este certificado el quinto dia de abr11 AD
2013. ‘

Por: /Firmado/
Persona(a) Autorizada(s)

Nombre: ERNEST R MARTINEZ
Imprenta o a mquina ;

Traduccién efectuada por Alvaro Becerra
1d.250799-WPC20488
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-
. . RECIBO DE CAJA No. 13 - 0098033
Industria y Comercio ‘
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Septiembre 30 de 2013 - 11:59:00
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367
*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BANCO CUENTA Na PAGO FECHAPAGO . VRPAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 599246756 30/09/2013 110.237.000.00

*%%

*** Conceptos Pagados

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO — Vr CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 ' 500.000.00
- $500.000.00

SON: “*QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Respohgable: />

dekk

Recibofde Caja Aplicado al Expediente No.

L

(]

:38: NUEVASCR
. 2013-10-01 16:38:27 _Dep. 2020 DIR
i?:hﬁ 2%ATENTEIYH Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 429

COXD 20dT3-84roak ¢

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogotd, D.C.- Colombia ,
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 618000-910165 Call Center: (571) 6513240

., Septiembre 30 de 2013 - 11:59:06 !
|

i
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD FASE NACIONAL PCT
(21) N° de solicitud: (51) Int CI A61P 035/000

22) Fecha de solicitud:

(71)Solicitante(s) ~ BERG LLC

(30) Prioidad  (31)  Prioridad - (32)  Fecha (33) Pais
61/448/587 2011/03/02 us
61/593,848 2012/02/01 US | (72) Inventor(es)  NIVEN RAJIN NARAIN
Y OTROS
(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  2013/10/02

(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 2012/03/02
No. de solicitud PCT/US2012/027615

{87)  Publicacién internacional 1
Fecha: 2012/09/07
N° publicacion: WO 2012/119129

(54) Titulo:

]
I

ENSAYOS INTERROGATORIOS BASADOS EN CELULAS Y USOS DE LOS MISMOS |

Resumen:

En la presente se describe un Tecnologia de Plataforma de
descubrimiento para analizar un sistema o proceso bioldgico
(por ejemplo, una enfermedad, tal como cancer) por medio de
un modelo de construccién. En particular, se describe en la
presente un método para identificar un modulador de un
sistema bioldgico mediante el establecimiento de un modelo
para el sistema biolégico, obtener un primer conjunto de datos
del modelo para el sistema biolégico, obtener un segundo
conjunto de datos del modelo para el sistema bioldgico, y
generar una red de relaciones causales de consenso entre los
niveles de expresion de la pluralidad de genes y la actividad
funcional o la respuesta celular basada Unicamente en el
primer conjunto de datos y el segundo conjunto de datos,

usando un dispositivo informatico programado.
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SUF’ERINTENDENCIA DE INDUSTR

toa ‘:f‘i‘:f‘;’; anwrcg W UL IMIMIMNIHNI/‘"I’HIWI ll dl e

Act. 411 PRESENTACION Folios: 429

|

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcidn de la invencidn

'.'..'Yﬂ},
Fecha: 2013—10-01 16 38 27 Dep 2020 DIR NUEVASCR
PATENTE DE INVENCION [ ] MODE  Tra 11 PATENTEIYI  Eve:378 FASENAGIONAL Y 300

Indicacion que se solicita una patente.

Dibujos de ser estos pertinen;ces

OO0

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa ° [:[ ’ - lncompleta‘ D

PATENTE DE INVENCION PCT || MoDELO DE UTiLIDAD por [ Art.33 Decisisn 486100, Cirutar Unica

Indicacién que se solicita una PCT |

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentads inxcmlﬂmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen) |

|
Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser e caso formato de descuento)

Completa ™ [ ] 'lncompleta; ]

Dibujos de ser estos pertinentes

A0 00

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decisién 486{00)
[::l Indicacion que se solicita Disefio mdus’cnal i
D Datos de identificacién del sohcxtante o de la persona que preseﬁta la solicitud
Representacion grafica y fotografca del Disefio industrial o muestra del material que incorpora ef
D disefio ' ’ |
D Comprobante-de pago de las tasas establecidas
N Completa D ' " Incompleta D

. i
ESQUEMA DE TRAZADO | | " (Art, 92 Decision 486/00)
| L . T

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de-identificacion del solicitante o de la persbna que presenta la solicitud-
Representacién grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas ' |

Completa D - Incompleta Ej

EINRNEN

| . PI02-F08 (2009-11-18)



