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DESCRIPCION
Inhibidores de EZH2 humana y métodos de uso de los mismos
CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a la inhibicién de formas de tipo natural y ciertas formas mutantes de la metiltransferasa de
histonas humana EZH2, la subunidad catalitica del complejo PRC2 que cataliza la monometilacion a trimetilacion de
la lisina 27 en la histona H3 (H3-K27), a métodos para tratar canceres que incluyen el linfoma folicular y el linfoma
difuso de linfocitos B grandes (DLBCL) y a métodos para determinar la sensibilidad en un sujeto frente a un inhibidor
de EZH2.

ANTECEDENTES

En las células eucariotas el ADN se compacta con histonas para formar la cromatina. Aproximadamente 150 pares
base de ADN se enrollan dos veces alrededor de un octamero de histonas (dos de cada una de las histonas 2A, 2B,
3y 4) para formar un nucleosoma, la unidad basica de la cromatina. Cambios en la estructura ordenada de la croma-
tina pueden conducir a alteraciones en la transcripcion de genes asociados. Este proceso esta altamente controlado
debido a que los cambios en los patrones de expresion génica pueden afectar profundamente a procesos celulares
fundamentales, tales como la diferenciacion, la proliferacion y la apoptosis. El control de cambios en la estructura de
la cromatina (y, por lo tanto, de la transcripcion) esta mediado por modificaciones covalentes en histonas, mas espe-
cialmente de sus colas N-terminales. Estas modificaciones se denominan frecuentemente epigenéticas debido a que
pueden conducir a cambios heredables en la expresién génica, pero no afectan a la secuencia del propio ADN. Las
modificaciones covalentes (por ejemplo, metilacion, acetilacion, fosforilacion y ubicuitinacion) de las cadenas latera-
les de los aminoacidos estan mediadas por enzimas.

La adicion selectiva de grupos metilo a sitios de aminoacidos especificos sobre las histonas se controla por la accion
de una unica familia de enzimas conocidas como metiltransferasas de histonas (HMTSs). El nivel de expresién de un
gen particular esta influido por la presencia o ausencia de uno o varios grupos metilo en un sitio relevante de la his-
tona. El efecto especifico de un grupo metilo en un sitio particular de la histona persiste hasta que el grupo metilo se
elimina mediante una desmetilasa de histonas o hasta que la histona modificada se reemplaza a través del recambio
del nucleosoma. De una forma similar, otras clases de enzimas pueden ataviar el ADN y las histonas con otras es-
pecies quimicas y todavia otras enzimas pueden retirar esas especies para proporcionar un control de la expresion
génica.

La coleccion orquestada de sistemas bioquimicos que subyace a la regulacién transcripcional se debe controlar
estrechamente con el fin de que la diferenciacion y el crecimiento celular procedan dptimamente. Los estados de
enfermedad se presentan cuando estos controles se interrumpen mediante una expresion y/o una actividad aberran-
tes de las enzimas responsables de la modificacién del ADN vy las histonas. En los canceres humanos, por ejemplo,
existe un creciente nimero de pruebas que sugiere que una actividad de las enzimas epigenéticas mal regulada
contribuye a la proliferacion celular descontrolada asociada con el cancer, asi como también a otros fenotipos rele-
vantes del cancer tales como una migracion e invasion celular incrementadas. Ademas del cancer, existe una mayor
evidencia de un papel de las enzimas epigenéticas en una serie de otras enfermedades humanas, que incluyen
enfermedades metabdlicas (tales como la diabetes), enfermedades inflamatorias (tales como la enfermedad de
Crohn), enfermedades neurodegenerativas (tales como la enfermedad de Alzheimer) y enfermedades cardiovascula-
res. Por lo tanto, una modulacion selectiva de la accion aberrante de las enzimas epigenéticas constituye una gran
promesa para el tratamiento para el tratamiento de una serie de enfermedades.

Metiltransferasa de histonas EZH2

Se sabe que las proteinas del grupo Polycomb (PcG) y el grupo trithorax (trxG) forman parte del sistema de memoria
celular. Francis et al. (2001) Nat Rev Mol Cell Biol 2:409-21; Simon et al. (2002) Curr Opin Genet Dev 12:210-8.
Ambos grupos de proteinas estan implicados en el mantenimiento de los patrones espaciales de la expresion génica
de la caja homedtica (Hox), que se establecen de forma temprana en el desarrollo embrionario mediante genes de
segmentacion expresados transitoriamente. En general, las proteinas PcG son represores transcripcionales que
mantienen el estado "desactivado" y las proteinas trxG son activadores transcripcionales que mantienen el estado
"activado". Debido a que miembros de las proteinas PcG y trxG contienen una actividad intrinseca de metiltransfera-
sa de histonas (HMTasa), las proteinas PcG y trxG pueden participar en la memoria celular a través de la metilacion
de las histonas del nucleo. Beisel et al. (2002) Nature 419:857-62; Cao et al. (2002) Science 298:1039-43; Czermin
et al. (2002) Cell 111:185-96; Kuzmichev et al. (2002) Genes Dev 16:2893-905; Milne et al. (2002) Mol Cell 10:1107-
17; Muller et al. (2002) Cell 111:197-208; Nakamura et al. (2002) Mol Cell 10:1119-28.

Estudios genéticos y bioquimicos han proporcionado una evidencia de que las proteinas PcG de Drosophila actuan
en por lo menos dos complejos proteicos distintos, el complejo 1 represor Polycomb (PRC1) y el complejo ESC-E(Z)
(también conocido como el complejo 2 represor Polycomb (PRC2)), aunque las composiciones de los complejos
pueden ser dinamicas. Otte et al. (2003) Curr Opin Genet Dev 13:448-54. Estudios en Drosophila (Czermin et al.
(supra), Muller et al. (supra)) y células de mamifero (Cao et al. (supra), Kuzmichev et al. (supra)) han demostrado
que los complejos ESC-E(Z)/EED-EZH2 (es decir, PRC2) tienen una actividad intrinseca de metiltransferasa de
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histonas. Aunque las composiciones de los complejos aislados en diferentes grupos son ligeramente diferentes,
contienen generalmente EED, EZH2, SUZ12 y RbAp48 o sus homadlogos en Drosophila. Sin embargo, un complejo
reconstituido que comprende solo EED, EZH2 y SUZ12 conserva la actividad metiliransferasa de histonas para la
lisina 27 de la histona H3. Documento de Patente de EE.UU. 7.563.589.

Entre las diversas proteinas que constituyen los complejos PRC2, EZH2 (Potenciador del Homélogo 2 de Zeste) es
la subunidad catalitica. El sitio catalitico de EZH2 a su vez esta presente dentro de un dominio SET, un motivo de
secuencia altamente conservado (el nombre proviene de Su(var)3-9, Potenciador de Zeste, Trithorax) que se en-
cuentra en diversas proteinas asociadas con la cromatina, incluyendo miembros del grupo Trithorax y el grupo Poly-
comb. El dominio SET es caracteristico de todas las metiltransferasas de lisina de histonas conocidas excepto la
metiltransferasa de H3-K79, DOT1.

Ademas de silenciar al gen Hox, se ha mostrado que la metilacion de la histona en H3-K27 mediada por PRC2,
participa en la inactivacion de X. Plath et al. (2003) Science 300:131-5; Silva et al. (2003) Dev Cell 4:481-95. El re-
clutamiento del complejo PRC2 a Xi y la trimetilacion posterior de la histona en H3-K27 tiene lugar durante el estadio
de iniciacion de la inactivacion de X y es dependiente del ARN de Xist. Adicionalmente, se ha observado que EZH2 y
su actividad metiltransferasa de la histona en H3-K27 asociada marca de forma diferencial las células pluripotencia-
les del epiblasto y del trofectodermo diferenciado. Erhardt et al. (2003) Development 130:4235-48).

De acuerdo con una funcidon de EZH2 en el mantenimiento de los patrones de modificacion epigenética de las célu-
las del epiblasto pluripotenciales, la delecion de EZH2 mediada con Cre da lugar a una pérdida de la metilacion de la
histona en H3-K27 en las células. Erhardt et al. (supra). Adicionalmente, estudios en lineas celulares y en tejidos de
cancer de prostata y de mama han revelado una fuerte correlacion entre los niveles de EZH2 y SUZ12 y la invasivi-
dad de esos canceres (Bracken et al. (2003) EMBO J 22: 5323-35; Kirmizis et al. (2003) Mol Cancer Ther 2:113-21;
Kleer et al. (2003) Proc Natl Acad Sci USA 100:11606-11; Varambally et al. (2002) Nature 419:624-9), lo que indica
que una disfuncion del complejo PRC2 puede contribuir al cancer.

Recientemente, se ha notificado que mutaciones somaticas de EZH2 estan asociadas con el linfoma folicular (FL) y
el subtipo similar a linfocitos B del centro germinal (GCB) del linfoma difuso de linfocitos B grandes (DLBCL). Morin
et al. (2010) Nat Genet 42:181-5. En todos los casos, se ha encontrado que la aparicion del gen mutante EZH2 es
heterocigética y la expresion de los alelos mutantes y de tipo natural se detectd en las muestras mutantes caracteri-
zadas por secuenciacion del transcriptoma. Actualmente, la norma asistencial para el tratamiento de la mayoria de
los casos de DLBCL es el régimen de R-CHOP. Sin embargo, el resultado de este régimen esta lejos de ser satisfac-
torio. Por lo tanto, existe una gran necesidad médica de identificar terapias nuevas y eficaces, opcionalmente basa-
das en los perfiles genéticos del sujeto.

COMPENDIO DE LA INVENCION

La invencién se basa en el descubrimiento de que las células que expresan ciertos mutantes de EZH2 son mas
sensibles a los inhibidores de EZH2 que las células que expresan EZH2 de tipo natural.

La invencién presenta un inhibidor de EZH2 seleccionado a partir del compuesto 2 hasta el compuesto 62 o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos para uso en un método de tratamiento del cancer o sindromes mielo-
displasicos (MDS, anteriormente conocidos como preleucemia) en un sujeto que expresa una EZH2 mutante, en
donde la EZH2 mutante comprende una mutacién por sustitucion en la posicién de los aminoacidos 677, 687 o 641
de SEQ ID No: 1.

La invencion también presenta un método para determinar la sensibilidad de un sujeto que tiene cancer o sindromes
mielodisplasicos (MDS, anteriormente conocidos como preleucemia) frente a un inhibidor de EZH2 seleccionado a
partir del compuesto 2 hasta el compuesto 62, que detecta una mutacion en EZH2 en una muestra obtenida a partir
del sujeto, en donde la mutacién es o se expresa como una mutacién por sustitucion en la posicion de los aminoaci-
dos 677, 687 o0 641 de SEQ ID No: 1, en donde la presencia de dicha mutacién indica que el sujeto es sensible al
inhibidor de EZH2.

En este documento se describe un uso de un inhibidor de EZH2 en una cantidad terapéuticamente eficaz en la pre-
paracion de un medicamento para tratar o aliviar un sintoma de cancer o de afeccion precancerosa en un sujeto que
expresa una EZH2 mutante que comprende una mutacion en el dominio de bolsillo de unién al sustrato tal y como se
define en SEQ ID NO: 6.

La invencioén proporciona ademas un uso de una mutacion en el dominio de bolsillo de unién al sustrato de EZH?2 tal
y como se define en SEQ ID NO: 6, para determinar la sensibilidad de un sujeto que tiene cancer o una afeccion
precancerosa frente a un inhibidor de EZH2.

La EZH2 mutante de la presente invencion es un polipéptido EZH2 mutante o una secuencia de acido nucleico que
codifica un polipéptido EZH2 mutante. La EZH2 mutante comprende una mutacién en la posicion de los aminoacidos
677,687 0 641 de SEQ ID NO: 1. Mas preferiblemente, la mutacién se selecciona a partir del grupo que consiste en
una sustitucion con glicina (G) de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 677 de SEQ
ID NO: 1 (A677G); una sustitucion con valina (V) de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la posiciéon del ami-
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noacido 687 de SEQ ID NO: 1 (A687V); una sustitucién con fenilalanina (F) de la tirosina (Y) del residuo de tipo
natural en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641F); una sustitucion con histidina (H) de la tirosina
(Y) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641H); una sustitucion con
asparagina (N) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1
(Y641N); una sustitucion con serina (S) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido
641 de SEQ ID NO: 1 (Y641S); y una sustitucion con cisteina (C) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la
posiciéon del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641C).

El objeto de la presente invencion incluye cualquier sujeto humano que ha sido diagnosticado, tiene sintomas o tiene
riesgo de desarrollar un cancer o sindromes mielodisplasicos (MDS, anteriormente conocidos como preleucemia).
Por ejemplo, el cancer es linfoma, leucemia o melanoma. Preferiblemente, el linfoma es linfoma no Hodgkin, linfoma
folicular o linfoma difuso de linfocitos B grandes. Alternativamente, la leucemia es leucemia mieloide crénica (LMC).

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el
mismo significado que entiende cominmente un experto ordinario en la técnica a la que pertenece esta invencion.
En la memoria descriptiva, las formas singulares también incluyen el plural, a menos que el contexto dicte claramen-
te lo contrario. Aunque se pueden emplear métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el pre-
sente documento en la puesta en practica o ensayos de la presente invencion, a continuacion se describen métodos
y materiales adecuados. Las referencias citadas en este documento no se admite que sean técnica anterior de la
invencion reivindicada. En caso de conflicto, la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones, dominara.
Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y las
reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 consiste en dos graficas que establecen que los mutantes de EZH2 asociados con el linfoma de
linfocitos B son metiltransferasas de histonas activas. La actividad metiltransferasa in vitro de complejos PRC2
que contienen EZH2 de tipo natural y diversos mutantes Y641 de EZH2 se midié como (A) reacciones de metil-
transferasa utilizando un péptido (H3 21-44) como sustrato y (B) reacciones de metiltransferasa usando nu-
cleosomas aviares como sustrato. Simbolos: tipo natural (e), Y641F (o), Y641H (o), Y641N (m) y Y641S (A).
CPM es cuentas por minuto, haciendo referencia al recuento de centelleo como resultado de una radiacién con
3H.

La Figura 2 consiste en cuatro graficas que establecen que los complejos PRC2 que contienen EZH2 mutante
catalizan preferentemente la dimetilacion y trimetilacion de la histona en H3-K27. (A) Actividad metiltransferasa
de complejos mutantes y de tipo natural (WT) sobre péptido no metilado (barras blancas), péptido monometila-
do (barras sombreadas) y péptido dimetilado (barras negras). (B) La afinidad hacia sustratos peptidicos segun
se evalua con Ky, es similar en todos los estados de metilacién del péptido hacia complejos PRC2 que contie-
nen EZH2 de tipo natural (o), Y641F (e), Y641H (o), Y641N (m) y Y641S (A). Obsérvese que la variacion de
los valores de Kiz en todos los sustratos y todas las formas enzimaticas es menor que un multiplo de 3,5. Para
cualquier estado de metilacién particular del sustrato, la variacion del valor de K12 es inferior a un multiplo de 2.
(C) El nimero de recambios de la enzima (kcat) varia con el estado de metilacion del sustrato de forma opuesta
para WT y los mutantes Y641 de EZH2. El kot disminuye con el aumento de los estados de metilacion de K27
para el tipo natural (o), pero aumenta para los mutantes de EZH2 Y641F (o), Y641H (o), Y641N (m) y Y641S
(A). (D) La eficacia catalitica (kea/K1/2) disminuye con el aumento de los estados de metilacion de K27 para el
tipo natural (o), pero aumenta para los mutantes de EZH2, Y641F (e), Y641H (o), Y641N (m) y Y641S (A). En
los paneles B-D, las lineas dibujadas para conectar los puntos de datos no pretenden implicar ninguna relacion
matematica; mas bien, simplemente estan destinadas a servir como ayuda visual.

La Figura 3A consiste en un trio de graficas que representan los niveles relativos previstos de H3-K27me3
(panel superior), H3-K27me2 (panel medio) y H3-K27me1 (panel inferior) para células que contienen diferentes
mutantes de EZH2. Las simulaciones se realizaron usando una ecuacioén de la velocidad en estado estaciona-
rio de la enzima acoplada y los parametros cinéticos en estado estacionario mostrados en la Tabla 2. Todos los
valores son en relacion con las células que contienen EZH2 WT homocigotas y se asumen concentraciones de
saturacion de SAM intracelular, en relacion con la Km y concentraciones de nucleosoma intracelular similares a
Km.

La Figura 3B consiste en una serie de analisis de transferencia Western de patrones relativos de un estado de
metilacion de H3-K27 para lineas celulares de linfoma homocigotas para EZH2 WT o heterocigotas para la mu-
tacion Y641 de EZH2 indicada. Los paneles desde el superior al inferior representan los resultados de ensayos
con anticuerpos especificos para los siguientes: EZH2 total; H3-K27me3; H3-K27me2; H3-K27me1; e histona
H3 total, como control de carga.

La Figura 4 representa mecanismos propuestos seleccionados que conducen a niveles aberrantemente altos
de trimetilacion de la histona en H3-K27 en el cancer. Estos incluyen: a) mutacion de Y641 en EZH2 que da lu-
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gar a un cambio en la preferencia de sustrato de la histona en H3-K27 no metilada a la monometilada y dimeti-
lada; b) expresion en exceso de EZH2; ¢) mutaciones en UTX que inactivan la funciéon enzimatica, provocando
una disminucion de la desmetilacion de H3-K27me3; y d) expresion en exceso de la subunidad PHF19/PCL3
del complejo PRC2 que conduce a un incremento en el reclutamiento del complejo PRC2 de genes especificos
y un aumento de la trimetilacion de la histona en H3-K27. En los cuatro modelos la alteracion conduce a una
trimetilacion aberrante de la histona en H3-K27 en las regiones promotoras proximales de genes lo que da lu-
gar a una represion transcripcional de genes clave en el cancer.

La Figura 5 representa un gel SDS-PAGE que muestra que los niveles de expresion de cada uno de los com-
plejos PRC2 de cinco componentes son similares con la EZH2 mutante y de tipo natural.

La Figura 6 es un par de tablas que muestran que los complejos PRC2 mutante y de tipo natural (WT) mues-
tran una fuerte preferencia hacia un sustrato con péptidos que contienen H3-K27. Cada enzima se someti6 a
ensayo frente a un panel de péptidos de 15-meros solapantes que incluian todas las H3 y H4. La actividad se
midié como la velocidad (CPM por minuto) y el valor indicado representa la media de dos determinaciones in-
dependientes para cada reaccion. Para todos los complejos, el péptido mas favorecido era H3:16-30. El com-
plejo WT tenia una actividad que era superior a mas de 6 veces frente a ese péptido que en cualquiera de los
complejos de mutantes.

La Figura 7 consiste en una grafica que representa la potencia inhibidora de S-adenosil-L-homocisteina (SAH)
frente a EZH2 WT y mutantes Y641 de EZH2. El eje X muestra la concentracion logaritmica de SAH; el eje Y
muestra el porcentaje de inhibicion.

La Figura 8 consiste en una grafica que representa la potencia inhibidora del Compuesto 75 frente a EZH2 WT
y mutantes Y641 de EZH2. El eje X muestra la concentracion logaritmica del Compuesto 75; el eje Y muestra el
porcentaje de inhibicion.

La Figura 9 representa un analisis de transferencia Western de los niveles relativos de H3-K27me1, me2 y
me3 en un panel de lineas celulares, incluyendo multiples lineas DLBCL que expresan WT o el mutante Y641
de EZH2. Las histonas se extrajeron a partir de las lineas celulares que se muestran, se fraccionaron por SDS-
PAGE sobre un gel al 4-20%, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se sometieron a ensayo con anti-
cuerpos para las histonas H3, H3-K27me1, me2 o me3.

La Figura 10 representa un analisis inmunocitoquimico de los niveles de H3 y H3-K27me3 en un panel de li-
neas celulares de linfoma WT y mutantes Y641. Los sedimentos celulares de las lineas celulares indicadas se
fijaron y se embebieron en parafina. Se prepararon portaobjetos y se evaluaron los niveles de H3 y H3-K27me3
mediante inmunocitoquimica utilizando anticuerpos para la histona H3 o0 H3-K27me3.

La Figura 11 representa un analisis inmunocitoquimico de los niveles de H3 y H3-K27me2 en un panel de li-
neas celulares de linfoma WT y mutantes Y641. Los sedimentos celulares de las lineas celulares indicadas se
fijaron y se embebieron en parafina. Se prepararon portaobjetos y se evaluaron los niveles de H3 y H3-K27me2
mediante inmunocitoquimica utilizando anticuerpos para la histona H3 o H3-K27me2.

La Figura 12 consiste en una grafica que representa la inhibicién de los niveles globales de H3-K27me3 me-
diante el tratamiento con un inhibidor de EZH2 en células WSU-DLCL2 mutantes en Y641. Las células WSU-
DLCL2 se trataron durante 4 dias con las concentraciones indicadas de inhibidor de EZH2, A o B. Después del
tratamiento con el compuesto, se extrajeron las histonas, se fraccionaron mediante SDS-PAGE sobre un gel al
4-20%, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se sometieron a ensayo con anticuerpos para la histona
H3 o H3-K27me3.

La Figura 13 consiste en una grafica que muestra que los inhibidores de EZH2 pueden bloquear la prolifera-
cion de células WSU-DLCL2 mutantes en Y641, pero tienen poco efecto sobre las células OCI-LY19 no mutan-
tes en Y641. Las células se incubaron en presencia de concentraciones crecientes de inhibidor de EZH2, Ao B
durante once dias. Las células tratadas con vehiculo (DMSO) se incluyeron como controles. Se determind el
numero de células y la viabilidad usando el ensayo Guava ViaCount en un instrumento Guava EasyCyte Plus.
Las células se dividieron y el medio y el compuesto se repusieron cada 3-4 dias.

La Figura 14 consiste en una grafica que muestra que la presencia de una mutaciéon de EZH2 (Y641) y/o nive-
les elevados de H3-K27me3 y niveles bajos de H3-K27me2, predicen una sensibilidad frente a los inhibidores
de EZH2. Las lineas celulares se mantuvieron en presencia de concentraciones crecientes de un inhibidor de
EZH2 de hasta 25 yM. Los recuentos de las células viables se utilizaron para obtener los valores de Clgo des-
pués de 11 dias de tratamiento. Los resultados se representan graficamente con lineas celulares segregadas
de acuerdo con el estado de la mutacién de EZH2 (A) o segregadas de acuerdo con los niveles de H3-K27me2
y H3-K27me3 (B). En ambos diagramas, la linea muestra los valores promedio de CI90 del grupo de la linea
celular indicada.

La Figura 15 es un panel de graficas que muestra la velocidad frente a la concentracion enzimatica medida pa-
ra EZH2 de tipo natural, A677G o A687V. Péptidos biotinilados que representan los residuos 21-44 de la histo-
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na H3 que contienen no metil, monometil, dimetil o trimetil lisina 27 (H3K27me0 hasta H3K27me3) se sometie-
ron a ensayo con una concentracion fija con una serie de diluciones de la enzima EZH2 indicada. Se tomaron
muestras en distintos momentos en el transcurso de 90 minutos y la incorporacién de 3H-SAM en la lisina 27
del péptido H3, se midié mediante la captura del péptido en una placa Flashplate y mediante la lectura de las
cuentas por minuto (CPM). Una regresion lineal del transcurso del tiempo producia la velocidad de la enzima
en CPM por minuto (CPM/min), que se representaba como una funcion de la concentracion de enzima.

DESCRIPCION DETALLADA

La estructura de la cromatina es importante en la regulacion génica y la herencia epigenética. Modificaciones pos-
traduccionales de las histonas, como la metilacion, estan implicadas en el establecimiento y el mantenimiento de la
estructura de la cromatina de orden superior.

MUTANTES DE EZH2

EZH2 es una metiltransferasa de histonas que es la subunidad catalitica del complejo PRC2 que cataliza la mono-
metilacion a trimetilacion de la lisina 27 en la histona H3 (H3-K27).

Se ha descrito que mutaciones puntuales del gen de EZH2 en un solo residuo de aminoacido (por ejemplo, Tyr641,
en el presente documento denominado Y641) de EZH2 estan ligadas a subconjuntos de linfoma de linfocitos B hu-
mano. Morin et al. (2010) Nat Genet 42(2):181-5. En particular, Morin et al. informaron de que mutaciones somaticas
de la tirosina 641 (Y641F, Y641H, Y641N e Y641S) de EZH2 se asociaban con el linfoma folicular (FL) y el subtipo
similar a linfocitos B del centro germinal (GCB) del linfoma difuso de linfocitos B grandes (DLBCL). El alelo mutante
siempre se encuentra asociado con un alelo de tipo natural (heterocigoto) en las células de la enfermedad y se in-
formé que las mutaciones producian una ablacion de la actividad enzimatica del complejo PRC2 para metilar un
sustrato de péptido sin modificar.

La presente invencion se basa en parte en el sorprendente descubrimiento de que las células que expresan un mu-
tante de EZH2 son mas sensibles a los inhibidores de EZH2 de la presente invencién que las células que expresan
EZH2 de tipo natural. Por consiguiente, en el presente documento se describen métodos para tratar o aliviar un
sintoma de cancer o una afeccion precancerosa en un sujeto mediante la administracion a un sujeto que expresa
una EZH2 mutante, de una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de EZH2. La EZH2 mutante de la pre-
sente invencion se refiere a un polipéptido EZH2 mutante o a una secuencia de acido nucleico que codifica un poli-
péptido EZH2 mutante. La EZH2 mutante comprende una mutacién por sustitucién en la posicién de los aminoacidos
677,687 0 641 de SEQ ID NO: 1, tal como, pero no limitada a, una sustituciéon con glicina (G) de la alanina (A) del
residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 677 de SEQ ID NO: 1 (A677G); una sustitucién con valina (V)
de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 687 de SEQ ID NO: 1 (A687V); una susti-
tucién con fenilalanina (F) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posiciéon del aminoacido 641 de SEQ ID
NO: 1 (Y641F); una sustitucion con histidina (H) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicion del ami-
noacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641H); una sustitucion con asparagina (N) de la tirosina (Y) del residuo de tipo
natural en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641N); una sustitucion con serina (S) de la tirosina (Y)
del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641S); o una sustitucion con cistei-
na (C) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641C).

La mutacion de la presente invencion también puede incluir una sustitucion con serina (S) de la asparagina (N) del
residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 322 de SEQ ID NO: 3 (N322S), una sustitucion con glutamina
(Q) de la arginina (R) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 288 de SEQ ID NO: 3 (R288Q), una
sustitucion con isoleucina (1) de la treonina (T) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 573 de SEQ
ID NO: 3 (T573l), una sustitucion con acido glutamico (E) del acido aspartico (D) del residuo de tipo natural en la
posicion del aminoacido 664 de SEQ ID NO: 3 (D664E), una sustitucion con glutamina (Q) de la arginina (R) del
residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 458 de SEQ ID NO: 5 (R458Q), una sustitucion con lisina (K)
del acido glutamico (E) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 249 de SEQ ID NO: 3 (E249K), una
sustitucion con cisteina (C) de la arginina (R) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 684 de SEQ
ID NO: 3 (R684C), una sustitucion con histidina (H) de la arginina (R) del residuo de tipo natural en la posicién del
aminoacido 628 de SEQ ID NO: 21 (R628H), una sustituciéon con histidina (H) de la glutamina (Q) del residuo de tipo
natural en la posicion del aminoacido 501 de SEQ ID NO: 5 (Q501H), una sustitucién con asparagina (N) del acido
aspartico (D) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 192 de SEQ ID NO: 3 (D192N), una sustitu-
cion con valina (V) del acido aspartico (D) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 664 de SEQ ID
NO: 3 (D664V), una sustitucion con leucina (L) de la valina (V) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoa-
cido 704 de SEQ ID NO: 3 (V704L), una sustitucion con serina (S) de la prolina (P) del residuo de tipo natural en la
posicion del aminoacido 132 de SEQ ID NO: 3 (P132S), una sustituciéon con lisina (K) del acido glutamico (E) del
residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 669 de SEQ ID NO: 21 (E669K), una sustitucion con treonina
(T) de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 255 de SEQ ID NO: 3 (A255T), una
sustitucion con valina (V) del acido glutamico (E) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 726 de
SEQ ID NO: 3 (E726V), una sustitucion con tirosina (Y) de la cisteina (C) del residuo de tipo natural en la posicién
del aminoacido 571 de SEQ ID NO: 3 (C571Y), una sustitucion con cisteina (C) de la fenilalanina (F) del residuo de
tipo natural en la posicion del aminoacido 145 de SEQ ID NO: 3 (F145C), una sustitucion con treonina (T) de la as-
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paragina (N) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 693 de SEQ ID NO: 3 (N693T), una sustitucion
con serina (S) de la fenilalanina (F) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 145 de SEQ ID NO: 3
(F1458S), una sustitucion con histidina (H) de la glutamina (Q) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoaci-
do 109 de SEQ ID NO: 21 (Q109H), una sustitucion con cisteina (C) de la fenilalanina (F) del residuo de tipo natural
en la posicion del aminoacido 622 de SEQ ID NO: 21 (F622C), una sustitucion con arginina (R) de la glicina (G) del
residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 135 de SEQ ID NO: 3 (G135R), una sustitucion con glutamina
(Q) de la arginina (R) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 168 de SEQ ID NO: 5 (R168Q), una
sustitucion con arginina (R) de la glicina (G) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 159 de SEQ ID
NO: 3 (G159R), una sustitucion con cisteina (C) de la arginina (R) del residuo de tipo natural en la posicién del ami-
noacido 310 de SEQ ID NO: 5 (R310C), una sustitucion con histidina (H) de la arginina (R) del residuo de tipo natural
en la posicion del aminoacido 561 de SEQ ID NO: 3 (R561H), una sustitucion con histidina (H) de la arginina (R) del
residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 634 de SEQ ID NO: 21 (R634H), una sustitucion con arginina
(R) de la glicina (G) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 660 de SEQ ID NO: 3 (G660R), una
sustitucién con cisteina (C) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 181 de SEQ ID
NO: 3 (Y181C), una sustitucion con arginina (R) de la histidina (H) del residuo de tipo natural en la posicién del ami-
noacido 297 de SEQ ID NO: 3 (H297R), una sustitucion con serina (S) de la cisteina (C) del residuo de tipo natural
en la posicion del aminoacido 612 de SEQ ID NO: 21 (C612S), una sustitucién con tirosina (Y) de la histidina (H) del
residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 694 de SEQ ID NO: 3 (H694Y), una sustitucion con alanina (A)
del acido aspartico (D) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 664 de SEQ ID NO: 3 (D664A), una
sustitucion con treonina (T) de la isoleucina (1) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 150 de SEQ
ID NO: 3 (1150T), una sustitucion con arginina (R) de la isoleucina (I) del residuo de tipo natural en la posicion del
aminoacido 264 de SEQ ID NO: 3 (1264R), una sustitucion con leucina (L) de la prolina (P) del residuo de tipo natural
en la posicion del aminoacido 636 de SEQ ID NO: 3 (P636L), una sustitucién con treonina (T) de la isoleucina (1) del
residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 713 de SEQ ID NO: 3 (I713T), una sustitucion con prolina (P)
de la glutamina (Q) del residuo de tipo natural en la posiciéon del aminoacido 501 de SEQ ID NO: 5 (Q501P), una
sustituciéon con glutamina (Q) de la lisina (K) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 243 de SEQ ID
NO: 3 (K243Q), una sustitucién con acido aspartico (D) del acido glutamico (E) del residuo de tipo natural en la posi-
cion del aminoacido 130 de SEQ ID NO: 5 (E130D), una sustitucion con glicina (G) de la arginina (R) del residuo de
tipo natural en la posicion del aminoacido 509 de SEQ ID NO: 3 (R509G), una sustitucion con histidina (H) de la
arginina (R) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 566 de SEQ ID NO: 3 (R566H), una sustitucion
con histidina (H) del acido aspartico (D) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 677 de SEQ ID NO:
3 (D677H), una sustitucion con asparagina (N) de la lisina (K) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoaci-
do 466 de SEQ ID NO: 5 (K466N), una sustitucion con histidina (H) de la arginina (R) del residuo de tipo natural en la
posicion del aminoacido 78 de SEQ ID NO: 3 (R78H), una sustitucion con metionina (M) de la lisina (K) del residuo
de tipo natural en la posicion del aminoacido 1 de SEQ ID NO: 6 (K6M), una sustitucion con leucina (L) de la serina
(S) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 538 de SEQ ID NO: 3 (S538L), una sustitucion con
glutamina (Q) de la leucina (L) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 149 de SEQ ID NO: 3
(L149Q), una sustitucion con valina (V) de la leucina (L) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 252
de SEQ ID NO: 3 (L252V), una sustitucion con valina (V) de la leucina (L) del residuo de tipo natural en la posicion
del aminoacido 674 de SEQ ID NO: 3 (L674V), una sustitucion con valina (V) de la alanina (A) del residuo de tipo
natural en la posicion del aminoacido 656 de SEQ ID NO: 3 (A656V), una sustitucién con &cido aspartico (D) de la
alanina (A) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 731 de SEQ ID NO: 3 (Y731D), una sustitucion
con treonina (T) de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 345 de SEQ ID NO: 3
(A345T), una sustitucion con acido aspartico (D) de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la posicion del ami-
noacido 244 de SEQ ID NO: 3 (Y244D), una sustitucién con triptéfano (W) de la cisteina (C) del residuo de tipo natu-
ral en la posicion del aminoacido 576 de SEQ ID NO: 3 (C576W), una sustitucion con lisina (K) de la asparagina (N)
del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 640 de SEQ ID NO: 3 (N640K), una sustitucion con lisina
(K) de la asparagina (N) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 675 de SEQ ID NO: 3 (N675K),
una sustitucion con tirosina (Y) del acido aspartico (D) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 579
de SEQ ID NO: 21 (D579Y), una sustitucion con isoleucina (I) de la asparagina (N) del residuo de tipo natural en la
posicion del aminoacido 693 de SEQ ID NO: 3 (N693I) y una sustitucion con lisina (K) de la asparagina (N) del resi-
duo de tipo natural en la posicion del aminoacido 693 de SEQ ID NO: 3 (N693K).

La EZH2 mutante de la presente invencién puede incluir un desplazamiento de marco en las posiciones de aminoa-
cidos 730, 391, 461, 441, 235, 254, 564, 662, 715, 405, 685, 64, 73, 656, 718, 374, 592, 505, 730 o 363 de SEQ ID
NO: 3, 5 0 21 o la posicidn del nucleétido correspondiente de la secuencia de acido nucleico que codifica SEQ ID
NO: 3, 5 0 21. La EZH2 mutante también puede incluir una insercioén de un acido glutamico (E) entre las posiciones
de aminoacidos 148 y 149 de SEQ ID NO: 3, 5 0 21. Otro ejemplo de mutacion de EZH2 es una delecion de acido
glutamico (E) y leucina (L) en las posiciones de aminoacidos 148 y 149 de SEQ ID NO: 3, 5 0 21. La EZH2 mutante
puede comprender ademas una mutacion sin sentido en las posiciones de aminoacidos 733, 25, 317, 62, 553, 328,
58, 207, 123, 63, 137 0 60 de SEQ ID NO: 3, 50 21.

También se ha descubierto inesperadamente que la enzima EZH2 de tipo natural (WT) muestra la mayor eficacia
catalitica (kcat/K) para la reaccion de ninguna metilacion a monometilacion de H3-K27 y menor eficacia para las
reacciones posteriores (monometilacion a dimetilacion y dimetilacién a trimetilacion); mientras que, por el contrario,
las mutaciones Y641 asociadas a una enfermedad muestran una capacidad muy limitada para llevar a cabo la pri-
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mera reaccion de metilacion pero tienen una eficacia catalitica mejorada para las reacciones posteriores, en relacion
con la enzima de tipo natural. Estos resultados implican que el fenotipo maligno de una enfermedad explota las acti-
vidades combinadas de una enzima que monometila H3-K27 (PRC2 que contiene EZH2 WT o EZH1) junto con un
PRC2 que contiene EZH2 mutante para una conversion incrementada de H3-K27 a la forma trimetilada (H3-
K27me3). Por lo tanto, un aspecto de la presente descripcion se refiere a la inhibicion de la actividad de EZH2, inclu-
yendo ciertas formas mutantes de EZH2. La presente descripcion también se refiere a la inhibicion selectiva de la
actividad de ciertas formas mutantes de EZH2.

Aunque no se pretende estar ligado a ninguna teoria, se plantea la hipotesis de que la mutacién de EZH2 en su
dominio de bolsillo de unién al sustrato puede facilitar multiples rondas de metilaciéon de H3-K27 al impactar el patrén
de enlace de H y/o el amontonamiento estérico en el sitio activo del complejo ternario de enzima-bisustrato, lo que
afecta a la formacion de un canal de agua adecuado para la desprotonacion de la lisina que reacciona.

Se han descrito previamente acidos nucleicos y polipéptidos de EZH2 humana. Véanse, por ejemplo, Chen et al.
(1996) Genomics 38:30-7 [746 aminoacidos]; Swiss-Prot n° de orden Q15910 [746 aminoacidos]; GenBank n° de
orden NM_004456 y NP_004447 (isoforma a [751 aminoacidos]); y GenBank n° de orden NM_152998 y NP_694543
(isoforma b [707 aminoacidos]).

Secuencia de aminoacidos de EZH2 humana (Swiss-Prot n° de orden Q15910) (SEQ ID NO: 1)

MGQTGKKSEKGPVCWRKRVKSEYMRLRQLKRFRRADEVKSMF SSNRQEILERTE ILNQEW
KQRRIQPVHILTSVSSLRGTRECSVTSEDLDFPTQVIPLEKTLNAVASVE IMY SWSP LQQNE
MVEDETVLHNIPYMGDEVLDQDGTFIEELIKNYDGKVHGDRECGF INDETIFVELVHNALGQ
YNDDDDDDDGDDPEEREEKQKDLEDHRDDKESRPPREFP SDKIFEAIS SMEPDKGTAEEL
KEKYKELTEQQLPGALPPECTPNIDGPNAKSYVQREQSLHSFHTLFCRRCEFKYDCFLHPEFH
ATPNTYKRENTETALDNKFCGPQCYQHLEGAKEFAAALTAERIKTPPEKRPGGRRRGRLPN
NSSRPSTPTINVLESKDTDSDREAGTETGGENNDKEEEEKKDET335SEANSRCQTP IKM
KPNIEPPENVEWSGAEASMFRVLIGTYYDNFCATARLIGTKTCROQVYEFRVEKESSITAPA
PAEDVDTPPREKKKRKHRLWAAHCRKIQLKKDGSSNHVYNYQPCDHPROPCDSSCPCVIAD
NECEKFCQCSSECQNRFPGCRCKAQCHNTRKQCPCYLAVRECDPDLC LTCGAADHWD SKNVS
CRNCSIQRGSKKHLLLAF SDVAGWGIF IKDPVQKNEFISEYCGEITSQDEADRRGKVYDK
YMCSFLFNLNNDFVYVDATRKGMKIRFANHSVNPNCYAKVMMVNGDHRIGIFAKRAIQTGE
ELFFDYRYSQADALKYVGIEREMEIP

Secuencia de ARNm de EZH2 humana, variante de transcrito 1 (GenBank n° de orden NM_004456) (SEQ ID NO:
2)

ggcggcgcettgattgggetagggggggocaaataaaagcgatggegattgggctgeecgegt
ttggcgctoggtcecggtcgegtccgacacccggtgggact cagaaggcagtggageoccyg
gcggeggeggeggeggegegegggggegacgegegggaacaacgegagteggegegegyg
acgaagaataatcatgggccagactgggaagaaatctgagaagggaccagtttgttggeg
gaagcgtgtaaaatcagagtacatgegact gagacagetcaagaggttcagacgagetga
tgaagtaaagagtatgtttagttccaatcgtcagaaaattttggaaagaacggaaatctt
aaaccaagaatggaaacagcegaaggatacagectgtgcacatcctgacttctgtgagetc
attgcgcgggactagggagtgttcggtgaccagtgacttggattttccaacacaagtcat
cccattaaagactetgaatgecagttgettecagtacccataatgtattettggtetecceet
acagcagaattttatggtggaagatgaaactgttttacataacattecttatatgggaga
tgaagttttagatcaggatggtactttcattgaagaactaataaaaaattatgatgggaa
agtacacggggatagagaatgtgggtttataaatgatgaaatttttgtggagttggtgaa
tgceocttggtcaatataatgatgatgacgatgatgatgatggagacgatecctgaagaaag
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agaagaaaagcagaaagatctggaggatcaccgagatgataaagaaageccgeccaccteyg
gaaatttccttctgataaaatttttgaagecatttectcaatgttteccagataagggeac
agcagaagaactaaaggaaaaatataaagaactcaccgaacagcagctcccaggegeact
tecectectgaatgtaceeccaacatagatggaccaaatgetaaatctgttcagagagagea
aagcttacactectttecatacgettttetgtaggegatgttttaaatatgactgettect
acatcgtaagtgcaattattcttttcatgecaacacccaacacttataagecggaagaacac
agaaacagctctagacaacaaaccttgtggaccacagtgttaccagecatttggagggage
aaaggagtttgctgctgctctcaccgectgageggataaagacececaccaaaacgtccagg
aggccgcagaagaggacggcttcecccaataacagtagecaggeccageacceccaccattaa
tgtgctggaatcaaaggatacagacagtgatagggaagcagggactgaaacggggggaga
gaacaatgataaagaagaagaagagaagaaagatgaaacttcgagetectctgaagecaaa
ttectoeggtygtecaaacaccaataaagatgaagecaaatattgaacctectgagaatgtgga
gtggagtggtgctgaagectcaatgtttagagtcctecattggecacttactatgacaattt
ctgtgecattgctaggttaattgggaccaaaacatgtagacaggtgtatgagtttagagt
caaagaatctagecatcatagectccagetccegetgaggatgtggatactecteccaaggaa
aaagaagaggaaacaccyggttgtgggctgcacactgcagaaagatacagctgaaaaagga
cggctectctaaccatgtttacaactatcaacccectgtgatcatccacggecagecttgtga
cagttegtgcecttgtgtgatagecacaaaatttttgtgaaaagttttgtcaatgtagtte
agagtgtcaaaaccgctttccgggatgecgetgecaaagcacagtgcaacaccaagcagtyg
cccgtgetacctggetgtecgagagtgtgaccectgacctetgtettacttgtggageege
tgaccattgggacagtaaaaatgtgtcectgcaagaactgecagtattcageggggetecaa
aaagcatctattgctggcaccatctgacgtggecaggetgggggatttttatcaaagatce
tgtgcagaaaaatgaattcatctcagaatactgtggagagattatttctcaagatgaagc
tgacagaagagggaaagtgtatgataaatacatgtgcagetttctgttcaacttgaacaa
tgattttgtggtggatgecaaccecgecaagggtaacaaaattegttttgeaaatcatteggt
aaatccaaactgctatgcaaaagttatgatggttaacggtgatcacaggataggtatttt
tgccaagagagecatecagactggegaagagetgttttttgattacagatacagecagge
tgatgcecctgaagtatgtecggecatecgaaagagaaatggaaatcceccttgacatctgcectace
tecctcecoecccctectectgaaacagetgeccttagettcaggaacctegagtactgtgggecaa
tttagaaaaagaacatgcagtttgaaattctgaatttgcaaagtactgtaagaataattt
atagtaatgagtttaaaaatcaactttttattgecttctcaccagetgcaaagtgttttyg
taccagtgaatttttgecaataatgecagtatggtacatttttcaactttgaataaagaata
cttgaacttgtccttgttgaatc

Aminoacidos completos de EZH2, isoforma a (GenBank n°® de orden NP_004447) (SEQ ID NO: 3)

MGQTGKESERGPVCWRKRVKSEYMRLROLKRFRRADEVKSMFSSNRQKILERTEILNQEW
KORRIQPVHILTSVSSLRGTRECSVISDLDFPTOVIPLKTLNAVASVPIMYSWSPLQONE
MVEDETVLHNIPYMGDEVLDQDGTF IEELIKNY DGKVHGDRECGF INDEIFVELVNALGO
YNDDDDDDDGLDPEEREEKQELDLEDHRDDEESRPPREFPSDEIFEATIS SMEPDEGTAREEL
KERYKELTEQQLPGALPPECTPNIDGPNAKSVOREQSLHSFHILFCRRCFKYDCEFLHREC
NYSFHATPNTYKRKNTETALDNKPCGPQCYQHLEGAKEFAAAI TAERIKTPPEKRPGGRRR
GRLPNNSSRPSTIPTINVLESKDIDSDREAGTETGGENNDKEEEEKKDET 555 SEANSRCQ
TPIKMEPNIEPPENVEWSGAEASMERVLIGTYYDNFCATARLIGTETCRQVYEFRVEESS
IIAPAPAEDVDTPPREKKRKHRLWAAHCRKIQLEKDGS SNHVYNYQPCDHPROPCDSSCP
CVIAQNFCEKFCQCSSECQNRFPGCRCKAQCHNTRKQCPCYLAVRECDPDLCLTCGAADHWD
SENVSCKNCSIQRGSKKHLLLAPSDVAGKGIFIKDPVQKNEFISEYCGEIISQDEADRRG
EVYDEKYMCSELFNLNNDEVVDATREGNE IRFANHSVNPNC Y AKVMMVNGDHRIGIFAKRA
IQTGEELFFDYRYSQADALKYVGIEREMEIP

Secuencia de ARNm de EZH2 humana, variante de transcrito 2 (GenBank n° de orden NM_152998) (SEQ ID NO: 4)

ggcggegcttgattgggctgggggggccaaataaaagegatggegattgggctgeegegt
ttggegeteggtecggtegegtecgacacceggtgggactcagaaggeagtggagececyg
gcggcggceggeggeggegcgegggggcgacgegegggaacaacgegagtcggegegegygyg
acgaagaataatcatgggccagactgggaagaaatctgagaagggaccagtttgttggcy
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gaagcgtgtaaaatcagagtacatgcocgactgagacagcectcaagaggttcagacgagetyga
tgaagtaaagagtatgtttagttccaatcgtcagaaaattttggaaagaacggaaatctt
aaaccaagaatggaaacagcgaaggatacageoctgtgocacatcctgacttcoctgtgagetc
attgcgegggactagggaggtggaagatgaaactgttttacataacattceccttatatggg
agatgaagttttagatcaggatggtactttcattgaagaactaataaaaaattatgatgg
gaaagtacacggggatagagaatgtgggtttataaatgatgaaatttttgtggagttggt
gaatgecccttggtcaatataatgatgatgacgatgatgatgatggagacgatcctgaaga
aagagaagaaaagcagaaagatctggaggatcaccgagatgataaagaaageccgeccace
tcggaaatttcecttctgataaaatttttgaagecatttectcaatgtttecagataaggg
cacagcagaagaactaaaggaaaaatataaagaactcacagaacagcagetececaggege
acttcctcctgaatgtaccecccaacatagatggaccaaatgctaaatctgttcagagaga
gcaaagcttacactcectttecatacgettttctgtaggegatgttttaaatatgactgett
cctacatccecttttcatgcecaacacccaacacttataageggaagaacacagaaacagetcet
agacaacaaaccttgtggaccacagtgttaccageatttggagggagcaaaggagtttge
tgctgctcectcaccgctgagcggataaagacccraccaaaacgtccaggaggcecgeagaag
aggacggcttcccaataacagtagcaggceccageacceeccaccattaatgtgetggaate
aaaggatacagacagtgatagggaagecagggactgaaacggggggagagaacaatgataa
agaagaagaagagaagaaagatgaaacttcgagetcectctgaagecaaattcteggtgtcea
aacaccaataaagatgaagccaaatattgaaccteoctgagaatgtggagtggagtggtge
tgaagectcaatgtttagagtectcattggecacttactatgacaatttctgtgccattge
taggttaattgggaccaaaacatgtagacaggtgtatgagtttagagtcaaagaatctag
catcatagcectccagetceccgectgaggatgtggatactecteccaaggaaaaagaagaggaa
acaccggttgtgggctgcacactgcagaaagatacagectgaaaaaggacggetcectctaa
ccatgtttacaactatcaaccctgtgatcatccacggecagecttgtgacagttcgtgece
ttgtgtgatagcacaaaatttttgtgaaaagttttgtcaatgtagttcagagtgtcaaaa
ccgetttoocgggatgecgetgecaaagecacagtgecaacaccaagcagtgeccgtgetaccet
ggctgtccgagagtgtgaccctgacctetgtettacttgtggagecgetgaccattggga
cagtaaaaatgtgtcctgcaagaactgcagtattcageggggectccaaaaagratetatt
gctggcaccatctgacgtggcaggetgggggatttttatcaaagatcctgtgcagaaaaa
tgaattcatctcagaatactgtggagagattatttctcaagatgaagectgacagaagagg
gaaagtgtatgataaatacatgtgcagctttetgttcaacttgaacaatgattttgtggt
ggatgcaacccgcaagggtaacaaaattcecgttttgcaaatcattcggtaaatccaaactyg
ctatgcaaaagttatgatggttaacggtgatcacaggataggtatttttgeccaagagage
catccagactggecgaagagetgttttttgattacagatacagecaggctgatgecectgaa
gtatgtcggcatcgaaagagaaatggaaatcccttgacatctgetacctectececececte
ctctgaaacagcectgecttagettcaggaacctecgagtactgtgggecaatttagaaaaaga
acatgcagtttgaaattctgaatttgcaaagtactgtaagaataatttatagtaatgagt
ttaaaaatcaactttttattgecttctcaccagetgcaaagtgttttgtaccagtgaatt
tttgcaataatgcagtatggtacatttttcaactttgaataaagaatacttgaacttgtce
cttgttgaate

Aminoacidos completos de EZH2, isoforma b (GenBank n°® de orden NP_694543) (SEQ ID NO: 5)

MGOTGEKSEKGPVOCWRKRVESEYMRLROLERFRRADEVESME S SNRQKIL
ERTEILNOQEWKQRRIOPVHILTSVSSLRGTREVEDETVLANIPYMGDEVL
DODGTFIEELIKNYDGKVHGDRECGFINDEIFVELVNALGOYNDDDDDDD
GDDPEEREEKQKDLEDHRDDKESRPPRRFPSDKIFEAISSMEPDKGTAEE
LEEKYEELTEQQLPGALPPECTPNI DGPNAKSVOREQSLHSFHTLEFCRRC
FEYDCFLHPFHATPNTYKRENTETALDNKPCGPQUY(QHLEGAKEFAAALT
AERIETPPKRPGGRRRGRLPNNSERPSTPTINVLESKDTDSDREAGTETG
GENNDKEEEEKKDETSSS5EANSRCOTPTKMKPNIEPPENVEWSGAEASM
FRVLIGTYYDNFCAIARLIGTKICRQVYEFRVKESSIIAPAPAEDVDTPP
REKKREHRLWAAHCRKIQLKKDGSSHNHVYNYQPCDHPRQPCDSSCPCVIA
QNFCEKFCQUSSECONREFPGCRCKAQCNTKQCPCYLAVRECDPDLCLTCG
AADHWDSENVSCKNCSIQRGSKKHLLLAP SDVAGWGIF IKDPVQENEFILS
EYCGEIISQDEADRRGKVYDKYMCSELFNLNNDEVVDATREKGNKIREFANH
SVNPNCYARKVMMVNGDHRIGIFAKRAIQTGEELFEDYRY SQADALKYVGI

EREMEIF

Aminoacidos completos de EZH2, isoforma e (GenBank n°® de orden NP_001190178.1) (SEQ ID NO: 21)
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MGOTGKKSEKGPVCWRKRVKSEYMRLRQLKRFRRADEVKSMF SSNRQKILERTEILNQEWKQRRIQPVHI
LISCSVISDLDFPIQVIPLKILNAVASVP IMY SWSPLOONFMVEDETVLHNIPYMGDEVLDODGTFIEEL
IKNYDGKVHGDRECGF INDEIFVELVNALGQYNDDDDDDDGDDPEEREEKQKDLEDHRDDKESRPPRKEP
SDRIFEAISSMEFPDKGTAEELKEKYKELTEQQLPGALPPECTIPHNIDGPNAKSVQREQSLHSFHTLFCRRC
FRYDCFLHPFHATPHNTYRKRENTETALONKPCGPOQCYQHLEGAKEFAAAL TAERIKTPPEKRPGGRRRGRLP
NMNSSRPSTPTINVLESKDTDSDREAGTIETGGENNDKEEEEKKDETS SSSEANSRCQTP IKMKPINIEPPEN
VEWSGAEASMFRVLIGTYYDNFCATARLIGTKTCROVYEFRVKESSI IAPAPAEDVDTPPREKKKRKHRLW
AAHCREKIQLEKGONREFPGCRCKAQUNTKOCPCY LAVRECDPDLCLTCGAADHWD SKENVSCENCSTQRGSEK
KHLLLAPSDVAGWGIFIKDPVQKNEFISEYCGEIISQDEADRRGKVYDKYMCSFLENLNNDEFVVDATREG
NEIRFANHSVNPHNCYAKVMMVNGDHRIGIFARKRAIQTGEELFFDYRY SQADALKYVGIEREMEID

Potenciador de Homo sapiens del homélogo 2 de zeste (Drosophila) (EZH2), variante de transcrito 5, ARNm (Gen-
Bank n° de orden NM_001203249.1) (SEQ ID NO: 22)

GACGACGTICGCGGCGGGGAACTCGGAGTAGCTTCGCCTCTGACGTTTCCCCACGACGCACCCCGARATC
CCCCTGAGCTCCGGCGGTICGCGGEGCTGCCCTCGCCGCCTGGTCTGGCTTITATGCTAAGTTTGAGGGAAGA
GTCGAGCTGCTCTGCTCTCTATIGATTGTGTITICTGGAGGGCGTCCTGTTGAATTCCCACTTCATTGTGT
ACATCCCCTTCCGTTCCCCCCAAAAATCTGTGCCACAGGGTTACTTTTTGARAGCGGGAGGAATCGAGAA
GCACGATICTTITIIGGARAACTIGGTGAACGCCTAAATAATCATGGGCCAGACTGGGAAGAAATCTIGAGAAG
GGACCAGTITGTIGGCGGAAGCGTIGTAARAATCAGAGTACATGCGACTGAGACAGCTCAAGAGGTTCAGAC
GAGCTGATGAAGTAAAGAGTATGTTITAGTICCAATCGTCAGAARATTTTGGARAGAACGCARATCTTAAR
CCAAGAATGGAAACAGCGAAGGATACAGCCTGTGCACATCCTGACTICTTGTTCGGTGACCAGTIGACTTG
GATTTITCCAACACAAGTCATCCCATTAAAGACTCTGAATGCAGTIGCTTCAGTACCCATAATGTATTCTT
GGTCTICCCCTACAGCAGAATTTTATGGTGGAAGATGAAACTGTTTTACATAACATTCCTTATATGGGAGA
TGAAGTTTTAGATCAGGATGGTACTITCATTGAAGAACTAATAARARATTATGATGGGAAAGTACACGSEG
GATAGAGAATGTGGGTTTATAAATGATGARATTTITTIGTGGAGTTGGTGAATGCCCTTGGTCAATATARTG
ATGATGACGATGATGATGATGGAGACGATCCTGAAGARAGAGAAGCAAAAGCAGAAAGATCTGGAGGATCA
CCGAGATGATAAAGARAGCCGCCCACCTCGGAAATTTCCTICTGATAAAATTTTTGAAGCCATTTCCTCA
ATGTTTCCAGATAAGGGCACAGCAGAAGAACTAAAGGAARAATATARAGAACTCACCGAACAGCAGCTCC
CAGGCGCACTICCTCCTIGAATGTACCCCCAACATAGATGGACCAAATGCTAAATCTGTTCAGAGAGAGCA
ARGCTITACACTCCTITICATACGCTITIICTIGTAGGCGATGTIITTARATATGACTGCTTCCTACATCCTTITT
CATGCAACACCCAACACTTATAAGCGGAAGAACACAGAAACAGCTCTAGACAACAAACCTTGTGGACCAC
AGTGTTACCAGCATT IGGAGGGAGCAAAGCAGT TTGCTGCTGCTCTCACCGUTGAGCGGATAAAGACCCC
ACCAAARCGTCCAGGAGGCCGCAGAAGAGGACGGCTTCCCAATAACAGTAGCAGGCCCAGCACCCCCACC
ATTAATGTGCTGGAATCAAAGGATACAGACAGTGATAGGGAAGCAGGGACTGAAACGGGGGGAGAGAACA
ATGATARAGAAGAAGAAGAGAAGAAAGATGCAAACTTCGAGCTCCTCTGAAGCARATTCTCGGTGTCAAAC
ACCAATAAAGATGAAGCCARATATTGAACCTCCTGAGAATGTGGAGTGGAGTGGTGCTGAAGCCTCAATG
TTTAGAGTCCTCATTGGCACTTACTATGACAATTTICTGTGCCATTGCTAGGTTAATTGGGACCAAAACAT
GTAGACAGGIGTATGAGITTAGAGTICAAAGAATCTAGCATCATAGCTCCAGCTCCCGUTGAGGATGTGGA
TACTCCTCCAAGGAARAAGAAGAGGAAACACCGGTTGTGGCCTGCACACTGCAGAAAGATACAGCTGAAR
ARAGGGTCAAAARCCGCTTTCCGGGATGCCGCTGCARAGCACAGTGCAACACCAAGCAGTGCCCGTGCTACC
TGGCIGTCCGAGCAGTGTGACCCTGACCTCTGTICTTACTIGTGGAGCCGCTGACCATTGGGACAGTAARAR
TGTIGTCCTGCAAGARCTGCAGTATTCAGCGGGGCTCCAAMAAGCATCTATTGCTGGCACCATCTGACGTG
GCAGGCTGGGGGATTTTTATCAAAGATCCTGTGCAGAAAAATGAATTCATCTCAGAATACTGTGGAGAGA
TTATTTCTCAAGATGAAGCTGACAGAAGAGGGAAAGTGCTATGATAAATACATGTGCAGCTTTCTGTITCAA
CTTGAACAATGATTTIIGTGGTGGATGCAACCCGCAAGGGTAACAAAATTCGTTTTIGCARAATCATTCGGTA
ARTCCARACTGCTATGCAARAGTTATGATGGTTAACGGTGATCACAGGATAGGTATTITIGCCRAAGAGAG
CCATCCAGACTGGCGAAGAGCTGTTITTTITGATTACAGATACAGCCAGGCTGATGCCCTGAAGTATGTCGE
CATCGAAAGAGAARATGGAAARTCCCTTGACATCTGCTACCTCCTCCCCCCTCCTCTGAAACAGUTGCCTTA
GCTTCAGGAACCTCGAGTACTGSTGGGCAATTTAGAAAAAGAACATGCAGTTTGAAATTCTGAATTTGCAA
AGTACTGTAAGAATAATTTATAGTAATGAGTTTAAAAATCAACTTTTTATTIGCCTITCTCACCAGCTGCAR
AGTIGITITGTACCAGTIGAATTTITTIGCAATAATGCAGTATGGTACATTITIITCAACTTITGAATARAAGAATAC

TTGAACTTIGTCCTIGTTGAATC

Un modelo de estructura de la proteina EZH2 parcial basado en la cadena A de la proteina 1 del dominio SET de
union al receptor nuclear (NSD1) se proporciona a continuacion. Este modelo se corresponde con los residuos de
aminoacidos 533-732 de la secuencia de EZH2 de SEQ ID NO: 1.
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La secuencia de aminoacidos correspondiente de este modelo de estructura se proporciona a continuacién. Los
residuos en el dominio de bolsillo de unién al sustrato estan subrayados. Los residuos en el dominio SET se mues-
tran en cursiva.

SCPCVIAQNFCEKFCQCSSECQNRFPGCRCKAQUNTKQUPCYLAVRECDPDLCLTCGAA
DHWDSKNVSCKNCSIQRGSKKHLLIAPSDVAGWGIFIKDPVQKNEFISEY® CGEISQDEA

El sitio catalitico de EZH2 se cree que reside en un dominio conservado de la proteina conocido como el dominio
SET. La secuencia de aminoacidos del dominio SET de EZH2 se proporciona mediante la siguiente secuencia par-
cial que incluye los residuos de aminoacidos 613-726 de Swiss-Prot n° de orden Q15910 (SEQ ID NO: 1):

HLLLAPSDVAGWGTIFTIKDPVQRNEFTSEYCGE T TSQDEADRRGKVYDKYMCSFLENLNNDEVVD
ATRKGNKIRFANHSVNPNCYAKVMMVNCDHRIGIFAKRATIQTGEELFFDY (SEQ ID NO: 7).

El residuo de tirosina (Y) que se muestra subrayado en SEQ ID NO: 7 es Tyr641 (Y641) en Swiss-Prot n° de orden
Q15910 (SEQ ID NO: 1).

El dominio SET de GenBank n° de orden NP_004447 (SEQ ID NO: 3) incluye los residuos de aminoacidos 618-731 y
es idéntico a SEQ ID NO: 6. El residuo de tirosina correspondiente a Y641 en Swiss-Prot n° de orden Q15910 que se
muestra subrayado en SEQ ID NO: 7, es Tyr646 (Y646) en GenBank n° de orden NP_004447 (SEQ ID NO: 3).

El dominio SET de GenBank n° de orden NP_694543 (SEQ ID NO: 5) incluye los residuos de aminoacidos 574-687 y
es idéntico a SEQ ID NO: 7. El residuo de tirosina correspondiente a Y641 en Swiss-Prot n° de orden Q15910 que se
muestra subrayado en SEQ ID NO: 7, es Tyr602 (Y602) en GenBank n° de orden NP_694543 (SEQ ID NO: 5).

La secuencia de nucledtidos que codifica el dominio SET de GenBank n° de orden NP_004447 es
catctattgctggcaccatctgacgtggcaggctgggggatttttatcaaagatecctgtgecaga
aaaatgaattcatctcagaatactgtggagagattatttetcaagatgaagetgacagaagagy
gaaagtgtatgataaatacatgtgcagcectttctgttcaacttgaacaatgattttgtggtggat
gcaacccgcaagggtaacaaaattecgtittgraaatcattecggtaaateccaaactgectatgeaa
aagttatgatggttaacggtgatcacaggataggtatttttgccaagagagccatccagactygyg
cgaagagectgtittttgattac

(SEQ 1D NO: §),
en donde el coddn que codifica Y641 se muestra subrayado.

Para los fines de esta solicitud, el residuo de aminoacido Y641 de EZH2 humana se debe entender que se refiere al
residuo de tirosina que es o que se corresponde con Y641 en Swiss-Prot n° de orden Q15910.
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Secuencia completa de aminoacidos del mutante Y641 de EZH2 (SEQ ID NO: 9)

MGQIGKKSEKGPVCHRKRVKSEYMRLROLKRFRRADEVKSMESSNRQKILERTEILNQEW
KQRRIQPVHILTISVSSLRGTRECSVISDLDFPIQVIPLETLNAVASVPIMY SWSPLQONF
MVEDETVLHNIPYMGDEVLDODGTFIEELIKNYDGEVHGDRECGF INDEIFVELVNALGQ
YNDDDDDDDGDDPEEREEKQKDLEDHRDDEESRPPREFPSDKIFEAISSMEFPDKGTAEEL
KEKYKELTEQQLPGALPPECTPMIDGPNAKSVOREQSLHSFHTLFCRRCFKYDCFLHPEFH
ATPNTYKRKNTETALDNKPCGPQCYQHLEGAKEFAAAL TAERIKTPPKRPGGRRRGRLPN
NSSRPSTPTINVLESKDIDSDREAGTEIGGENNDKEEEEKKDETS5SSEANSRCQIPIKM
EPNIEPPENVEWSGAEASMEFRVLIGIYYDNFCAIARLIGTKTCROQVYEFRVEESSIIAPA
PAEDVDTPPREKKKRKHRLWAAHCREKIQLEKDGS SNHVYNYQPCDHPRQPCDSSCPCVIAQ
NFCEKFCQCSSECONRFPGCRCKAQCNTEQCPCYLAVRECDPDLCLTCGAADHWDSKNV S
CENCSIQRGSKKHLLLAPSDVAGWCIFIKDPVOKENEFISEXCCGEIISQDEADRRGKVYDK
TMCSFLENLNNDEVVDATRKGNKIRFANHSVNPNCYAKVMVNGDHRIGIFAKRAIQTGE
ELFFDYRY 3QOADALKYVGIEREMEIP

En donde X puede ser cualquier residuo de aminoacido distinto de tirosina (Y)

También para los fines de esta solicitud, un mutante Y641 de EZH2 humana y, de manera equivalente, un mutante
Y641 de EZH2, se debe entender que se refiere a una EZH2 humana en la que el residuo de aminoacido correspon-
diente a Y641 de EZH2 humana de tipo natural, esta sustituido por un residuo de aminoacido distinto de tirosina.

En una realizacion, la secuencia de aminoacidos de un mutante Y641 de EZH2 difiere de la secuencia de aminoaci-
dos de EZH2 humana de tipo natural solamente por la sustitucién de un solo residuo de aminoacido correspondiente
a Y641 de EZH2 humana de tipo natural, con un residuo de aminoacido distinto de tirosina.

En una realizacion, la secuencia de aminoacidos de un mutante Y641 de EZH2 difiere de la secuencia de aminoaci-
dos de EZH2 humana de tipo natural solamente por la sustitucion con fenilalanina (F) del residuo de un solo aminoa-
cido correspondiente a Y641 de EZH2 humana de tipo natural. El mutante Y641 de EZH2 segun esta realizacion se
denomina en este documento mutante Y641F o, equivalentemente, Y641F.

Y641F (SEQ ID NO: 10)

MGQTGKKSEKGPVCWRKRVKSEYMRLROQLEKRFRRADEVKSMFSSNRQKILERTEILNQEW
KORRIQPVHILISVSSLRGTRECSVISDLDFPTQVIPLKTLNAVASVPIMYSWSPLOONE
MVEDETIVLHNIPYMGDEVLDODGTIFIEELIKNYDGRVHGDRECGFINDEIFVELVNALGQ
YNDDDDDDDGDDPEEREEKQKDLEDHRDDEE SRPPREFPSDKIFEAISSMEPDEKGTAERL
KEKYKELTEQQLPGALPPECTPNIDGPNAKSVOREQSLHSFHT LECRRCFEKYDCEFLHPEH
ATPNTYKRKNTIETALDNKPCGPQCYQHLEGAKEFAAAL TAERIKTPPKRPGGRRRGRLPN
NSSRPSTIPTINVLESKDIDSDREAGTEIGGENNDKEEEEKKDETS5SSEANSRCQIPIKM
KPNIEPPENVEWSGAEASMFREVLIGTYYONFCAIARLIGTKICROVYEFRVEESSIIAPA
PAEDVDTPPREKKRKHRLWAAHCRKIQLEKKDGSSNHVYNYQFPCDHPRQPCDSSCPCVIAQ
NECEKFCQCSSECQNRFPGCRCEAQCNTRQCPCYLAVRECDPDLCLTCGARDHWDSENYS
CENCSIQRGSKEKHLLLAPSDVAGWGIFIKDPVQKNEFISEFCGEIISQDEADRRGEVYDK
YMCSELFNLNNDEVVDATREGNKIRFANHSVNPNCYAKVMMVNGDHRIGIFAKRAIQTGE
ELFFDYRYSQADALKYVGIEREMEIP

En una realizacion, la secuencia de aminoacidos de un mutante Y641 de EZH2 difiere de la secuencia de aminoaci-
dos de EZH2 humana de tipo natural solamente por la sustitucién con histidina (H) del residuo de un solo aminoaci-
do correspondiente a Y641 de EZH2 humana de tipo natural. El mutante Y641 de EZH2 segun esta realizacion se
denomina en este documento mutante Y641H o, equivalentemente, Y64 1H.

Y641H (SEQ ID NO: 11)
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MGOTGKKSEKGPVCWRKRVKSEYMRLROQLKRFRRADEVEKSME SSNRQKILERTEILNQEW
KORRIQPVHILTSVSSLRGIRECSVISDLDFPTQVIPLETLNAVASVP IMYSWSPLOONE
MVEDETVLHNIPYMGDEVLDODGTFIEELIKNY DGKVHGDRECGE INDEIFVELVNALGQ
YNDDDDDDDGDDPEEREEKQKDLEDHRDDKESRFPRKFPSDKIFEAISSMEPDKGTAEEL
KEKYKELTEQQLPGALPPECTPNIDGPNAKSVOREQSLHSFHTLFCRRCEFKYDCFLHPFH
ATPNTYKRENTETALDNKPCCGPOCY(QHLEGAKEFAAALTAERIKTPPKRPGGRRRGRLPN
NSSRPSTPTINVLESKDTIDSDREAGTETGGENNDKEEEEKKDETSSSSEANSRCOTPIEM
KPNIEPPENVEWSGAEASMEFRVLIGTY YDNFCATARLIGTETCROVYEFRVEESS I TAPA
PAEDVDTPPREKEKKRKHRLWAAHCRKIQLKKDGS SNHVYNYQPCDHPROQPCDSSCPCVIAQ
NECERFCOCSSECONRFPGCRCKAQUNTKOQCPCYLAVRECDEFDLCLTCGAADHWDSENY S
CENCSIQRGSKKHLLLAPSDVAGWGTF IKDPVQENEF ISEHCGET I SQDEADRRGEVYDE
YMCSFLENLMNNDEVVDATREGNKIRFANHSVNPNCYARKVMMYNGDHRIGIFAKRAIQTGE
ELFFDYRYSQADALKYVGIEREMEIP

En una realizacion, la secuencia de aminoacidos de un mutante Y641 de EZH2 difiere de la secuencia de aminoaci-
dos de EZH2 humana de tipo natural solamente por la sustitucion con asparagina (N) del residuo de un solo aminoa-
cido correspondiente a Y641 de EZH2 humana de tipo natural. El mutante Y641 de EZH2 segun esta realizacion se
denomina en este documento mutante Y64 1N o, equivalentemente, Y64 1N.

Y641N (SEQ ID NO: 12)

MGQTGKKSEKGPVCWRKRVKSEYMRLROLKRFRRADEVKSHME SSNROQKILERIEILNQEW
KORRIQPVHILTSVSSLRGTIRECSVISDLDFPTQVIPLKTLNAVASVPIMY SWSPLOQNE
MVEDETIVLHNIPYMGDEVLDODGIFIEELIKNYDGKVHGDRECGFINDEIFVELVNALGQ
YNDDDDDDDGDDPEEREEKQKDLEDHRDDKE SRPPRKFPSDKIFEAI SSMEPDKGTAERL
KEKYKELTEQQLPGALPPECTPNIDGPNAKSVOREQSLHSFHTLFCRRCFKYDCFLHPEH
ATPNTYKRENTETALDNEPCGPQCYQHLEGAKEFAAARLTAERIKTPPKRPGGRRRGRLPN
NSSRPSTPTINVLESKDIDSDREAGTETGGENNDKEEEEKKDETSSSSEANSRCQTPIKM
EPNIEPPENVEWSGAEASMFRVLIGTYYDNFCAIARLIGTKICROQVYEFRVKESSIIAPA
PAEDVDTPPREKKRKHRLWAAHCRKIQLKKDGS SNHVYNYQPCDHPROPCDSSCPCVIAQ
NECERFCQCSSECQNRFPGCRCKAQCNTKQCPCYLAVRECDPDLCLTCGAADHWDS KNV S
CEMCSIQRGSKEKHLLLAPSDVAGWGIFIKDPVQRNEFISENCGEIISQDEADRRGEVYDK
YMCSELENLNNDEVVDATREKGNKIRFANHSVNPNCYAKVMMVNGDHRIGIFAKRAIQTGE
ELFFDYRYSQADALKYVGIEREMEIP

En una realizacion, la secuencia de aminoacidos de un mutante Y641 de EZH2 difiere de la secuencia de aminoaci-
dos de EZH2 humana de tipo natural solamente por la sustituciéon con serina (S) del residuo de un solo aminoacido
correspondiente a Y641 de EZH2 humana de tipo natural. El mutante Y641 de EZH2 segun esta realizacion se de-
nomina en este documento mutante Y641S o, equivalentemente, Y641S.

Y641S (SEQ ID NO: 13)

MGQIGKKSERGPVCWRKRVKSEYMRLRQLKRFRRADEVESMESSNROQKILERTE ILNQEW
KORRIQPVHILTSVSSLRGTRECSVTSDLDFPTOQVIPLEKTLNAVASVPIMY SWSPLQONE
MVEDETVLHNIPYMGDEVLDQDGTF IEELIKNYDGKVHGDRECGF INDEIFVELVNALGQ
YNDDDDDDDGDDPEEREEKQKDLEDHRDDKESRPPREFPSDEKIFEAISSMEFFPDKGTAEEL

KEKYKELTEQQLPGALPPECTPNIDGPHNAKSVQREQSLHSFHTLFCRRCFKYDCFLHPEH
ATPNTYKRKNTETALDNKPCGPQCYQHLEGAKEFAAALTAERIKTPPEKRFGGRRRGRLEN
NSSRPSTPTINVLESKDTIDSDREAGTETGGENNDKEEEERKKDETSSSSEANSRCQTPIKM
KPNIEPPENVEWSGAEASMFRVLIGTYYDNFCAIARLIGTRTCROVYEFRVEESSLIAPA
PAEDVDTPPREKKREKHRLWAAHCRKIQLKKDGS SNHVYNYQPCDHPRQPCDSSCPCVIAQ
NFCEEKFCQCSSECONRFPGCRCEAQCNTKQCPCYLAVRECDPDLCLTCGAADHWDSENV S
CENCSIQRGESRKHLLLAPSDVAGWGIFIKDPVQENEFISESCGEIISQDEADRRGKVYDEK
YMCSFLFNLNNDFVVDATRKGNKIRFANHSVNPNC Y AKVMMVNGDHRIGIFAKRAIQTGE
ELFFDYRYSQADALKYVGIEREMELP

En una realizacion, la secuencia de aminoacidos de un mutante Y641 de EZH2 difiere de la secuencia de aminoaci-
dos de EZH2 humana de tipo natural solamente por la sustituciéon con cisteina (C) del residuo de un solo aminoacido
correspondiente a Y641 de EZH2 humana de tipo natural. El mutante Y641 de EZH2 segun esta realizacion se de-
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nomina en este documento mutante Y641C o, equivalentemente, Y641C.

Y641C (SEQ ID NO: 14)

MGQTGKKSEKGPVCWRKRVKSEYMRLROQLEKRFRRADEVKSMFSSNRQKILERTEILNQEW
KORRIQPVHILISVSSLRGTRECSVISDLDFPTQVIPLKTLNAVASVPIMYSWSPLOONE
MVEDETIVLHNIPYMGDEVLDODGTIFIEELIKNYDGRVHGDRECGFINDEIFVELVNALGQ
YNDDDDDDDGDDPEEREEKQKDLEDHRDDEE SRPPREFPSDKIFEAISSMEPDEKGTAERL
KEKYKELTEQQLPGALPPECTPNIDGPNAKSVOREQSLHSFHT LECRRCFKYDCFLHPEFH
ATPNTYKRKNTIETALDNKPCGPQCYQHLEGAKEFAAAL TAERIKTPPKRPGGRRRGRLPN
NSSRPSTIPTINVLESKDIDSDREAGTEIGGENNDKEEEEKKDETS5SSEANSRCQIPIKM
KPNIEPPENVEWSGAEASMFREVLIGTYYONFCAIARLIGTKICROVYEFRVEESSIIAPA
PAEDVDTPPREKKRKHRLWAAHCRKIQLEKKDGSSNHVYNYQFPCDHPRQPCDSSCPCVIAQ
NFCEKFCQOCSSECONRFPGCRCEAQCHNTRQCPCY LAVRECDPDLCLTCGAADHWDSKNV S
CENCSIQRGSKEKHLLLAPSDVAGWGIFIKDPVQKENEFISECCGEIISQDEADRRGEVYDK
YMCSELFNLNNDEVVDATREGNKIRFANHSVNPNCYAKVMMVNGDHRIGIFAKRAIQTGE
ELFFDYRYSQADALKYVGIEREMEIP

En una realizacion, la secuencia de aminoacidos de un mutante A677 de EZH2 difiere de la secuencia de aminoaci-
dos de EZH2 humana de tipo natural solamente por la sustitucién con un aminoacido que no es alanina, preferible-
mente glicina (G), del residuo de un solo aminoacido correspondiente a A677 de EZH2 humana de tipo natural. El
mutante A677 de EZH2 segun esta realizacién se denomina en este documento mutante A677 y preferiblemente un
mutante A677G o, equivalentemente, A677G.

A677 (SEQ ID NO: 15)

MGRQIGKKSEKGPVCWRKRVKSEYMRLRQLKRFRRADEVKSME S SHROKILERTEILNQEW
KQRRIQPVHILTSVSSLRGTRECSVISDLDFPIQVIPLETILNAVASVPIMY SWSPLQONE
MVEDETVLHNIPYMGDEVLDQDGTF IEELIKNYDGKVHGDRECGF INDEIFVELVNALGQ
YNDDDDDDDGDDPEEREEKQKDLEDHRDDKESRPPRKFPSDKIFEAISSMEPDKGTAEEL
EEKYKELTEQQLPGALPPECTPNIDGPNAKSVQREQSLHSFHTLFCRRCFEYDCFLHPFH
ATPNTYKRENTETALDNKPCGPQCYQHLEGAKEFAAALTAERIKTPPKRPGGRRRGRLPN
NSSRPSTPTINVLESKDIDSDREAGIETGGENNDKEEEEKKDETSSSSEANSRCQTPIKM
KPNIEPPENVEWSGAEASMFRVLIGTYYDNFCAIARLIGIKTCROVYEFRVEESSIIAPA

PAEDVDTPPREKKRKHRLWAAHCREKIQLKKDGS SNHVYNYQPCDHPRQPCDSSCPCVIAY
NECEKFCQC3SECQNRFPGCRCKAQCNTKQCPCYLAVRECDPDLCLTCGAADHWDSKNVS
CHRNCSIQRGSKKHLLLAP SDVAGWGIF IKDPVQENEFISEYCGEI ISQDEADRRGEVYDK
YMCSFLFNLNNDFVVDXTRKGNKIRFANHSVNPNCY AKVMMVNGDHRIGTFAKRATQTGE
ELFFDYRYSQADALKYVGIEREMEIP

En donde X es preferiblemente una glicina (G).

En una realizacion, la secuencia de aminoacidos de un mutante A687 de EZH2 difiere de la secuencia de aminoaci-
dos de EZH2 humana de tipo natural solamente por la sustitucién con un aminoacido que no es alanina, preferible-
mente valina (V), del residuo de un solo aminoacido correspondiente a A687 de EZH2 humana de tipo natural. El
mutante A687 de EZH2 segun esta realizacion se denomina en este documento mutante A687 y preferiblemente un
mutante A687V o, equivalentemente, AG687V.

A687 (SEQ ID NO: 16)
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MGQTGKKSEKGPVCWRKRVKSEYMRLROQLKRFRRADEVKSMF 3SNRQK ILERTE ILNQEW
KQREIQPVHILTSVSSLRGTRECSYVTSDLDFPTQVIPLEKTLNAVASVE IMYSWSP LOQNE
MVEDETVLHNIPYMGDEVLDODGTFIEELTKNYDGKVHGDRECGE INDEIFVELVNALGQ
YNDDDDDDDGODDPEEREEKQKDLEDHRDDKESRPPREFPSDKIFEATS SMEPDKGTAEEL
KEKYKELTEQQLPGALPPECTIPNIDGPNAKSVQREQSLHSFHTLFCRRCFKYDCEFLHPEH
ATPNTYERENTETALDNKPCGPQCYQHLEGAKEFAAALTAERIKTPPERPGGRRRGRLPN
HNSSRPSTPTINVLESKDTDSDREAGTETGGENNDKEEEEKKDETSSSSEANSRCOTP ITKM
KPNIEPPENVEWSGAEASMFRVLIGTIYYDNFCATARLIGTKTCROQVYEFRVEKESSITAPA
PAEDVDTPPREKEKKRKHRLWAAHCRKIQLKKDGS SNHVYNYQPCDHPRQPCDSSCPCVIAQ
HECEKFCQCSSECQNRFPGCRCEAQUNTEQCPCYLAVRECDPDLCLTCGAADHWD SKINV S
CKNCSIQRGSKKHLLLAP SDVAGWGIFIKDPVQKNEFISEYCGEIISQDEADRRGKVYDK
¥YMCSFLENLWNDEVVDATREGHEIRFXNHS VNP NCY AKVMMVNGDHRIGIFAKRAIQTGE
ELFFDYRYSQADALKYVGIEREMEIP

En donde X es preferiblemente una valina (V).

La secuencia de aminoacidos de un mutante R685 de EZH2 puede diferir de la secuencia de aminoacidos de EZH2
humana de tipo natural solamente por la sustitucion con un aminoacido que no es arginina, preferiblemente histidina
(H) o cisteina (C), del residuo de un solo aminoacido correspondiente a R685 de EZH2 humana de tipo natural. El
mutante R685 de EZH2 se denomina en este documento mutante R685 y preferiblemente un mutante R685C o un
mutante R685H o, equivalentemente, R685H o R685C.

A685 (SEQ ID NO: 17)

MGQTGKKSEKGPVCWRKRVKSEYMRLROQLKRFRRADEVKSMF 3SNRQKILERTE ILNQEW
KORRIQPVHILTEVSSLRGTRECSVTSDIDFPTOVIPLETLNAVASYPE IMY SWSP LOONE
MVEDETVLHNIPYMGDEVLDQDGTFIEELIKNYDGKVHGDRECGEF INDEIFVELVNALGQ
YNDDDDDDDGODPEEREEKQKDLEDHRDDKESRPPREKFPSDKIFEATS SMEPDKGTAEEL
KERYKELTEQQLPGALPPECTPNIDGPNAKSVOREQSLHSFHTLEFCRRCFEYDCFLHPEH
ATPNTYERKNTETALDNKPCGPQCYQHLEGAKEFAAALTAERIKTPPKRPGGRRRGRLPN
HSSRPSTPTINVLESEDTDSDREAGTETGGENNDEEEEEKKDETSS3SEANSRCOTP TKIM
KPNIEPPENVEWSGAEASMFRVLIGTYYDNFCAIARLIGTKTCRQVYEFRVKESSITAPA

PAEDVDTPPRKKKRKHRELWAAHCRKIQLEKKDGS SNHVYNYQP CDHPRQPCDSSCPCVIAQ
NFCEKFCQCSSECQNRFPGCRCKAQCNTKQCPCYLAVRECDPDLCLTCGAADHWDSKNVS
CKNCSIQRGSKKHLLLADP SDVAGWGIF IKDPVQENEFISEYCGET ISQDEADRRGEVYDE
YMCSFLENLNNDFVVDATREGNKIXFANHSVNPNCY AKVMMVNGDHRIGIFAKRATIQTGE
ELFFDYRYSQADALKYVGIEREMEIP

En donde X es preferiblemente una cisteina (C) o una histidina (H).

La secuencia de aminoacidos de un mutante de EZH2 puede diferir de la secuencia de aminoacidos de EZH2 hu-
mana de tipo natural en uno o varios residuos de aminoacidos en su dominio de bolsillo de unién al sustrato tal y
como se define en SEQ ID NO: 6. Este mutante de EZH2 se denomina en este documento mutante EZH2.

EZH2 mutante que comprende una o varias mutaciones en el dominio de bolsillo de unién al sustrato (SEQ ID NO:
18)

MGQTGKESEKGPVCWRERVKSEYMRLRQLEKRFRRADEVE SHME SSNRQKILERTE ILNQEW
KORRIQPVHILTSVSSLRGTRECSVTSDLDFPTQVIPLETLNAVASYP IMY SWSPLOQONFE
MVEDETVLHNIPYMGDEVLDQDGTFIEELIKNYDGKVHGDRECGF INDEIFVELVNALGQ
YNDDDDDDDGDDPEEREEKQKDLEDHRDDKESRPPREKFP SDKIFEAIS SMEPDKGTAEEL
KERKYKELTEQQLPGALPPECTPNIDGPNAKSVQREQSLHSFHTLECRRCFKYDCEFLHPEFH
ATPNTYKRENTETALDNKPCGPQCYQHLEGAKEFAAALTAERIKTPPKRPGGRRRGRLPN
NSSRPSTPTINVLESKDTDSDREAGTIETGGENNDKEEEEKKDETSSSSEANSRCQTP IKM
KPNIEPPENVEWSGAEASMFRVLIGTYYDNEFCATARLIGTRTCROVYEFRVKESSITAPA
PAEDVDTPPREKKKRKHRLWAAHCREIQLEKDGSSNHVYNYQPCDHPROPCDSSCPCVIAQ
NFCEKFCQCSSECONRFPGCRCEAQCNTKQCPCYLAVRECDPDLCLTCGAADHWD SKNVS
CENCSIQRGSKKHLLLAP SDVAGWGIF IKDPVOKNEFISEXCGEI ISQDEADRRGEVYDE
YMXXXLENLNNDFXXDETRKGNKX XA HSVNPNCYAKVMMYVNGDHRXGIFAKRATIQTGE

ELFXDXRYSKADALKYVGIEREMEIP
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En donde X puede ser cualquier aminoacido excepto el correspondiente al del residuo de tipo natural.

Las implicaciones de los presentes resultados para una enfermedad humana se explican por los datos resumidos en
la Tabla 2 (véase el Ejemplo 5). Las células heterocigotas para EZH2 se espera que muestren un fenotipo maligno
debido a la formacion eficaz de H3-K27me1 a través de la enzima WT vy, la posterior transicion eficaz de esta espe-
cie progenitora a H3-K27me2 y, especialmente, H3-K27me3, a través de la o las formas de enzimas mutantes.

Se ha descrito que la formaciéon de H3-K27me1 no depende exclusivamente de la catalisis de WT-EZH2. Estudios
con EZH2 desactivada y de otra subunidad de PRC2, EED, han demostrado que la formacion de H3-K27me1 se
puede catalizar por complejos PRC2 que contienen ya sea EZH2 o la proteina relacionada EZH1 como subunidad
catalitica. Shen, X. et al. (2008) Cell Mol 32: 491-502. Por lo tanto, un acoplamiento catalitico entre las especies de
EZH2 mutantes y complejos PRC2 que contienen o bien WT-EZH2 o WT-EZH1 seria suficiente para aumentar la
formacion de H3-K27me2/3 y por lo tanto para producir el fenotipo maligno consiguiente. Por tanto, los datos sugie-
ren que el fenotipo maligno de linfoma folicular (FL) y linfoma difuso de linfocitos B grandes (DLBCL) del subtipo de
linfocito B del centro germinal (GCB), asociado con la expresion de formas mutantes de EZH2, es el resultado de
una ganancia general de funcién con respecto a la formacién de la forma trimetilada de H3-K27. Esta interpretacion
de los datos también ayuda a reconciliar la existencia de una expresion en exceso de EZH2 o proteinas asociadas
con PRC2 asociada con el cancer (por ejemplo, PHF19/PCL3) y también genotipos de pérdida de funcion para UTX
desmetilasa en H3-K27 de la histona. La pérdida de actividad UTX seria enzimaticamente equivalente a una ganan-
cia de funcion para EZH2, en cualquier situacion que da lugar a mayores niveles de estado estacionario de H3-K27
trimetilada en las células cancerosas (Figura 4).

Los estados de monometilacion, dimetilacion y trimetilacion en H3-K27 de la histona estan asociados con diferentes
funciones en el control transcripcional. La monometilacion en H3-K27 de la histona se asocia con una transcripcion
activa de genes que estan preparados para la transcripcion. Cui et al. Stem Cell (2009) Cell 4:80-93; Barski (2007)
Cell 129: 823-37. En contraste, la trimetilacion en H3-K27 de la histona esta asociada o bien con genes reprimidos
para la transcripcion o genes que estan preparados para la transcripcion cuando la trimetilacion en H3-K27 de la
histona esta en cis. Cui et al. (supra); Kirmizis et al. (2007) Genes Dev 18:1592-1605; Bernstein et al. (2006) Cell
125:315-26. En conjunto, las alteraciones de la actividad del complejo PRC2 descritas en el cancer, incluyendo la
mutacion Y641 de EZH2, se prevé que daran lugar a un aumento en el estado trimetilado en H3-K27 de la histona y,
por lo tanto, daran como resultado una represion transcripcional.

Otro descubrimiento de la presente invencién es que las células que expresan una EZH2 mutante que comprende
una mutacion en el dominio de bolsillo de unién al sustrato tal y como se define en SEQ ID NO: 6, son en general
mas sensibles a los inhibidores de EZH2 de molécula pequefia que las células que expresan EZH2 de tipo natural
(WT). Especificamente, las células que expresan el mutante Y641 de EZH2 muestran una reduccién del crecimiento,
la divisiéon o la proliferacion o incluso sufren apoptosis o necrosis después del tratamiento con los inhibidores de
EZH2. En contraposicion, las células que expresan EZH2 WT no son sensibles al efecto antiproliferativo de los inhi-
bidores de EZH2 (Figuras 13 y 14). En particular, las células que expresan una mutacion por sustitucion en la posi-
cion del aminoacido 677 de SEQ ID NO: 1, muestran una mayor sensibilidad frente a los inhibidores de EZH2 que
las células que expresan otros mutantes de EZH2 (Ejemplo 17).

Se ha sugerido que EZH2 y otras proteinas metiltransferasas son dianas atractivas para el descubrimiento de farma-
cos. Copeland et al. (2009) Nat Rev Drug Discov 8:724-32; Copeland et al. (2010) Curr Opin Chem Biol 14(4):505-
10; Pollock et al. (2010) Drug Discovery Today: Therapeutic Strategies 6(1):71-9. Los presentes datos también su-
gieren una estrategia experimental para el desarrollo de farmacos especificos para el linfoma FL y GCB. Como las
diferencias en el reconocimiento del sustrato entre WT y los mutantes asociados a una enfermedad se obtienen por
las interacciones del estado de transicién, los inhibidores de molécula pequefia que imitan selectivamente el estado
de transicion de la EZH2 mutante sobre el de la enzima WT, deben demostrar que son eficaces en el bloqueo de la
metilacion de H3-K27 en las células portadoras de la mutacion. Se espera que los inhibidores de este tipo muestren
un indice terapéutico elevado, ya que la toxicidad mediada por la diana seria minima para cualquier célula que sea
portadora solamente de la enzima WT. Un mimetismo del estado de transicion ha demostrado ser una estrategia
eficaz para el disefio de farmacos en muchas areas de enfermedad. Véase, por ejemplo, Copeland, R.A. Enzymes:
A Practical Introduction to Structure, Mechanism and Data Analysis. 22 ed, (Wiley, 2000).

Los presentes resultados apuntan a una dependencia no reconocida previamente, sorprendente del acoplamiento
enzimatico entre enzimas que realizan la monometilacion de H3-K27 y ciertas formas mutantes de EZH2 para la
patogénesis en el linfoma folicular y el linfoma difuso de linfocitos B grandes. Aunque no se pretende estar ligado a
ninguna teoria, se cree que los datos constituyen el primer ejemplo de una enfermedad humana que depende de un
acoplamiento de ese tipo de la actividad catalitica entre enzimas normales (WT) y mutantes asociadas con la enfer-
medad (tal como Y641).

En este documento se describe un método para tratar o aliviar un sintoma de cancer o de una afeccién precancero-

sa en un sujeto mediante la administracion a un sujeto que expresa una EZH2 mutante que comprende una muta-
cion en el dominio de bolsillo de unién al sustrato tal y como se define en SEQ ID NO: 6, de una cantidad terapéuti-
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camente eficaz de un inhibidor de EZH2.

En este documento se describe un método para inhibir en un sujeto la conversion de H3-K27 a H3-K27 trimetilada.
La inhibicion puede implicar la inhibicién en un sujeto de la conversion de H3-K27 no metilada a H3-K27 monometi-
lada, la conversion de H3-K27 monometilada a H3-K27 dimetilada, la conversion de H3-K27 dimetilada a H3-K27
trimetilada o cualquier combinacion de las mismas, incluyendo, por ejemplo, la conversion de H3-K27 monometilada
a H3-K27 dimetilada y la conversion de H3-K27 dimetilada a H3-K27 trimetilada. Tal y como se usa en este docu-
mento, H3-K27 no metilada se refiere a la histona H3 sin un grupo metilo unido covalentemente al grupo amino de la
lisina 27. Tal y como se usa en este documento, H3-K27 monometilada se refiere a la histona H3 con un Unico grupo
metilo unido covalentemente al grupo amino de la lisina 27. H3-K27 monometilada también se denomina en este
documento H3-K27me1. Tal y como se usa en el presente documento, H3-K27 dimetilada se refiere a la histona H3
con dos grupos metilo unidos covalentemente al grupo amino de la lisina 27. H3-K27 dimetilada también se denomi-
na en este documento H3-K27me2. Tal y como se usa en el presente documento, H3-K27 trimetilada se refiere a la
histona H3 con tres grupos metilo unidos covalentemente al grupo amino de la lisina 27. H3-K27 trimetilada también
se denomina en este documento H3-K27me3.

La histona H3 es una proteina de 136 aminoacidos de longitud, cuya secuencia es conocida. Véase, por ejemplo,
GenBank n° de orden CAB02546. Tal y como se describe adicionalmente en este documento, ademas de la histona
H3 de longitud completa, fragmentos peptidicos de la histona H3 que comprenden el residuo de lisina correspon-
diente a K27 de la histona H3 de longitud completa, se pueden utilizar como sustrato para EZH2 (y lo mismo para las
formas mutantes de EZH2) para evaluar la conversion de H3-K27m1 a H3-K27m2 y la conversion de H3-K27m2 a
H3-K27m3. Ese fragmento peptidico se puede corresponder a los residuos de aminoacidos 21-44 de la histona H3.
Ese fragmento peptidico tiene la secuencia de aminoacidos LATKAARKSAPATGGVKKPHRYRP (SEQ ID NO: 19).

En el presente documento se describe un método que implica administrar a un sujeto que expresa una EZH2 mutan-
te una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de EZH2, en donde el inhibidor inhibe la actividad metiltrans-
ferasa en la histona de EZH2, inhibiendo de esta manera la conversion de H3-K27 a H3-K27 trimetilada en el sujeto
y tratando de ese modo o aliviando un sintoma de cancer o trastornos asociados con niveles anormales de metila-
cion de la histona en el sujeto.

Un sujeto que expresa una EZH2 mutante de la presente invencion se refiere a un sujeto que tiene una cantidad
detectable de un polipéptido EZH2 mutante. Preferiblemente, el polipéptido EZH2 mutante comprende una o varias
mutaciones en su dominio de bolsillo de unién al sustrato como se define en SEQ ID NO: 6. La mutacién incluye una
sustitucién en la posicion de los aminoacidos 677, 687 o 641 de SEQ ID NO: 1, tal como, pero no se limita a, una
sustitucion con glicina (G) de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la posiciéon del aminoacido 677 de SEQ ID
NO: 1 (A677G); una sustitucion con valina (V) de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la posiciéon del aminoa-
cido 687 de SEQ ID NO: 1 (A687V); una sustituciéon con fenilalanina (F) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural
en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641F); una sustitucion con histidina (H) de la tirosina (Y) del
residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641H); una sustitucion con asparagina
(N) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641N); una
sustitucion con serina (S) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 641 de SEQ ID
NO: 1 (Y641S); o una sustitucion con cisteina (C) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicién del ami-
noacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641C). Mas preferiblemente, el sujeto tiene una cantidad detectable de un polipép-
tido EZH2 mutante que comprende una sustitucion con glicina (G) de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la
posicion del aminoacido 677 de SEQ ID NO: 1 (A677G); una sustitucion con valina (V) de la alanina (A) del residuo
de tipo natural en la posicién del aminoacido 687 de SEQ ID NO: 1 (A687V).

Alternativamente, un sujeto que expresa una EZH2 mutante de la presente invencion se refiere a un sujeto que tiene
una cantidad detectable de una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido EZH2 mutante. Preferible-
mente, una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido EZH2 mutante comprende una o varias muta-
ciones en su dominio de bolsillo de union al sustrato tal y como se define en SEQ ID NO: 6. La mutacion incluye una
sustitucién en la posicion de los aminoacidos 677, 687 o 641 de SEQ ID NO: 1, tal como, pero que no se limita a,
una sustitucion con glicina (G) de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la posiciéon del aminoacido 677 de SEQ
ID NO: 1 (A677G); una sustitucion con valina (V) de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la posicién del ami-
noacido 687 de SEQ ID NO: 1 (A687V); una sustitucién con fenilalanina (F) de la tirosina (Y) del residuo de tipo
natural en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641F); una sustitucion con histidina (H) de la tirosina
(Y) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641H); una sustitucion con
asparagina (N) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posiciéon del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1
(Y641N); una sustitucion con serina (S) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido
641 de SEQ ID NO: 1 (Y641S); o una sustitucion con cisteina (C) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la
posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641C). Mas preferiblemente, el sujeto tiene una cantidad detectable
de secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido EZH2 mutante que comprende una sustitucion con glicina
(G) de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 677 de SEQ ID NO: 1 (A677G); una
sustitucion con valina (V) de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 687 de SEQ ID
NO: 1 (A687V).
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DETECCION DE MUTANTES DE EZH2

Un polipéptido EZH2 mutante se puede detectar usando cualquier método adecuado. Por ejemplo, un polipéptido
EZH2 mutante se puede detectar utilizando un anticuerpo que se une especificamente al polipéptido EZH2 mutante
o a un fragmento de péptido que es caracteristico del polipéptido EZH2 mutante. Un fragmento de péptido que es
caracteristico del polipéptido EZH2 mutante puede incluir, por ejemplo, un dominio SET tal y como se proporciona en
SEQ ID NO: 7, a excepcion de la sustitucién de uno o varios residuos en el dominio de bolsillo de unién al sustrato
como se define en SEQ ID NO: 6 por un residuo de aminoacido distinto del residuo de tipo natural. En otra realiza-
cion, un fragmento de péptido que es caracteristico del polipéptido EZH2 mutante puede incluir, por ejemplo, un
fragmento de 10-113 aminoacidos del dominio SET, tal y como se proporciona en SEQ ID NO: 7, excepto por una
sustitucién de uno o varios residuos en el dominio de bolsillo de unién al sustrato tal y como se define en SEQ ID
NO: 6 por un residuo de aminoacido distinto del residuo de tipo natural, siempre que el fragmento incluya el residuo
de aminoacido que corresponde a una mutaciéon de EZH2. Un anticuerpo se considera que se une especificamente
al polipéptido EZH2 mutante o a un fragmento peptidico que es caracteristico del polipéptido EZH2 mutante, si se
une a ese polipéptido EZH2 mutante o a ese fragmento de péptido del mismo, pero no al polipéptido EZH2 de tipo
natural correspondiente o a un fragmento peptidico del mismo. En una realizacion, un anticuerpo de ese tipo se
considera que se une especificamente al polipéptido EZH2 mutante o a un fragmento peptidico que es caracteristico
del polipéptido EZH2 mutante, si se une a ese polipéptido EZH2 mutante o a ese fragmento peptidico del mismo con
una afinidad que es al menos aproximadamente 100 veces mayor que la correspondiente al polipéptido EZH2 de
tipo natural o a un fragmento peptidico del mismo. En una realizacion, un anticuerpo de ese tipo se considera que se
une especificamente al polipéptido EZH2 mutante o a un fragmento peptidico que es caracteristico del polipéptido
EZH2 mutante, si se une a ese polipéptido EZH2 mutante o a un fragmento peptidico del mismo con una afinidad
que es al menos aproximadamente 1000 veces mayor que la correspondiente al polipéptido EZH2 de tipo natural o a
un fragmento peptidico del mismo. El anticuerpo se puede utilizar, por ejemplo, en un ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA) o en un ensayo de transferencia Western. El anticuerpo puede ser monoclonal, policlonal,
quimérico o un fragmento de anticuerpo. La etapa de detectar el producto de reaccion se puede llevar a cabo con
cualquier inmunoensayo adecuado.

En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. Un anticuerpo monoclonal se puede preparar de
acuerdo con métodos convencionales bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Kohler y Milstein (1975)
Nature 256(5517):495-7.

A modo de otro ejemplo, un polipéptido EZH2 mutante se puede detectar utilizando espectrometria de masas (MS),
por ejemplo, ionizacidon por electroespray acoplada con tiempo-de-vuelo (ESI-TOF) o desorcién/ionizacion laser
asistida por matriz con tiempo-de-vuelo (MALDI-TOF). Tales métodos son bien conocidos en la técnica. El analisis
implicara la identificacion de uno o varios fragmentos peptidicos que comprenden la mutacion de interés, por ejem-
plo, un péptido de 12 a 24 aminoacidos de longitud que comprende una secuencia que incluye el aminoacido co-
rrespondiente a una mutacion en EZH2 de tipo natural.

Una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido EZH2 mutante o un fragmento peptidico que es carac-
teristico del polipéptido EZH2 mutante se puede detectar usando cualquier método adecuado. Por ejemplo, una
secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido EZH2 mutante se puede detectar utilizando una resecuen-
ciacion del genoma completo o una resecuenciacion de la region diana (esta ultima también conocida como rese-
cuenciacion dirigida) utilizando fuentes adecuadamente seleccionadas de ADN y cebadores de la reaccién en cade-
na de la polimerasa (PCR) de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Bentley
(2006) Curr Opin Genet Dev. 16:545-52 y Li et al. (2009) Genome Res 19:1124-1132. El método implica tipica y
generalmente las etapas de purificacion de ADN gendmico, amplificacién con PCR para amplificar la region de inte-
rés, secuenciacion con ciclos, limpieza de la reaccion de secuenciacion, electroforesis capilar y analisis de datos.
Los cebadores de calidad elevada para la PCR para cubrir una region de interés se disefian usando herramientas de
disefio de cebadores in silico. La secuenciacion con ciclos es un método simple en el que sucesivas rondas de des-
naturalizacion, reasociacion y extension en un termociclador dan lugar a una amplificacion lineal de los productos de
extension. Los productos normalmente terminan con un marcador fluorescente que identifica la base del nucleétido
terminal como G, A, T o C. Los terminadores de colorantes marcadores y las sales que pueden competir para una
inyeccion electroforética capilar se eliminan por lavado. Durante la electroforesis capilar, los productos de la reaccion
de secuenciacion por ciclos migran a través de los capilares cargados con polimero. Los fragmentos de ADN carga-
dos negativamente se separan por el tamafio a medida que se mueven a través de los capilares hacia el electrodo
positivo. Después de la electroforesis, el programa informatico de recogida de datos crea un archivo de la muestra
de los datos sin purificar. Con el uso de aplicaciones de programas informaticos aguas abajo, se realiza un analisis
de datos adicional para traducir las imagenes de los datos con color recogidos, en las bases de nucleétidos corres-
pondientes. Alternativamente o ademas, el método puede incluir el uso de una captura y/o secuenciacion de ADN
gendmico de una region diana basandose en micromatrices. Los kits, reactivos y métodos para seleccionar cebado-
res apropiados para la PCR vy la realizacién de una resecuenciacion, estan disponibles comercialmente, por ejemplo,
en Applied Biosystems, Agilent y NimbleGen (Roche Diagnostics GmbH). Métodos como estos se han utilizado para
detectar mutaciones en JAK2 y el gen de la leucemia mieloproliferativa (MPL) y para diagnosticar policitemia vera,
trombocitemia esencial y mielofibrosis idiopatica. Para el uso en la presente invencion, los cebadores de PCR se
pueden seleccionar de modo que amplifiquen, por ejemplo, al menos una porcién relevante de SEQ ID NO: 8 (arri-
ba).

Alternativamente o ademas, una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido EZH2 mutante se puede
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detectar utilizando una transferencia Southern, de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. En una reali-
zacion, una secuencia de ADN que codifica un polipéptido EZH2 mutante se detecta usando una hibridacién de
acidos nucleicos que se realiza en condiciones altamente rigurosas. Una sonda de acido nucleico se selecciona de
tal manera que su secuencia sea complementaria a una secuencia de acido nucleico diana que incluye un codén
para el aminoacido mutante correspondiente a una mutacion de EZH2 de tipo natural. Esa mutacioén incluye cual-
quier mutacion de EZH2, preferiblemente una o varias mutaciones en el dominio de bolsillo de unién al sustrato tal y
como se define en SEQ ID NO: 6 de EZH2, tales como, pero sin limitarse a, una sustitucion con glicina (G) de la
alanina (A) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 677 de SEQ ID NO: 1 (A677G); una sustitucion
con valina (V) de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 687 de SEQ ID NO: 1
(AB87V); una sustitucion con metionina (M) de la valina (V) del residuo de tipo natural en la posiciéon del aminoacido
674 de SEQ ID NO: 1 (V674M); una sustitucién con histidina (H) de la arginina (R) del residuo de tipo natural en la
posicion del aminoacido 685 de SEQ ID NO: 1 (R685H); una sustitucion con cisteina (C) de la arginina (R) del resi-
duo de tipo natural en la posicion del aminoacido 685 de SEQ ID NO: 1 (R685C); una sustitucion con fenilalanina (F)
de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641F); una susti-
tucién con histidina (H) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 641 de SEQ ID
NO: 1 (Y641H); una sustitucion con asparagina (N) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicién del
aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641N); una sustitucion con serina (S) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natu-
ral en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641S); o una sustitucion con cisteina (C) de la tirosina (Y)
del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641C).

Una sonda especifica de secuencia se combina con una muestra que se va a someter a ensayo en condiciones
altamente rigurosas. La expresion "condiciones altamente rigurosas”, tal y como se usa en este documento, se refie-
re a parametros con los que la técnica esta familiarizada. Los parametros para la hibridacion de acidos nucleicos se
pueden encontrar en referencias que recopilan tales métodos, por ejemplo, J. Sambrook, et al., compiladores, Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
New York, 1989 o F.M. Ausubel, et al., compiladores, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
Inc., Nueva York. Mas especificamente, unas condiciones altamente rigurosas, tal y como se usan en este documen-
to, se refieren, por ejemplo, a una hibridacién a 65°C en tampoén de hibridacion (3,5 x SSC, 0,02% de Ficoll, 0,02%
de polivinilpirrolidona, 0,02% de albumina de suero bovino (BSA), NaH;PO4 2,5 mM (pH 7), 0,5% de SDS, EDTA 2
mM). SSC es cloruro de sodio 0,15 M/citrato de sodio 0,015 M, pH 7; SDS es dodecilsulfato sédico; y EDTA es acido
etilendiamintetraacético. Después de la hibridacion, la membrana sobre la que se transfiere el ADN, se lava, por
ejemplo, en 2 x SSC a temperatura ambiente y luego a 0,1-0,5 x SSC/0,1 x SDS a temperaturas de hasta 68°C.

Hay otras condiciones, reactivos, etc. que se pueden utilizar, que dan lugar a un grado de rigor similar. El experto en
la técnica estara familiarizado con tales condiciones y por lo tanto no se ofrecen en este documento. Se entendera,
sin embargo, que el experto en la materia sera capaz de manipular las condiciones de una manera que se permita
una identificacion clara de los acidos nucleicos asociados con EZH2 de la invencion, incluyendo, en particular, los
acidos nucleicos que codifican mutantes de EZH2 (por ejemplo, mediante el uso de condiciones menos rigurosas).
El experto en la materia también esta familiarizado con la metodologia para el escrutinio de células y genotecas en
busca de la expresion de tales moléculas, que después se aislan de forma rutinaria, siguiendo con un aislamiento de
la molécula de acido nucleico pertinente y una secuenciacion.

Al sujeto se le administra una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de EZH2. Tal y como se usa en el
presente documento, un inhibidor de EZH2 se refiere, en general, a una molécula pequefia, es decir, una molécula
de peso molecular menor de aproximadamente 1,5 kilodaltons (kDa), que es capaz de interferir con la actividad
enzimatica de la metiltransferasa de histonas de EZH2.

En una realizacion, el inhibidor de EZH2 inhibe la actividad metiltransferasa de histonas de EZH2 de tipo natural. En
una realizacion, el inhibidor de EZH2 inhibe la actividad metiltransferasa de histonas de la EZH2 mutante. En una
realizacion, el inhibidor de EZH2 inhibe la actividad metiltransferasa de histonas de EZH2 de tipo natural y la activi-
dad metiltransferasa de histonas de la EZH2 mutante. En una realizacién, el inhibidor de EZH2 inhibe selectivamente
la actividad metiltransferasa de histonas de la EZH2 mutante.

Tal y como se describe en este documento, ciertos mutantes de EZH2 (tales como Y641) son catalizadores relati-
vamente mediocres para la conversion de H3-K27 no metilada a H3-K27me1 y también catalizadores inesperada-
mente eficaces para la conversion de H3-K27me2 a H3-K27me3. Ciertos mutantes de EZH2 (tales como A687)
prefieren un sustrato de monometil H3-K27. Por el contrario, ciertos mutantes de EZH2 (tales como A677) muestran
la misma preferencia entre H3-K27 no metilada, monometilada y dimetilada. A la inversa, EZH2 de tipo natural es un
catalizador relativamente eficaz para la conversion de H3-K27 no metilada a H3-K27me1 y un catalizador todavia
inesperadamente ineficaz para la conversién de H3-K27me2 a H3-K27me3. Esto es importante porque los estados
de monometilacion, dimetilacion y trimetilacion de H3-K27 muestran diferentes funciones en el control transcripcio-
nal. Por ejemplo, H3-K27me1 se asocia con una transcripcion activa de genes que estan listos para la transcripcion,
mientras que H3-K27me3 se asocia con genes reprimidos para la transcripcion o genes que estan listos para la
transcripcién cuando la trimetilacién de H3-K4 esta en cis. Por tanto, una inhibicién selectiva de la actividad metil-
transferasa de las histonas del mutante de EZH2 afecta a una inhibicidn selectiva de la produccion de las diferentes
formas metiladas de H3-K27, modificando de ese modo la transcripcién asociada con los niveles de metilacién de
H3-K27.
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Un inhibidor la EZH2 "inhibe selectivamente” la actividad metiltransferasa de histonas de la EZH2 mutante cuando se
inhibe la actividad metiliransferasa de histonas de la EZH2 mutante mas efectivamente de lo que se inhibe la activi-
dad metiltransferasa de histonas de EZH2 de tipo natural. Por ejemplo, en una realizacion, el inhibidor selectivo tiene
una CI50 para la EZH2 mutante que es al menos 40 por ciento menor que la CI50 para la EZH2 de tipo natural. En
una realizacion, el inhibidor selectivo tiene una CI50 para la EZH2 mutante que es al menos 50 por ciento menor que
la C150 para la EZH2 de tipo natural. En una realizacién, el inhibidor selectivo tiene una CI50 para la EZH2 mutante
que es al menos 60 por ciento menor que la CI50 para la EZH2 de tipo natural. En una realizacion, el inhibidor selec-
tivo tiene una CI50 para la EZH2 mutante que es al menos 70 por ciento menor que la CI50 para la EZH2 de tipo
natural. En una realizacion, el inhibidor selectivo tiene una CI50 para la EZH2 mutante que es al menos 80 por ciento
menor que la CI50 para la EZH2 de tipo natural. En una realizaciéon, el inhibidor selectivo tiene una CI50 para la
EZH2 mutante que es al menos 90 por ciento menor que la CI50 para la EZH2 de tipo natural.

En una realizacion, el inhibidor selectivo de una EZH2 mutante no ejerce esencialmente ningun efecto inhibidor so-
bre EZH2 de tipo natural.

El inhibidor inhibe la conversion de H3-K27me2 a H3-K27me3. En una realizacion, el inhibidor se dice que inhibe la
trimetilacion de H3-K27. Ya que la conversién de H3-K27me1 a H3-K27me2 precede a la conversion de H3-K27me2
a H3-K27me3, un inhibidor de la conversiéon de H3-K27me1 a H3-K27me2 naturalmente también inhibe la conver-
sion de H3-K27me2 a H3-K27me3, es decir, inhibe la trimetilacién de H3-K27. También es posible inhibir la conver-
sion de H3-K27me2 a H3-K27me3 sin inhibir la conversion de H3-K27me1 a H3-K27me2. Una inhibicién de este tipo
también daria lugar a una inhibicion de la trimetilacion de H3-K27, aunque sin inhibir la dimetilacion de H3-K27.

En una realizacion, el inhibidor inhibe la conversion de H3-K27me1 a H3-K27me2 y la conversion de H3-K27me2 a
H3-K27me3. Un inhibidor de ese tipo puede inhibir directamente solo la conversién de H3-K27me1 a H3-K27me2.
Alternativamente, ese inhibidor puede inhibir directamente tanto la conversién de H3-K27me1 a H3-K27me2 como la
conversion de H3-K27me2 a H3-K27me3.

El inhibidor inhibe la actividad metilasa de histonas. La inhibicion de la actividad metilasa de histonas se puede de-
tectar usando cualquier método adecuado. La inhibicion se puede medir, por ejemplo, ya sea en términos de tasa de
actividad metilasa de histonas o como un producto de la actividad metilasa de histonas. Métodos adecuados para
cualquiera de estas lecturas, se incluyen en los Ejemplos a continuacion.

La inhibicion es una inhibicion medible en comparaciéon con un control negativo adecuado. En una realizacion, la
inhibicion es al menos un 10 por ciento de inhibicién en comparacién con un control negativo adecuado. Es decir, la
tasa de actividad enzimatica o la cantidad de producto con el inhibidor es menor o igual al 90 por ciento de la tasa
correspondiente o la cantidad producida sin el inhibidor. En otras diversas realizaciones, la inhibiciéon es al menos
20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 75, 80, 90 o 95 por ciento de inhibicién en comparacién con un control negativo adecuado.
En una realizacion, la inhibicion es una inhibicién de al menos 99 por ciento en comparacion con un control negativo
adecuado. Es decir, la tasa de actividad enzimatica o la cantidad de producto con el inhibidor es menor o igual al 1
por ciento de la tasa correspondiente o la cantidad producida sin el inhibidor.

En el presente documento se describe el inhibidor S-adenosil-L-homocisteina (SAH). SAH tiene la férmula estructu-
ral

H)

Sy
K e, ()\\

(SAH)
y esta disponible comercialmente con una serie de proveedores, incluyendo, por ejemplo, Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO. SAH se ha descrito como un inhibidor de la transmetilacién mediante metiltransferasas dependientes de S-
adenosilmetionina.
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En el presente documento se describe el Compuesto inhibidor 75
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En ciertas realizaciones, la invenciéon comprende la etapa de realizar un ensayo para detectar un mutante de EZH2
en una muestra de un sujeto. Los ensayos de este tipo se han descrito anteriormente. Tal y como se usa en este
documento, una "muestra de un sujeto" se refiere a cualquier muestra adecuada que contiene células o componen-
tes de las células obtenidos o derivados de un sujeto. En una realizacion, la muestra incluye células sospechosas de
expresar EZH2 mutante, por ejemplo, células de cancer. En una realizacion, la muestra es una muestra de sangre.
En una realizacion, la muestra es una muestra de una biopsia obtenida a partir de, por ejemplo, un tejido linfatico
(por ejemplo, ganglio linfatico) o médula ésea. En una realizacioén, la muestra es una muestra de una biopsia obteni-
da a partir de un tejido distinto o ademas de un tejido linfatico (por ejemplo, ganglio linfatico) o médula 6sea. Por
ejemplo, en una realizacién, la muestra es una biopsia de un cancer, por ejemplo, un tumor compuesto por células
cancerosas. Las células en la muestra se pueden aislar de otros componentes de la muestra. Por ejemplo, las célu-
las mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se pueden aislar como una capa de leucocitos a partir de una
muestra de sangre que se ha centrifugado de acuerdo con métodos conocidos por los expertos en la técnica.

Cuando el resultado del ensayo en una muestra procedente de un sujeto indica que una EZH2 mutante esta presen-
te en la muestra, se dice que el sujeto expresa una EZH2 mutante. De hecho, en una realizacién, cuando el resulta-
do del ensayo en una muestra de un sujeto indica que una EZH2 mutante esta presente en la muestra, el sujeto se
identifica como un candidato para el tratamiento con un inhibidor de EZH2, en donde el inhibidor inhibe selectiva-
mente la actividad metiltransferasa de histonas de la EZH2 mutante.

Cuando el resultado del ensayo en una muestra de un cancer indica que una EZH2 mutante esta presente en el
cancer, se dice que el cancer expresa la EZH2 mutante.

Del mismo modo, cuando el resultado del ensayo en una muestra que comprende células cancerosas de un sujeto
que tiene un cancer, indica que una EZH2 mutante esta presente en la muestra, se dice que el sujeto expresa la
EZH2 mutante.

La deteccion de H3-K27 dimetilada o H3-K27 trimetilada se puede realizar usando cualquier método adecuado en la
técnica. En una realizacion, el nivel de metilacion se detecta utilizando anticuerpos especificos para H3-K27 dimeti-
lada o H3-K27 trimetilada. Por ejemplo, el tejido aislado se fija con formalina y se embebe en bloques de parafina
para una conservacion a largo plazo. Los bloques se pueden utilizar para preparar portaobjetos para una tincion
inmunohistoquimica o una tincién fluorescente con anticuerpos contra H3-K27 metilada. Alternativamente, lisados de
células completas o extractos de histonas se pueden preparar a partir de la muestra de tejido aislada y posterior-
mente utilizar para una tinciéon inmunohistoquimica, analisis de transferencia Western o tincion fluorescente. En otra
realizacion, el nivel de metilacion se detecta usando un polipéptido o un aptamero especifico para H3-K27 dimetilada
o H3-K27 trimetilada. En otra realizacién, el nivel de metilacién se detecta empleando espectrometria de masas
(MS).

Una H3-K27 dimetilada de control o una H3-K27 trimetilada de control se puede establecer a partir de una muestra
de control, por ejemplo, un tejido no tumoral adyacente aislado a partir del sujeto o un tejido sano procedente de un
sujeto sano. Alternativamente, el nivel de metilacion de control de H3-K27me2 o H3-K27me3 puede ser establecido
por un patélogo con métodos conocidos en la técnica.

METODOS DE ESCRUTINIO

En este documento se describe un método para identificar un compuesto de ensayo como un inhibidor de una EZH2
mutante. EI método puede incluir la combinaciéon de una EZH2 mutante aislada con un sustrato de histonas, un do-
nante de grupos metilo (por ejemplo, S-adenosil metionina (SAM)) y un compuesto de ensayo, en donde el sustrato
de histonas comprende una forma de H3-K27 seleccionada entre el grupo que consiste en H3-K27 no metilada, H3-
K27 monometilada, H3-K27 dimetilada y cualquier combinacion de las mismas; y la realizacion de un ensayo para
detectar la metilacién de H3-K27 en el sustrato de histonas, identificando de este modo el compuesto de ensayo
como un inhibidor de la EZH2 mutante cuando la metilacion de H3-K27 en presencia del compuesto de ensayo es
menor que la metilacion de H3-K27 en ausencia del compuesto de ensayo. El ensayo para detectar la metilacion de

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2718900 T3

H3-K27 se puede seleccionar para medir la tasa de metilacion, el grado de metilacion o ambos, la tasa y el grado de
metilacion.

La EZH2 mutante se aisla en forma de un complejo PRC2 o un equivalente funcional del mismo. Tal y como se utili-
za en este documento, el término "aislado" significa sustancialmente separado de otros componentes con los que el
complejo se puede encontrar tal y como esta presente en la naturaleza. Un compuesto se puede aislar sin que esté
necesariamente purificado. EI mutante de EZH2 se puede aislar como un complejo de una EZH2 mutante junto con
EED y SUZ12. El mutante de EZH2 se puede aislar como un complejo de una EZH2 mutante junto con EED, SUZ12
y RbAp48. En condiciones apropiadas, un complejo PRC2 o un equivalente funcional del mismo muestra actividad
metiltransferasa de histonas con H3-K27. El complejo puede estar compuesto por polipéptidos de componentes
expresados de forma recombinante, por ejemplo, EZH2, EED, SUZ12, con o sin RbAp48.

La EZH2 mutante aislada se combina con un sustrato de histonas. Un sustrato de histonas incluye cualquier fuente
adecuada de polipéptidos de histonas o fragmentos de los mismos que pueden servir como sustrato para EZH2. El
sustrato de histonas puede incluir histonas aisladas a partir de un sujeto. Las histonas se pueden aislar a partir de
células de un sujeto usando cualquier método adecuado; tales métodos son bien conocidos por los expertos en la
técnica y no se tienen que especificar adicionalmente en este documento. Véase, por ejemplo, Fang et al. (2004)
Methods Enzymol 377:213-26. El sustrato de histonas se puede proporcionar como nucleosomas. El sustrato de
histonas se puede proporcionar como nucleosomas de eritrocitos aviares (pollo).

El sustrato de histonas proporcionado de este modo puede incluir una mezcla por adicién de estados de modifica-
cion de histonas, incluyendo diversos estados de metilacion de H3-K27, tal y como se determinan por transferencia
Western con anticuerpos especificos del estado de metilacion de H3-K27. El sustrato de histonas se puede propor-
cionar como una histona H3 purificada de longitud completa. Una histona H3 purificada de longitud completa de este
tipo se puede proporcionar como una preparacion homogénea con respecto a estados de metilacion de H3-K27 o
como una mezcla por adicién de diversos estados de metilacién de H3-K27. Las preparaciones homogéneas de
histona H3 aislada respecto a los estados de metilacion de H3-K27, se pueden preparar en parte mediante pases
por una columna de inmunoafinidad cargada con anticuerpos adecuados especificos del estado de metilacion de H3-
K27 o por inmunoprecipitacion utilizando perlas magnéticas recubiertas con anticuerpos adecuados especificos del
estado de metilacion de H3-K27. Alternativamente o ademas, el estado de metilacion de H3-K27 se puede caracteri-
zar como parte de la realizacion del ensayo. Por ejemplo, el sustrato de histonas de material de partida se podria
caracterizar como que contiene 50 por ciento de H3-K27 no metilada, 40 por ciento de H3-K27 monometilada, 10 por
ciento de H3-K27 dimetilada y 0 por ciento de H3-K27 trimetilada.

El sustrato de histonas puede incluir un banco de péptidos o un péptido adecuado que comprende una o varias se-
cuencias de aminoacidos relacionadas con la histona H3, incluyendo, en particular, una secuencia que incluye H3-
K27. El sustrato de histonas puede ser un fragmento de péptido que se corresponde con los residuos de aminoaci-
dos 21-44 de la histona H3. Ese fragmento peptidico tiene la secuencia de aminoacidos LATKAARK-
SAPATGGVKKPHRYRP (SEQ ID NO: 19). El banco de péptidos o el péptido se puede preparar mediante sintesis
peptidica de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica y, eventualmente se pueden modificar, asi como
incorporar cualquier grado deseado de metilacién de la lisina correspondiente a H3-K27. Tal y como se describe en
los Ejemplos a continuacion, tales péptidos también se pueden modificar para incorporar un marcador, tal como
biotina, util en la realizacion de ensayos aguas abajo. El marcador se puede afadir al extremo amino N-terminal del
o de los péptidos. El marcador se puede anadir al extremo carboxi C-terminal del o de los péptidos.

Los anticuerpos especificos de la metilacion de H3-K27 estan disponibles a partir de una variedad de fuentes co-
merciales, incluyendo, por ejemplo, Cell Signaling Technology (Danvers, MA) y Active Motif (Carlsbad, CA).

La EZH2 mutante aislada se combina con un compuesto de ensayo. Tal y como se usa en este documento, un
"compuesto de ensayo" se refiere a una molécula organica pequefia que tiene un peso molecular de menos de apro-
ximadamente 1,5 kDa. Un compuesto de ensayo puede ser un compuesto conocido. Un compuesto de ensayo pue-
de ser un compuesto novedoso. Un compuesto de ensayo se puede proporcionar como parte de un banco de tales
compuestos, en donde el banco incluye, por ejemplo, decenas, cientos, miles o incluso mas compuestos. Un banco
de compuestos se puede escrutar ventajosamente en un ensayo de escrutinio de alto rendimiento, por ejemplo,
usando matrices de compuestos de ensayo y una manipulacion robdética de acuerdo con métodos generales bien
conocidos en la técnica.

Un compuesto de ensayo puede ser un compuesto que es un derivado de SAH o un derivado del Compuesto 75.

La deteccion de la metilacion de H3-K27 se puede realizar usando cualquier método adecuado. La fuente de grupos
metilo donantes puede incluir grupos metilo que estan marcados con un marcador detectable. El marcador detecta-
ble puede ser un marcador isotdpico, por ejemplo, tritio. Otros tipos de marcadores pueden incluir, por ejemplo, mar-
cadores fluorescentes.

La detecciéon de una formacion de H3-K27 trimetilada se puede realizar usando cualquier método adecuado. Por
ejemplo, la deteccién de una formacion de H3-K27 trimetilada se puede lograr usando un ensayo para detectar la
incorporacion de grupos metilo marcados, tal y como se ha descrito anteriormente, opcionalmente en combinacion
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con un método cromatografico o de otro tipo para separar los productos marcados por el tamafo, por ejemplo, elec-
troforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), electroforesis capilar (CE) o cromatografia liquida de alta presion (HPLC).
Alternativamente o ademas, la deteccion de una formacion de H3-K27 trimetilada se puede realizar utilizando anti-
cuerpos que son especificos de H3-K27 trimetilada.

La deteccién de una conversion de H3-K27 monometilada a H3-K27 dimetilada se puede realizar usando cualquier
método adecuado. La conversiéon se puede medir usando anticuerpos especificos de H3-K27 monometilada y H3-
K27 dimetilada. Por ejemplo, se pueden determinar las cantidades o concentraciones de partida de H3-K27 mono-
metilada y H3-K27 dimetilada usando anticuerpos apropiados, especificos de H3-K27 monometilada y H3-K27 dime-
tilada. Después de la combinacion de la enzima, el sustrato, el donante de grupos metilo y el compuesto de ensayo
se pueden determinar entonces, las cantidades o concentraciones resultantes de H3-K27 monometilada y H3-K27
dimetilada usando anticuerpos apropiados, especificos de H3-K27 monometilada y H3-K27 dimetilada. Las cantida-
des o concentraciones iniciales y resultantes de H3-K27 monometilada y H3-K27 dimetilada se pueden comparar a
continuacion. Alternativamente o ademas, las cantidades o concentraciones iniciales y resultantes de H3-K27 mo-
nometilada y H3-K27 dimetilada se pueden comparar entonces con cantidades de concentraciones correspondientes
de un control negativo. Una reaccion de control negativo, en la que no se incluye ningln agente de ensayo en el
ensayo, se puede ejecutar en paralelo o como un control histérico. Los resultados de esa reaccién de control se
pueden restar opcionalmente de los resultados correspondientes de la reacciéon experimental antes o junto con la
realizaciéon de la comparacion mencionada anteriormente.

Ya que la forma dimetilada de H3-K27 se puede metilar adicionalmente en el mismo ensayo, una reduccion de la
cantidad o la concentracion de H3-K27 monometilada puede parecer que no se corresponde directamente con un
aumento de H3-K27 dimetilada. En ese caso, se puede suponer, sin embargo, que una reducciéon de la cantidad o la
concentracion de H3-K27 monometilada es, por si misma, un reflejo de la conversion de H3-K27 monometilada a
H3-K27 dimetilada.

La deteccién de la conversion de H3-K27 dimetilada a H3-K27 trimetilada se puede realizar usando cualquier méto-
do adecuado. La conversion se puede medir usando anticuerpos especificos de H3-K27 dimetilada y H3-K27 trimeti-
lada. Por ejemplo, las cantidades o concentraciones de partida de H3-K27 dimetilada y H3-K27 trimetilada se pue-
den determinar utilizando anticuerpos adecuados especificos para H3-K27 dimetilada y H3-K27 trimetilada. Después
de la combinacioén de la enzima, el sustrato y el compuesto de ensayo se pueden determinar entonces, las cantida-
des o concentraciones resultantes de H3-K27 dimetilada y H3-K27 trimetilada utilizando anticuerpos adecuados,
especificos de H3-K27 dimetilada y H3-K27 trimetilada. Las cantidades o concentraciones iniciales y resultantes de
H3-K27 dimetilada y H3-K27 trimetilada se pueden comparar a continuacion. Alternativamente o ademas, las canti-
dades o concentraciones iniciales y resultantes de H3-K27 dimetilada y H3-K27 trimetilada se pueden comparar
entonces con cantidades de concentraciones correspondientes de un control negativo. Una reacciéon de control ne-
gativo, en la que no se incluye ningun agente de ensayo en el ensayo, se puede ejecutar en paralelo o como un
control histérico. Los resultados de esa reaccion de control se pueden restar opcionalmente de los resultados co-
rrespondientes de la reaccién experimental antes o junto con la realizacién de la comparacion mencionada anterior-
mente.

Un agente de ensayo se identifica como un inhibidor de la EZH2 mutante cuando la metilacién de H3-K27 con el
compuesto de ensayo es menor que la metilacion de H3-K27 sin el compuesto de ensayo. Un agente de ensayo se
puede identificar como un inhibidor de la EZH2 mutante, cuando la formacion de H3-K27 trimetilada en presencia del
compuesto de ensayo es menor que la formacion de H3-K27 trimetilada en ausencia del compuesto de ensayo.

En este documento se describe un método para identificar un inhibidor selectivo de una EZH2 mutante. EI método
puede incluir la combinacion de una EZH2 mutante aislada con un sustrato de histonas, un donante de grupos metilo
(por ejemplo, SAM) y un compuesto de ensayo, en donde el sustrato de histonas comprende una forma de H3-K27
seleccionada a partir del grupo que consiste en H3-K27 monometilada, H3-K27 dimetilada y una combinacion de H3-
K27 monometilada y H3-K27 dimetilada, formando de este modo una mezcla de ensayo; la combinacion de una
EZH2 de tipo natural aislada con un sustrato de histonas, un donante de grupos metilo (por ejemplo, SAM) y un
compuesto de ensayo, en donde el sustrato de histonas comprende una forma de H3-K27 seleccionada a partir del
grupo que consiste en H3-K27 monometilada, H3-K27 dimetilada y una combinaciéon de H3-K27 monometilada y H3-
K27 dimetilada, formando de este modo una mezcla de control; |la realizaciéon de un ensayo para detectar la trimeti-
lacién del sustrato de histonas en cada una de las mezclas de ensayo y la mezcla de control; el calculo de la relacion
de (a) la trimetilacién con la EZH2 mutante y el compuesto de ensayo (M+) con (b) la trimetilacion con la EZH2 mu-
tante sin el compuesto de ensayo (M-); el calculo de la relacion de (c) la trimetilacién con EZH2 de tipo natural y el
compuesto de ensayo (WT+) con (d) la trimetilacion con EZH2 de tipo natural sin el compuesto de ensayo (WT-); la
comparacion de la relacion (a)/(b) con la relacion (c)/(d); y la identificacién del compuesto de ensayo como un inhibi-
dor selectivo de la EZH2 mutante cuando la relacion (a)/(b) es menor que la relacion (c)/(d). El método puede incluir,
ademas, tener en cuenta un control negativo sin compuesto de ensayo para una o ambas mezclas de ensayo y la
mezcla control.

La presente invencién también proporciona una relacién sorprendente, no reconocida previamente de la sensibilidad
de un paciente frente a un inhibidor de EZH2. Por consiguiente, un aspecto de la invencién es un método para de-
terminar la sensibilidad de un sujeto que tiene cancer o sindromes mielodisplasicos (MDS, anteriormente conocidos
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como preleucemia) frente a un inhibidor de EZH2 seleccionado a partir del compuesto 2 al compuesto 62. El método
implica detectar la presencia de una mutacién en EZH2 en una muestra obtenida a partir de un sujeto, en donde la
mutacién es o se expresa como una mutacion por sustitucion en la posicion de aminoacidos 677, 687 o 641 de SEQ
ID No: 1, en donde la presencia de dicha mutacion indica que el sujeto es sensible al inhibidor de EZH2. Una muta-
cion por sustitucion de aminoacido preferida incluye una sustitucion en la posicion de aminoacidos 677, 687 o 641 de
SEQ ID NO: 1, tal como, pero no limitada a una sustitucion con glicina (G) de la alanina (A) del residuo de tipo natu-
ral en la posicion del aminoacido 677 de SEQ ID NO: 1 (A677G); una sustitucion con valina (V) de la alanina (A) del
residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 687 de SEQ ID NO: 1 (A687V); una sustitucion con fenilalanina
(F) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641F); una
sustitucion con histidina (H) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 641 de SEQ
ID NO: 1 (Y641H); una sustitucion con asparagina (N) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicion del
aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641N); una sustitucion con serina (S) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natu-
ral en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641S); o una sustitucion con cisteina (C) de la tirosina (Y)
del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641C).

En una realizacion preferida, el sujeto tiene cancer o una afecciéon cancerosa. Por ejemplo, el cancer es linfoma,
leucemia o melanoma. Preferiblemente, el linfoma es linfoma no Hodgkin, linfoma folicular o linfoma difuso de linfoci-
tos B grandes. Alternativamente, la leucemia es leucemia mieloide cronica (LMC).

En otra realizacién preferida, el polipéptido EZH2 mutante o la secuencia de acido nucleico que codifica el polipépti-
do EZH2 mutante de la presente invencidon comprende una sustituciéon en una posiciéon de los aminoacidos 677, 687
0 641 de SEQ ID NO: 1, tal como, pero no limitada a una sustitucion con glicina (G) de la alanina (A) del residuo de
tipo natural en la posicion del aminoacido 677 de SEQ ID NO: 1 (A677G); una sustitucion con valina (V) de la alanina
(A) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 687 de SEQ ID NO: 1 (A687V); una sustitucion con
fenilalanina (F) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1
(Y641F); una sustitucion con histidina (H) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido
641 de SEQ ID NO: 1 (Y641H); una sustitucion con asparagina (N) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la
posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641N); una sustitucion con serina (S) de la tirosina (Y) del residuo
de tipo natural en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641S); o una sustitucién con cisteina (C) de la
tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641C).

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

Uno o varios antagonistas de EZH2 se pueden administrar solos a un paciente humano o en composiciones farma-
céuticas en donde se mezclan con vehiculos o excipiente(s) adecuados en dosis para tratar o mejorar una enferme-
dad o una afeccion, tal y como se describe en este documento. Las mezclas de esos antagonistas de EZH2 también
se pueden administrar al paciente como una mezcla simple o en composiciones farmacéuticas formuladas adecua-
das. Por ejemplo, un aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una dosis
terapéuticamente eficaz de un antagonista de EZH2 o una sal, un hidrato, un enantidmero o un estereoisémero far-
macéuticamente aceptable del mismo; y un diluyente o un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las técnicas para la formulacion y administracion de antagonistas de EZH2 pueden encontrarse en referencias bien
conocidas por una persona de experiencia ordinaria en la técnica, tales como Remington, "The Science y Practice of
Pharmacy", 212 ed., Lippincott Williams & Wilkins 2005.

Las vias adecuadas de administracion pueden incluir, por ejemplo, la administracion oral, rectal o intestinal; la admi-
nistracion parenteral, incluyendo una inyeccion intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea o intramedu-
lar, asi como una inyeccion intratecal, intraventricular directa o intraocular; la administracién tépica, incluyendo gotas
para los ojos y transdérmica; e intranasal y otra administracion a través de la mucosa.

Alternativamente, se puede administrar un antagonista de EZH2 en de una forma local en lugar de sistémica, por
ejemplo, a través de una inyeccién del antagonista de EZH2 directamente en un sitio edematoso, frecuentemente en
una formulacion de depésito o de liberacion sostenida.

Un antagonista de EZH2 se puede administrar mediante una inyeccion directa en un tumor o nédulo linfatico.

Ademas, se puede administrar un antagonista de EZH2 en un sistema de administracion dirigida de farmacos, por
ejemplo, en un liposoma recubierto con anticuerpo especifico de las células del cancer.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden preparar, por ejemplo, mediante procedimien-
tos convencionales de mezcla, disolucién, granulacion, produccion de grageas, levigacion, emulsion, encapsulacion,
atrapamiento o liofilizacion.

Las composiciones farmacéuticas para uso de acuerdo con la presente invencién pueden formularse por tanto de
una manera convencional usando uno o varios vehiculos fisiolégicamente aceptables que comprenden excipientes y
auxiliares que facilitan el procesamiento de los antagonistas de EZH2 activos en preparaciones que pueden usarse
farmacéuticamente. Una formulacién adecuada depende de la via de administracion elegida.
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Para una inyeccion, los agentes de la invencion se pueden formular en soluciones acuosas, preferiblemente en tam-
pones fisiolégicamente compatibles, tales como solucién de Hanks, solucién de Ringer o tampdn de solucion salina
fisiolégica. Para la administracion a través de la mucosa, se emplean agentes penetrantes en la formulacion, apro-
piados para la barrera que se va a permear. Tales agentes penetrantes se conocen generalmente en la técnica.

Para la administracion oral, los antagonistas de EZH2 se pueden formular facilmente combinando los antagonistas
de EZH2 activos con vehiculos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Tales vehiculos permi-
ten que los antagonistas de EZH2 de la invencion se formulen como comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liqui-
dos, geles, jarabes, suspensiones espesas, suspensiones y similares, para ingestion oral en un paciente que se va a
tratar. Las preparaciones farmacéuticas para uso oral se pueden obtener combinando el antagonista de EZH2 activo
con un excipiente solido, moliendo opcionalmente una mezcla resultante y procesando la mezcla de granulos, des-
pués de afiadir compuestos auxiliares adecuados, si se desea, para obtener comprimidos o nucleos de grageas. Los
excipientes adecuados incluyen cargas tales como azucares, incluyendo lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; prepa-
raciones de celulosa tales como, por ejemplo, almidén de maiz, almidén de trigo, almidon de arroz, almidén de pata-
ta, gelatina, goma de tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa sédica y/o polivinilpi-
rrolidona (PVP). Si se desea, se pueden afadir agentes disgregantes, tales como la polivinil pirrolidona reticulada,
agar o acido alginico o una sal del mismo tal como alginato de sodio.

Los nucleos de grageas se proporcionan con recubrimientos adecuados. Para este fin, se pueden emplear solucio-
nes de azucar concentradas, que pueden contener opcionalmente goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel car-
bopol, polietilenglicol y/o dioxido de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos o mezclas de disolventes
adecuados. Se pueden afiadir colorantes o pigmentos a los comprimidos o recubrimientos de grageas para una
identificacion o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de antagonistas activos de EZH2.

Las preparaciones farmacéuticas que se pueden emplear oralmente incluyen capsulas de ajuste a presion a base de
gelatina, asi como capsulas blandas, selladas a base de gelatina y un agente plastificante, tal como glicerol o sorbi-
tol. Las capsulas de ajuste a presion pueden contener los ingredientes activos mezclados por adiciéon con una carga
tal como lactosa, agentes aglutinantes tales como almidones y/o lubricantes tales como talco o estearato de magne-
sio y, opcionalmente, estabilizantes. En las capsulas blandas, los antagonistas de EZH2 activos se pueden disolver
o suspender en liquidos adecuados, tales como aceites grasos, parafina liquida o polietilenglicoles liquidos. Ademas,
se pueden afadir estabilizadores.

Para la administracion bucal, las composiciones pueden estar en forma de comprimidos o pastillas formuladas de
manera convencional.

Para la administracion por inhalacién, los antagonistas de EZH2 para uso de acuerdo con la presente invencion se
administran convenientemente en forma de una presentacion de pulverizaciéon en aerosol desde envases presuriza-
dos o un nebulizador, con el uso de un propulsor adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de
dosificacion se puede determinar proporcionando una valvula para suministrar una cantidad medida. Las capsulas y
los cartuchos, por ejemplo, de gelatina para el uso en un inhalador o insuflador, se pueden formular de forma que
contienen una mezcla en polvo del antagonista de EZH2 y una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidén.

Los antagonistas de EZH2 se pueden formular para una administracion parenteral mediante inyeccién, por ejemplo,
inyeccion en bolo o infusion continua. Las formulaciones para inyecciéon se pueden presentar en forma de dosifica-
cion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes multidosis, con un conservante afiadido. Las composiciones
pueden estar en formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos y pue-
den contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes.

Las formulaciones farmacéuticas para una administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de los antagonis-
tas de EZH2 activos en forma soluble en agua. Adicionalmente, las suspensiones de los antagonistas de EZH2 acti-
VoS se pueden preparar como suspensiones para inyeccion oleosas apropiadas. Los disolventes o vehiculos lipofilos
adecuados incluyen aceites grasos tales como aceite de sésamo o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como
oleato de etilo o triglicéridos, o liposomas. Las suspensiones para inyeccidon acuosas pueden contener sustancias
que aumentan la viscosidad de la suspension, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcio-
nalmente, la suspension también puede contener estabilizantes adecuados o agentes que aumentan la solubilidad
de los antagonistas de EZH2 para permitir la preparacion de soluciones altamente concentradas.

Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para una reconstitucion antes del uso con un
vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril exenta de pirdgenos.

Los antagonistas de EZH2 se pueden formular también en forma de composiciones rectales tales como supositorios
o0 enemas de retencién, por ejemplo, que contienen bases de supositorio convencionales, tales como manteca de
cacao u otros glicéridos.

Ademas de las formulaciones descritas previamente, los antagonistas de EZH2 se pueden formular también como
una preparacion de depdésito. Tales formulaciones de accion prolongada se pueden administrar mediante la implan-
tacion (por ejemplo, por via subcutanea o por via intramuscular o mediante inyeccién intramuscular). De este modo,
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por ejemplo, los antagonistas de EZH2 se pueden formular con materiales adecuados poliméricos o hidréfobos (por
ejemplo, como una emulsion en un aceite aceptable) o resinas de intercambio idnico o como derivados escasamente
solubles (por ejemplo, como una sal poco soluble).

Alternativamente, se pueden emplear otros sistemas de administracion para los antagonistas de EZH2 farmacéuti-
cos hidrofobos. Los liposomas y las emulsiones son ejemplos de vehiculos o soportes para la administracion de
farmacos hidréfobos. Ciertos disolventes organicos tales como dimetilsulféxido también se pueden emplear. Ade-
mas, los antagonistas de EZH2 se pueden suministrar usando un sistema de liberacion sostenida, tal como matrices
semipermeables de polimeros hidroéfobos sélidos que contienen el agente terapéutico. Se han establecido diversos
materiales de liberacion sostenida y son bien conocidos por los expertos en la técnica. Las capsulas de liberacion
sostenida, dependiendo de su naturaleza quimica, pueden liberar los antagonistas de EZH2 desde durante unas
pocas semanas hasta mas de 100 dias. Dependiendo de la naturaleza quimica y la estabilidad biolégica del reactivo
terapéutico, se pueden emplear estrategias adicionales para la estabilizacion de proteinas.

Las composiciones farmacéuticas también pueden comprender vehiculos o excipientes soélidos o en fase de gel
adecuados. Ejemplos de tales vehiculos o excipientes incluyen pero no se limitan a carbonato de calcio, fosfato de
calcio, diversos azucares, almidones, derivados de celulosa, gelatina y polimeros, tales como polietilenglicoles.

METODOS DE TRATAMIENTO

En este documento se describen procedimientos para tratar, prevenir o aliviar un sintoma de afecciones y enferme-
dades, tales como canceres y afecciones precancerosas, cuyo curso se puede influir mediante la modulacion del
estado de metilacion de las histonas u otras proteinas, en donde dicho estado de metilacion esta mediado al menos
en parte por la actividad de EZH2. La modulacion del estado de metilaciéon de las histonas puede influir a su vez
sobre el nivel de expresion de genes diana activados mediante una metilacion, y/o genes diana suprimidos mediante
una metilacion.

En este documento se describe un método para tratar o aliviar un sintoma de cancer o una afeccién precancerosa.
El método comprende la etapa de administrar a un sujeto que tiene cancer o una afeccidn precancerosa y que ex-
presa una EZH2 mutante, una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de EZH2. Preferiblemente, un poli-
péptido EZH2 mutante o una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido EZH2 mutante comprende una
mutacién en su dominio de bolsillo de unién al sustrato tal y como se define en SEQ ID NO: 6. Mas preferiblemente,
un polipéptido EZH2 mutante o una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido EZH2 mutante com-
prende una mutacioén por sustitucién en la posicién de aminoacidos 677, 687, 674, 685 o 641 de SEQ ID NO: 1, tal
como, pero sin limitarse a una sustitucion con glicina (G) de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la posicion
del aminoéacido 677 de SEQ ID NO: 1 (A677G); una sustitucion con valina (V) de la alanina (A) del residuo de tipo
natural en la posicion del aminoacido 687 de SEQ ID NO: 1 (A687V); una sustitucion con metionina (M) de la valina
(V) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 674 de SEQ ID NO: 1 (V674M); una sustitucion con
histidina (H) de la arginina (R) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 685 de SEQ ID NO: 1
(R685H); una sustitucion con cisteina (C) de la arginina (R) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido
685 de SEQ ID NO: 1 (R685C); una sustitucion con fenilalanina (F) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la
posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641F); una sustitucion con histidina (H) de la tirosina (Y) del residuo
de tipo natural en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641H); una sustitucion con asparagina (N) de
la tirosina () del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641N); una sustitu-
cion con serina (S) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1
(Y641S); o una sustitucion con cisteina (C) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido
641 de SEQ ID NO: 1 (Y641C).

El inhibidor puede inhibir la actividad metiltransferasa de histonas de la EZH2 mutante. El inhibidor puede inhibir
selectivamente la actividad metiltransferasa de histonas de la EZH2 mutante. Opcionalmente, el cancer es un linfo-
ma. Preferiblemente, el cancer es un linfoma no Hodgkin, un linfoma folicular o un linfoma difuso de linfocitos B
grandes (DLBCL). Alternativamente, el cancer es leucemia (por ejemplo, LMC) o melanoma. La afeccion precance-
rosa incluye, pero no se limita a, sindromes mielodisplasicos (MDS, anteriormente conocidos como preleucemia).

Enfermedades tales como canceres y enfermedades neurolégicas se pueden tratar mediante la administracion de
moduladores de la metilaciéon de una proteina (por ejemplo, una histona), por ejemplo, moduladores de la metiltrans-
ferasa de histonas o de la actividad de la enzima desmetilasa de histonas. Se ha descrito que la metilacion de las
histonas esta implicada en una expresion aberrante de ciertos genes en los canceres y en el silenciamiento de ge-
nes neuronales en células no neuronales. Los moduladores descritos en este documento se pueden usar para tratar
tales enfermedades, es decir, para inhibir la metilacién de histonas en las células afectadas.

Basandose al menos en el hecho de que se ha encontrado que la metilacién anormal de una histona esta asociada
con ciertos tipos de cancer y afecciones precancerosas, un método para tratar el cancer o una afeccion precancero-
sa con una EZH2 mutante en un sujeto, comprende la administracion al sujeto que lo requiere de una cantidad tera-
péuticamente eficaz de un compuesto que inhibe la metilacion o que restaura la metilacién a aproximadamente su
nivel en las células normales homodlogas. Tal y como se describe en este documento, un método para tratar el can-
cer o una afeccién precancerosa en un sujeto comprende la administracion al sujeto que lo requiere de una cantidad
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terapéuticamente eficaz de un compuesto que inhibe la conversion de H3-K27 no metilada a H3-K27 monometilada
(H3-K27me1). Tal y como se describe en este documento, un método para tratar el cancer o una afeccion precance-
rosa en un sujeto comprende la administracion al sujeto que lo requiere de una cantidad terapéuticamente eficaz de
un compuesto que inhibe la conversién de H3-K27 monometilada (H3-K27me1) a H3-K27 dimetilada (H3-K27me2).
Tal y como se describe en este documento, un método para tratar el cancer o una afeccién precancerosa en un
sujeto comprende la administracién al sujeto que lo requiere de una cantidad terapéuticamente eficaz de un com-
puesto que inhibe la conversion de H3-K27me2 a H3-K27 trimetilada (H3-K27me3). Tal y como se describe en este
documento, un método para tratar el cancer o una afeccion precancerosa en un sujeto comprende la administracion
al sujeto que lo requiere de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que inhibe tanto la conversién de
H3-K27me1 a H3-K27me2 como la conversion de H3-K27me2 a H3-K27me3. Es importante tener en cuenta que un
aumento especifico de la enfermedad de la metilacion puede tener lugar en la cromatina en loci genémicos clave en
ausencia de un aumento global de los niveles celulares de metilacion de histonas o de proteinas. Por ejemplo, es
posible que tenga lugar una hipermetilacion aberrante en genes claves, relevantes para una enfermedad frente a un
contexto de hipometilacion global de histonas o de proteinas.

Los moduladores de la metilaciéon se pueden utilizar para modular la proliferacion celular, en general. Por ejemplo,
en algunos casos una proliferacion excesiva se puede reducir con agentes que disminuyen la metilacion, mientras
que una proliferacion insuficiente se puede estimular con agentes que aumentan la metilacion. En consecuencia, las
enfermedades que se pueden tratar incluyen enfermedades hiperproliferativas, tales como un crecimiento celular
benigno y un crecimiento celular maligno (cancer).

Canceres ejemplares que se pueden tratar incluyen linfomas, incluyendo linfoma no Hodgkin, linfoma folicular (FL) y
linfoma difuso de linfocitos B grandes (DLBCL); melanoma; y leucemia, incluyendo LMC. Una afeccién precancerosa
ejemplar incluye el sindrome mielodisplasico (MDS; anteriormente conocido como preleucemia).

Otros canceres incluyen Leucemia Linfoblastica Aguda; Leucemia Mieloide Aguda; Carcinoma Adrenocortical; Can-
ceres Relacionados con SIDA; Linfoma Relacionado con SIDA; Cancer Anal; Astrocitoma Cerebeloso Infantil; Astro-
citoma, Cerebral Infantil; Carcinoma de Células Basales, véase Cancer de Piel (diferente a Melanoma); Cancer del
Conducto Billar, Extrahepatico; Cancer de Vejiga; Cancer Oseo, osteosarcoma/Histiocitoma Fibroso Maligno; Glioma
de Tallo Cerebral; Tumor Cerebral; Tumor Cerebral, Astrocitoma Cerebelar; Tumor Cerebral, Astrocitoma Cere-
bral/Glioma Maligno; Tumor Cerebral, Ependimoma; Tumor Cerebral, Meduloblastoma; Tumor Cerebral, Tumores
Neuroectodérmicos Supratentoriales Primitivos; Tumor Cerebral, Glioma de Ruta Visual e Hipotalamico; Cancer de
Mama; Adenomas Bronquiales/Carcinoides; Linfoma de Burkitt; Tumor Carcinoide; Tumor Carcinoide, Gastrointesti-
nal; Carcinoma Primario Desconocido; Linfoma del Sistema Nervioso Central, Primario; Astrocitoma Cerebelar; Can-
cer Cervical; Canceres Infantiles; Leucemia Linfocitica Crénica; Leucemia Mielégena Crénica; Leucemia Mielégena
Cronica, Célula Pilosa; Trastornos Mieloproliferativos Crénicos; Cancer de Colon; Cancer Colorrectal; Linfoma Cuta-
neo de Linfocitos T, véase Micosis Fungoides y Sindrome de Sezary; Cancer Endometrial; Cancer Esofagico; Fami-
lia de Tumores de Ewing; Cancer del Conducto Billar Extrahepatico; Cancer Ocular, Melanoma Intraocular; Cancer
Ocular, Retinoblastoma; Cancer de Vesicula Billar; Cancer Gastrico (Estdbmago); Tumor Carcinoide Gastrointestinal;
Tumor de Célula Germinal, Extracraneal; Tumor de Célula Germinal, Extragonadal; Tumor de Célula Germinal, Ova-
rio; Tumor Trofoblastico Gestacional; Glioma; Glioma, Tallo Cerebral Infantil; Glioma, Astrocitoma Cerebral Infantil;
Glioma, Ruta Visual Infantil e Hipotalamico; Leucemia de Célula Pilosa; Cancer de Cabeza y Cuello; Cancer Hepato-
celular (Higado), Adulto (Primario); Cancer Hepatocelular (Higado), Infantil (Primario); Linfoma de Hodgkin; Linfoma
de Hodgkin Durante el Embarazo; Cancer Hipofaringeo; Glioma de la Ruta Hipotalamica y Visual; Melanoma Intra-
ocular; Carcinoma de Célula del Islote (Pancreas Endocrino); Sarcoma de Kaposi; Cancer Renal (Célula Renal);
Cancer Renal; Cancer de Laringe; Leucemia; Cancer de la Cavidad Oral y Labios; Cancer Hepatico, Adulto (Prima-
rio); Cancer Hepatico, Infantil (Primario); Cancer Pulmonar, No Microcitico; Cancer Pulmonar, Microcitico; Linfoma,
Sistema Nervioso Central Primario; Macroglobulinemia, de Waldenstrom; Histiocitoma Maligno Fibroso de Hue-
so/Osteosarcoma; Meduloblastoma; Melanoma; Carcinoma de Célula de Merkel; Mesotelioma; Mesotelioma, Ma-
ligno Adulto; Cancer de Cuello Escamoso Metastasico Primario Oculto; Sindrome de Neoplasia Endocrina Multiple;
Mieloma Multiple; Mieloma Multiple/Fungoides de Micosis de Neoplasma de Célula de Plasma; Sindromes Mielodis-
plasicos; Enfermedades Mielodisplasicas/Mieloproliferativas; Leucemia Mieloide, Aguda Adulto; Leucemia Mieloide,
Aguda Infantil; Trastornos Mieloproliferativos, Cronicos; Cancer del Seno Paranasal y Cavidad Nasal; Cancer Naso-
faringeo; Neuroblastoma; Linfoma No Hodgkin; Linfoma No Hodgkin Durante el Embarazo; Cancer Oral; Cancer de
la Cavidad Oral, Cancer Orofaringeo y de Labios; Osteosarcoma/Histiocitoma Fibroso Maligno de Hueso; Cancer de
Ovario; Cancer Epitelial de Ovario; Tumor Potencial Maligno Bajo de Ovario; Cancer Pancreatico; Cancer Pancreati-
co, Célula del Islote; Cancer de Seno Paranasal y Cavidad Nasal; Cancer Paratiroideo; Cancer de Pene; Feocromo-
citoma; Pineoblastoma y Tumores Neuroectodérmicos Primitivos Supratentoriales; Tumor Pituitario; Neoplasma de
Célula de Plasma/Mieloma Muiltiple; Blastoma Pleuropulmonar; Cancer de Mama y Embarazo; Cancer de Proéstata;
Cancer Rectal; Retinoblastoma; Rabdomiosarcoma; Cancer de Glandula Salivar; Sarcoma, Familia de Tumores de
Ewing; Sarcoma, Tejido Blando; Sarcoma, Uterino; Sindrome de Sezary; Cancer de Piel; Cancer de Piel (diferente a
Melanoma); Cancer de Intestino Delgado; Sarcoma de Tejido Blando; Carcinoma de Célula Escamosa, véase Can-
cer de Piel (diferente a Melanoma); Cancer de Cuello Escamoso Primario Oculto, Metastasico; Cancer de Estémago
(Gastrico); Cancer Testicular; Timoma; Timoma y Carcinoma Timico; Cancer de Tiroides; Cancer de Célula Transi-
cional de la Pelvis Renal y Uretra; Tumor Trofoblastico, Gestacional; Cancer de Sitio Primario Desconocido, Cancer
de; Canceres Inusuales Infantiles; Cancer Uretral; Cancer Uterino, Endometrial; Sarcoma Uterino; Cancer Vaginal;
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Glioma Hipotalamico y de Ruta Visual; Cancer Vulvar; Macroglobulinemia de Waldenstrom; Tumor de Wilms; y Can-
ceres Femeninos.

Cualquier otra enfermedad en la que una metilacion epigenética, que esta mediada por EZH2, tiene una funcién, se
puede tratar o evitar utilizando los compuestos y métodos descritos en este documento.

Por ejemplo, las enfermedades neuroldgicas que se pueden tratar incluyen epilepsia, esquizofrenia, trastorno bipolar
u otros trastornos sicolégicos y/o siquiatricos, neuropatias, atrofia del musculo esquelético y enfermedades neurode-
generativas, por ejemplo, una enfermedad neurodegenerativa. Las enfermedades neurodegenerativas a modo de
ejemplo incluyen: enfermedad de Alzheimer, Esclerosis Lateral Amiotréfica (ALS) y enfermedad de Parkinson. Otra
clase de enfermedades neurodegenerativas incluye enfermedades provocadas, al menos en parte, por una agrega-
cion de poli-glutamina. Las enfermedades de esa clase incluyen: Enfermedades de Huntington, Atrofia Muscular
Espinalbulbar (SBMA o Enfermedad de Kennedy), Atrofia Dentato-rubro-palido-luisiana (DRPLA), Ataxia 1 Espinoce-
rebelar (SCA1), Ataxia 2 Espinocerebelar (SCA2), Enfermedad de Machado-Joseph (MJD; SCA3), Ataxia 6 Espino-
cerebelar (SCAB), Ataxia 7 Espinocerebelar (SCA7) y Ataxia 12 Espinocerebelar (SCA12).

TERAPIA DE COMBINACION

En un aspecto de la invencion, un antagonista de EZH2 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se puede
utilizar en combinacién con otro agente terapéutico para tratar enfermedades tales como el cancer y/o trastornos
neurolégicos. Por ejemplo, el agente adicional puede ser un agente terapéutico que esta reconocido en la técnica
por ser util para tratar la enfermedad o la afeccién que se va a tratar con el compuesto de la presente invencion. El
agente adicional también puede ser un agente que imparte un atributo beneficioso a la composicién terapéutica (por
ejemplo, un agente que afecta a la viscosidad de la composicion).

La terapia de combinacién contemplada por la invencion incluye, por ejemplo, la administracién de un compuesto de
la invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y agent(es) adicional(es) en una formulacién farma-
céutica Unica, asi como la administracién de un compuesto de la invencién o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo y agent(es) adicional(es) en formulaciones farmacéuticas distintas. En otras palabras, la coadministracion
se entiende como la administracion de al menos dos agentes a un sujeto con el fin de proporcionar los efectos bene-
ficiosos de la combinacion de ambos agentes. Por ejemplo, los agentes se pueden administrar simultanea o secuen-
cialmente durante un periodo de tiempo.

Los agentes que se exponen a continuacion son para fines ilustrativos y no pretenden ser limitantes. Las combina-
ciones, que forman parte de esta invencion, pueden ser los compuestos de la presente invencion y al menos un
agente adicional seleccionado a partir de la lista mas abajo. La combinacién también puede incluir mas de un agente
adicional, por ejemplo, dos o tres agentes adicionales si la combinacion es tal que la composicion formada puede
realizar su funcion prevista.

Por ejemplo, un aspecto de la invencion se refiere a un antagonista de EZH2 para uso en combinacién con otro
agente para el tratamiento del cancer y/o un trastorno neurolégico. En una realizacién, un agente adicional es un
agente anticancerigeno que es un compuesto que afecta a modificaciones de las histonas, tal como un inhibidor de
HDAC. En ciertas realizaciones, un agente anticancerigeno adicional se selecciona a partir del grupo que consiste
en agentes quimioterapéuticos (tales como 2CdA, 5-FU, 6-mercaptopurina, 6-TG, Abraxane™, Accutane®, actinomi-
cina-D, Adriamycin®, Alimta®, acido retinoico todo trans, ametopterina, Ara-C, azacitidina, BCNU, Blenoxane®,
Camptosar®, CeeNU®, clofarabina, Clolar™, Cytoxan®, clorhidrato de daunorrubicina, DaunoXome®, Dacogen®,
DIC, Doxil®, Ellence®, Eloxatin®, Emcyt®, fosfato de etoposido, Fludara®, FUDR®, Gemzar®, Gleevec®, hexame-
tilmelamina, Hycamtin®, Hydrea®, |damycin®, Ifex®, ixabepilona, Ixempra®, L-asparaginasa, Leukeran®, Ara-C
liposémica, L-PAM, lisodren, Matulane®, mitracina, mitomicina-C, Myleran®, Navelbine®, Neutrexin®, nilotinib, Ni-
pent®, mostaza de nitrégeno, Novantrone®, Oncaspar®, Panretin®, Paraplatin®, Platinol®, prolifeprospan 20 con
implante de carmustina, Sandostatin®, Targretin®, Tasigna®, Taxotere®, Temodar®, TESPA, Trisenox®, Valstar®,
Velban®, Vidaza™, sulfato de vincristina, VM 26, Xeloda® y Zanosar®); agentes bioldgicos (tales como interferon
alfa, bacilo de Calmette-Guerin, Bexxar®, Campath®, Ergamisol®, erlotinib, Herceptin®, interleucina-2, Iressa®,
lenalidomida, Mylotarg®, Ontak®, Pegasys®, Revlimid®, Rituxan®, Tarceva™, Thalomid®, Velcade® y Zevalin™);
moléculas pequefias (tales como Tykerb®); corticosteroides (tales como fosfato sédico de dexametasona, Deltaso-
ne® y Delta-Cortef®); terapias hormonales (tales como Arimidex®, Aromasin®, Casodex®, Cytadren®, Eligard®,
Eulexin®, Evista®, Faslodex®, Femara®, Halotestin®, Megace®, Nilandron®, Nolvadex®, Plenaxis™ y Zoladex®); y
agentes radiofarmacéuticos (como lodotope®, Metastron®, Phosphocol® y samario SM-153).

DOSIFICACION

Tal y como se usa en el presente documento, una "cantidad terapéuticamente eficaz" o "dosis terapéuticamente
eficaz" es una cantidad de un antagonista de EZH2 o una combinacion de dos o mas de tales compuestos, que
inhibe, total o parcialmente, la progresion de la afeccién o que alivia, al menos parcialmente, uno o varios sintomas
de la afeccion. Una cantidad terapéuticamente eficaz también puede ser una cantidad que es profilacticamente efi-
caz. La cantidad que es terapéuticamente eficaz dependera del tamafio y el sexo del paciente, la afeccion a tratar, la
gravedad de la afeccion y el resultado buscado. En una realizacion, una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a
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aquella cantidad de los antagonistas de EZH2 que da lugar a una mejoria de los sintomas en un paciente. Para un
paciente dado, una cantidad terapéuticamente eficaz se puede determinar por métodos conocidos por los expertos
en la técnica.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de los antagonistas de EZH2 se pueden determinar mediante procedimientos
farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la dosis
maxima tolerada (MTD) y la DEsq (dosis efectiva para una respuesta maxima del 50%). La relacién de dosis entre los
efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y se puede expresar como la relacion entre MTD y DEsp. Los
datos obtenidos a partir de esos ensayos de cultivo celular y estudios animales se pueden emplear para formular un
intervalo de dosificacion para uso en seres humanos. La dosificacion también se puede guiar realizando un segui-
miento del efecto del antagonista de EZH2 sobre marcadores farmacodinamicos de inhibicion enzimatica (por ejem-
plo, la metilacién de la histona o la expresion del gen diana) en tejido enfermo o experimental. El cultivo de células o
los experimentos con animales se pueden usar para determinar la relacion entre las dosis requeridas para cambios
en los marcadores farmacodinamicos y las dosis requeridas para la eficacia terapéutica que se pueden determinar
en un cultivo celular o en experimentos con animales o ensayos clinicos de fase temprana. La dosificacion de tales
antagonistas de EZH2 esta preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la
DEso con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de ese intervalo dependiendo de la forma de
dosificacion empleada y la via de administracion utilizada. La formulacién exacta, la via de administracion y la dosifi-
cacion pueden ser elegidas por el médico individual de cara a la afeccion del paciente. En el tratamiento de crisis, la
administracion de un bolo agudo o una infusién que se acerca a la MTD puede ser necesaria para obtener una res-
puesta rapida.

La cantidad de dosificacion y el intervalo se pueden ajustar individualmente para proporcionar niveles plasmaticos
del resto activo que sean suficientes para mantener los efectos moduladores de la metiltransferasa o la concentra-
cion efectiva minima (MEC) durante el periodo de tiempo requerido para lograr una eficacia terapéutica. La MEC
variara para cada antagonista de EZH2, pero se puede estimar a partir de datos in vitro en animales de experimen-
tos. Las dosificaciones necesarias para lograr la MEC dependeran de las caracteristicas individuales y de la via de
administracion. Sin embargo, ensayos con cromatografia liquida de alta presion (HPLC) o bioensayos se pueden
utilizar para determinar las concentraciones plasmaticas.

Los intervalos de dosificacion también se pueden determinar utilizando el valor de MEC. Los antagonistas de EZH2
se deben administrar usando un régimen que mantenga los niveles en plasma por encima de la MEC durante el 10-
90% del tiempo, preferiblemente entre 30-90% y lo mas preferiblemente entre 50-90% hasta que se consigue la
mejora deseada de los sintomas. Alternativamente, los diferentes niveles en plasma de MEC se pueden mantener
para diferentes cantidades de tiempo. En los casos de administraciéon local o absorcion selectiva, la concentracion
local eficaz del farmaco puede no estar relacionada con la concentracién plasmatica.

Un experto en la técnica puede seleccionar a partir de una variedad de regimenes de administracion, y la cantidad
de antagonista de EZH2 administrada sera, por supuesto, dependiente del sujeto que esta siendo tratado, del peso
del sujeto, la gravedad del padecimiento, la forma de administracion y el criterio del médico encargado.

COMPUESTOS Y COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

Unos aspectos de la invencion se refieren a compuestos que son Utiles de acuerdo con los métodos descritos en el
presente documento. Esos compuestos se denominan en este documento "inhibidores de EZH2" y, de forma equiva-
lente, "antagonistas de EZH2". Los compuestos se pueden presentar como los propios compuestos, sales farmacéu-
ticamente aceptables de los compuestos 0 como composiciones farmacéuticas.

Otros compuestos se describen en el documento PCT/US2012/026953, presentado el 28 de febrero, 2012; Solicitud
Provisional de EE.UU. con numero de serie: 61/474821, presentada el 13 de abril, 2011; 61/474825, presentada el
13 de abril, 2011; 61/499595, presentada el 21 de junio, 2011; y 61/505676, presentada el 8 de julio, 2011.

Los compuestos inhibidores de EZH2 a modo de ejemplo de la presente invencion se muestran en la Tabla 1. En la
tabla siguiente, cada aparicion de
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Una "cantidad eficaz" significa aquella cantidad de farmaco o agente farmacéutico que provocara la respuesta biold-
gica o médica de un tejido, sistema, animal o ser humano que esta siendo buscada, por ejemplo, por un investigador
o un médico. Ademas, la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" significa cualquier cantidad que, en compara-
cion con un sujeto correspondiente que no ha recibido dicha cantidad, da como resultado un tratamiento mejorado,
curacion, prevencion o mejora de una enfermedad, un trastorno o un efecto secundario, o una disminucién de la tasa
de avance de una enfermedad o un trastorno. La expresion también incluye dentro de su alcance cantidades efica-
ces para potenciar una funcion fisiolégica normal.

El término "opcionalmente" significa que el o los eventos descritos posteriormente pueden tener lugar o no, e incluye
tanto evento(s), que se producen como eventos que no se producen.

En este documento, la expresion "sales farmacéuticamente aceptables" se refiere a sales que conservan la actividad
biolégica deseada del compuesto objeto y muestran efectos toxicoldgicos no deseados minimos. Estas sales farma-
céuticamente aceptables se pueden preparar in situ durante el aislamiento y la purificacion final del compuesto o
haciendo reaccionar por separado el compuesto purificado en su forma de acido libre o de base libre con una base o
un acido adecuado, respectivamente.

Bajo el término "coadministracion" y sus derivados tal como se usan en este documento, se entiende o bien una
administracion simultanea o cualquier manera de administracién secuencial separada de uno o varios mas compues-
tos farmacéuticamente activos adicionales, ya sea para el tratamiento del cancer, de los efectos secundarios del
cancer o una terapia del cancer, o de alguna otra enfermedad. Preferiblemente, si la administracion no es simulta-
nea, los compuestos se administran en momentos préximos entre si. Ademas, no importa si los compuestos se ad-
ministran en la misma forma de dosificacion, por ejemplo, un compuesto se puede administrar por via tépica y otro
compuesto se puede administrar por via oral.

Los compuestos descritos en este documento incluyen los propios compuestos, asi como sus sales farmacéutica-
mente aceptables, sus solvatos, sus N-0xidos y sus profarmacos, si es aplicable. En ciertas realizaciones, los com-
puestos descritos en el presente documento pueden contener un grupo funcional acido, lo suficientemente acido
para formar sales. Las sales representativas incluyen sales de metales farmacéuticamente aceptables tales como
sales de sodio, potasio, litio, calcio, magnesio, aluminio y zinc; carbonatos y bicarbonatos de sales de metales far-
macéuticamente aceptables tales como sodio, potasio, litio, calcio, magnesio, aluminio y zinc; aminas primarias,
secundarias y terciarias organicas farmacéuticamente aceptables que incluyen aminas alifaticas, aminas aromaticas,
diaminas alifaticas e hidroxi alquilaminas tales como metilamina, etilamina, 2-hidroxietilamina, dietilamina, trietilami-
na, etilendiamina, dietanolamina y ciclohexilamina.

En ciertas realizaciones, los compuestos descritos en el presente documento pueden contener un grupo funcional
basico y son por lo tanto capaces de formar sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables mediante tra-
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tamiento con un acido adecuado. Los acidos adecuados incluyen acidos inorganicos farmacéuticamente aceptables
y acidos organicos farmacéuticamente aceptables. Las sales de adicién de acido farmacéuticamente aceptables
representativas incluyen clorhidrato, bromhidrato, nitrato, metilnitrato, sulfato, bisulfato, sulfamato, fosfato, acetato,
hidroxiacetato, fenilacetato, propionato, butirato, isobutirato, valerato, maleato, hidroximaleato, acrilato, fumarato,
malato, tartrato, citrato, salicilato, p-aminosalicilato, glicolato, lactato, heptanoato, ftalato, oxalato, succinato, benzoa-
to, o-acetoxibenzoato, clorobenzoato, metilbenzoato, dinitrobenzoato, hidroxibenzoato, metoxibenzoato, mandelato,
tanato, formiato, estearato, ascorbato, palmitato, oleato, piruvato, pamoato, malonato, laurato, glutarato, glutamato,
estolato, metanosulfonato (mesilato), etanosulfonato (esilato), 2-hidroxietanosulfonato, bencenosulfonato (besilato),
p-aminobencenosulfonato, p-toluenosulfonato (tosilato) y naftalen-2-sulfonato.

Los compuestos de la presente invencion que contienen nitrégenos se pueden convertir en N-6xidos mediante tra-
tamiento con un agente oxidante (por ejemplo, acido 3-cloroperoxibenzoico (mCPBA) y/o peréxidos de hidrogeno)
para proporcionar otros compuestos de la presente invencién. Por lo tanto, todos los compuestos que contienen
nitrégeno mostrados y reivindicados se consideran, cuando lo permite la valencia y la estructura, que incluyen tanto
el compuesto tal y como se muestra como su derivado N-6xido (que se puede indicar como N — O o N*-O°). Ade-
mas, en otros casos, los nitrégenos en los compuestos de la presente invencion se pueden convertir en compuestos
N-hidroxi o N-alcoxi. Por ejemplo, los compuestos N-hidroxi se pueden preparar por oxidacion de la amina original
mediante un agente oxidante tal como m-CPBA. Todos los compuestos que contienen nitrdgeno mostrados y reivin-
dicados también se consideran, cuando lo permite la valencia y la estructura, que incluyen tanto el compuesto tal y
como se muestra como sus derivados N-hidroxi (es decir, N-OH) y N-alcoxi (es decir, N-OR, en donde R es alquilo
C1-Cs, alquenilo C+-Cs, alquinilo C4-Cg, carbociclo de 3-14 miembros o heterociclo de 3-14 miembros sustituido o no
sustituido).

En la presente memoria descriptiva, la férmula estructural del compuesto representa un cierto isémero por conve-
niencia en algunos casos, pero la presente invencion incluye todos los isdmeros, tales como isémeros geométricos,
isdbmeros Opticos basados en un carbono asimétrico, estereocisémeros, tautdmeros y similares. Ademas, un polimor-
fismo cristalino puede estar presente en los compuestos representados por la férmula. Se observa que cualquier
forma cristalina, mezcla de formas cristalinas o sus anhidridos o hidratos estan incluidos en el alcance de la presente
invencion. Ademas, el denominado metabolito que se produce mediante una degradacion del presente compuesto in
vivo, esta incluido en el alcance de la presente invencion.

"Isomeria" significa compuestos que tienen formulas moleculares idénticas pero que difieren en la secuencia de
unioén de sus atomos o en la disposicion de sus atomos en el espacio. Los isémeros que difieren en la disposicion de
sus atomos en el espacio se denominan "estereoisdmeros". Los estereocisbmeros que no son imagenes especulares
uno de otro se denominan "diastereoisémeros" y los esterecisdmeros que no son imagenes especulares superponi-
bles entre si se denominan "enantiémeros" o algunas veces isdbmeros 6pticos. Una mezcla que contiene cantidades
iguales de formas enantioméricas individuales con quiralidad opuesta, se denomina una "mezcla racémica".

Un atomo de carbono unido a cuatro sustituyentes no idénticos se denomina un "centro quiral".

"Isébmero quiral" significa un compuesto con al menos un centro quiral. Los compuestos con mas de un centro quiral
pueden existir ya sea como un diasteredmero individual o como una mezcla de diasteredGmeros, denominada "mez-
cla diasterémera". Cuando esta presente un centro quiral, un estereoisémero se puede caracterizar por la configura-
cion absoluta (R o S) de ese centro quiral. La configuracion absoluta se refiere a la disposicion en el espacio de los
sustituyentes fijados al centro quiral. Los sustituyentes fijados al centro quiral en consideracion, se clasifican de
acuerdo con la Regla de Secuencia de Cahn, Ingold y Prelog. Cahn et al., Angew. Chem. Inter. Edit. 1966, 5, 385;
errata 511; Cahn et al., Angew. Chem. 1966, 78, 413; Cahn e Ingold, J. Chem. Soc. 1951 (Londres), 612; Cahn et
al., Experientia 1956, 12, 81; Cahn, J. Chem. Educ. 1964, 41, 116).

"Isbmero geométrico" significa los diasteredmeros que deben su existencia a una rotacién impedida alrededor de
dobles enlaces o un enlazador cicloalquilo (por ejemplo, 1,3-ciclobutilo). Estas configuraciones se diferencian en sus
nombres por los prefijos cis y trans 0 Z y E, que indican que los grupos estan en el mismo lado o en el lado opuesto
del doble enlace en la molécula segun las reglas de Cahn-Ingold-Prelog.

Ha de entenderse que los compuestos de la presente invencion se pueden representar como diferentes isémeros
quirales o isomeros geométricos. También debe entenderse que cuando los compuestos tienen formas isoméricas
quirales o isoméricas geomeétricas, todas las formas isoméricas se entiende que estan incluidas en el alcance de la
presente invencion y la denominacion de los compuestos no excluye ninguna forma isomérica.

Ademas, las estructuras y otros compuestos descritos en esta invencion incluyen todos los isémeros atropicos de los
mismos. "lsémeros atrépicos" son un tipo de estereoisémero en el que los atomos de dos isémeros estan dispuestos
de manera diferente en el espacio. Los isdmeros atropicos deben su existencia a una rotacion restringida causada
por un impedimento de la rotacion de grandes grupos alrededor de un enlace central. Tales isémeros atrdpicos exis-
ten tipicamente como una mezcla, sin embargo, como resultado de recientes avances en técnicas de cromatografia,
ha sido posible separar mezclas de dos isémeros atrépicos, en casos seleccionados.

"Tautémero" es uno de los dos o mas isdbmeros estructurales que existen en equilibrio y que se convierte facilmente
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de una forma isomérica a otra. Esta conversion da como resultado la migracion formal de un atomo de hidrégeno
acompafada por un intercambio de dobles enlaces conjugados adyacentes. Los tautdbmeros existen como una mez-
cla de un conjunto tautémero en solucién. En las soluciones en las que es posible una tautomerizacion, se alcanzara
un equilibrio quimico de los tautémeros. La proporcién exacta de los tautdmeros depende de varios factores, inclu-
yendo la temperatura, el disolvente y el pH. El concepto de tautdbmeros que son interconvertibles mediante tautome-
rizaciones, se llama tautomeria.

De los diversos tipos posibles de tautomeria, dos se observan cominmente. En la tautomeria ceto-enol tiene lugar
un desplazamiento simultaneo de electrones y un atomo de hidrégeno. La tautomeria de anillo de la cadena surge
como resultado de la reaccion del grupo aldehido (-CHO) en una molécula de una cadena de aztcar con uno de los
grupos hidroxi (-OH) en la misma molécula para darle una forma ciclica (en forma de anillo) como muestra la gluco-
sa.

Las parejas tautdmeras comunes son: tautomeria cetona-enol, amida-nitrilo, lactama-lactima, amida-acido imidico en
anillos heterociclicos (por ejemplo, en nucleobases tales como guanina, timina y citosina), imina-enamina y enamina-
enamina. Un ejemplo de equilibrios ceto-enol es entre piridin-2(1H)-onas y los correspondientes piridin-2-oles, como
se muestra a continuacion.

O OH

HN | N7 ™=

2 l =
piridin-2(1H)-ona piridin-2-ol

Se ha de entender que los compuestos de la presente invencion se pueden representar como tautomeros diferentes.
También se debe entender que cuando los compuestos tienen formas tautémeras, todas las formas tautémeras,
incluyendo mezclas de las mismas, se entiende que estan incluidas en el alcance de la presente invencion y la de-
nominacion de los compuestos no excluye ninguna forma tautémera.

Los compuestos descritos en el presente documento se pueden preparar en forma cristalina o no cristalina y, si es
cristalina, opcionalmente pueden estar solvatados, por ejemplo, como el hidrato. Esta invencion incluye dentro de su
alcance solvatos estequiométricos (por ejemplo, hidratos) asi como compuestos que contienen cantidades variables
de disolvente (por ejemplo, agua).

Algunos de los compuestos descritos en este documento pueden contener uno o varios atomos quirales o ser capa-
ces de otra manera de existir como dos enantiomeros. Los compuestos reivindicados a continuacién incluyen mez-
clas de enantidmeros asi como enantiémeros purificados o mezclas enantioméricamente enriquecidas. También se
incluyen dentro del alcance de la invencion los isémeros individuales de los compuestos descritos en el presente
documento o reivindicados a continuacién, asi como cualquier mezcla equilibrada total o parcialmente de los mis-
mos. La presente invencion también incluye los isémeros individuales de los compuestos reivindicados como mez-
clas con isémeros de los mismos, en los que uno o varios centros quirales estan invertidos.

Cuando hay diferentes formas isomeras, éstas se pueden separar una de la otra o determinar por métodos conven-
cionales, o cualquier isémero dado se puede obtener por métodos sintéticos convencionales o por sintesis este-
reoespecifica o asimétrica.

Si bien es posible, para uso en terapia, que un compuesto descrito en el presente documento, asi como sales, solva-
tos, N-Oxidos y similares, se pueda administrar como una preparacion pura, es decir, sin un vehiculo adicional, la
practica mas habitual es presentar el ingrediente activo preparado junto con un vehiculo o diluyente. De acuerdo con
ello, se describen en el presente documento composiciones farmacéuticas que incluyen un compuesto descrito en el
presente documento y sales, solvatos y similares, y uno o varios vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéutica-
mente aceptables. Los compuestos descritos en este documento y las sales, solvatos, N-6xidos, etc., son como se
han descrito anteriormente. El o los vehiculos, diluyentes o excipientes deben ser aceptables en el sentido de ser
compatibles con los otros ingredientes de la formulacién y no ser perjudiciales para el receptor de los mismos. En
este documento se describe también un procedimiento proporcionado para la preparacién de una formulacion far-
macéutica que incluye la mezcla por adicién de un compuesto descrito en este documento, o sales, solvatos, N-
oxidos, etc., con uno o varios vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

Los expertos en la técnica apreciaran que ciertos derivados protegidos de compuestos descritos en el presente do-
cumento, que se pueden preparar antes de una etapa de desproteccion final, puede que no posean actividad farma-
colégica por si mismos, pero se pueden administrar, en ciertos casos, por via oral o parenteral y después de ello
metabolizarse en el cuerpo para formar compuestos de la invencion que son farmacolégicamente activos. Por tanto,
tales derivados se pueden describir como "profarmacos”. Ademas, ciertos compuestos de la invencién pueden ac-
tuar como profarmacos de otros compuestos de la invencién. Los expertos en la técnica apreciaran ademas, que
ciertos restos, conocidos por los expertos en la técnica como "pro-restos”, se pueden colocar en funcionalidades
apropiadas cuando tales funcionalidades estan presentes dentro de los compuestos de la invencién. Los profarma-
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cos preferidos para los compuestos de la invencion incluyen: ésteres, ésteres de carbonato, semiésteres, ésteres de
fosfato, ésteres de nitro, ésteres de sulfato, sulféxidos, amidas, carbamatos, compuestos azo, fosfamidas, glicésidos,
éteres, acetales y cetales.

Adicionalmente, los compuestos de la presente invencion, por ejemplo, las sales de los compuestos, pueden existir
en forma hidratada o no hidratada (anhidra) o como solvatos con otras moléculas de disolvente. Ejemplos no limitan-
tes de hidratos se incluyen monohidratos, dihidratos, etc. Ejemplos no limitantes de solvatos incluyen solvatos de
etanol, solvatos de acetona, etc.

"Solvato" significa formas de adicion de disolvente que contienen cantidades estequiométricas o no estequiométricas
de disolvente. Algunos compuestos tienen una tendencia a atrapar una relacion molar fija de moléculas de disolven-
te en estado solido cristalino, formando asi un solvato. Si el disolvente es agua, el solvato formado es un hidrato; y si
el disolvente es alcohol, el solvato formado es un alcoholato. Los hidratos se forman por la combinacién de una o
varias moléculas de agua con una molécula de la sustancia en la que el agua conserva su estado molecular como
H20.

Tal y como se utiliza en este documento, el término "analogo" se refiere a un compuesto quimico que es estructu-
ralmente similar a otro, pero difiere ligeramente en la composicién (tal como en la sustituciéon de un atomo por un
atomo de un elemento diferente o en presencia de un grupo funcional particular o la sustitucién de un grupo funcio-
nal por otro grupo funcional). Por lo tanto, un analogo es un compuesto que es similar o comparable en su funcién y
aspecto, pero no en su estructura u origen, con el compuesto de referencia.

Tal y como se define en el presente documento, el término "derivado" se refiere a compuestos que tienen una es-
tructura central comun y estan sustituidos con varios grupos, tal y como se describe en el presente documento.

El término "bioisdstero” se refiere a un compuesto resultante del intercambio de un atomo o de un grupo de atomos
con otro atomo o grupo de atomos bastante similar. El objetivo de una sustitucion bioisostérica es crear un nuevo
compuesto con propiedades bioldgicas similares a las del compuesto original. La sustitucion bioisostérica puede
tener una base fisicoquimica o topolégica. Ejemplos de bioisésteros de acido carboxilico incluyen, pero no se limitan
a, sulfonimidas de acilo, tetrazoles, sulfonatos y fosfonatos. Véase, por ejemplo, Patani y LaVoie, Chem. Rev. 96,
3147-3176, 1996.

La presente invencion se entiende que incluye todos los is6topos de atomos que aparecen en los presentes com-
puestos. Los isétopos incluyen aquellos atomos que tienen el mismo numero atémico pero diferentes nimeros de
masa. A modo de ejemplo general y sin limitacion, los isétopos de hidrégeno incluyen tritio y deuterio, y los isétopos
de carbono incluyen C-13 y C-14.

Un antagonista de EZH2 y opcionalmente otros agentes terapéuticos, se pueden administrar por si mismos (puro) o
en forma de una sal farmacéuticamente aceptable. Cuando se usan en medicina, las sales deben ser farmacéutica-
mente aceptables, pero las sales no farmacéuticamente aceptables se pueden utilizar convenientemente para prepa-
rar sales farmacéuticamente aceptables de las mismas.

Los compuestos utiles de acuerdo con la invencion se pueden proporcionar como sales con contraiones farmacéuti-
camente compatibles (es decir, sales farmacéuticamente aceptables). Una "sal farmacéuticamente aceptable" signi-
fica cualquier sal no toxica que, después de la administracion a un receptor, es capaz de proporcionar, ya sea direc-
ta o indirectamente, un compuesto o un profarmaco de un compuesto Util de acuerdo con esta invencion. Un "con-
traion farmacéuticamente aceptable” es una porciéon idénica de una sal que no es téxica cuando se libera de la sal
después de la administracion a un sujeto. Las sales farmacéuticamente compatibles se pueden formar con muchos
acidos, incluyendo pero no limitados a acido clorhidrico, sulfarico, acético, lactico, tartarico, malico y succinico. Las
sales tienden a ser mas solubles en agua o en otros disolventes proticos que sus formas de base libre correspon-
dientes. La presente invencion incluye el uso de esas sales.

Las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables incluyen las formadas con acidos minerales tales como
acido clorhidrico y acido bromhidrico y también las formadas con acidos organicos tales como acido maleico. Por
ejemplo, los acidos comunmente empleados para formar sales farmacéuticamente aceptables incluyen acidos inor-
ganicos tales como bisulfuro de hidrégeno, acido clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico, sulfurico y fosférico, asi como
acidos organicos tales como acido para-toluensulfénico, salicilico, tartarico, bitartarico, ascérbico, maleico, besilico,
fumarico, glucénico, glucurénico, férmico, glutdmico, metanosulfénico, etanosulfénico, bencenosulfénico, lactico,
oxalico, para-bromofenilsulfénico, carbonico, succinico, citrico, benzoico y acético, y acidos inorganicos y organicos
relacionados. Por tanto, tales sales farmacéuticamente aceptables incluyen sulfato, pirosulfato, bisulfato, sulfito,
bisulfito, fosfato, monohidrogenofosfato, dihidrogenfosfato, metafosfato, pirofosfato, cloruro, bromuro, yoduro, aceta-
to, propionato, decanoato, caprilato, acrilato, formiato, isobutirato, caprato, heptanoato, propiolato, oxalato, malonato,
succinato, suberato, sebacato, fumarato, maleato, butin-1,4-dioato, hexin-1,6-dioato, benzoato, clorobenzoato, metil-
benzoato, dinitrobenzoato, hidroxibenzoato, metoxibenzoato, ftalato, tereftalato, sulfonato, xilensulfonato, fenillaceta-
to, fenilpropionato, fenilbutirato, citrato, lactato, B-hidroxibutirato, glicolato, maleato, tartrato, metanosulfonato, propa-
nosulfonato, naftalen-1-sulfonato, naftalen-2-sulfonato, mandelato y similares.

Las bases adecuadas para formar sales farmacéuticamente aceptables con grupos funcionales acidos incluyen, pero
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no se limitan a, hidréxidos de metales alcalinos tales como sodio, potasio y litio; hidréxidos de metal alcalinotérreo
tales como calcio y magnesio; hidroxidos de otros metales, tales como aluminio y zinc; amoniaco y aminas organi-
cas, tales como monoalquilaminas, dialquilaminas o trialquilaminas no sustituidas o sustituidas con hidroxi, dici-
clohexilamina; tributil amina; piridina; N-metil,N-etilamina; dietilamina; trietilamina; mono-, bis- o tri-(2-hidroxi-aminas
de alquilo inferior), tales como mono-, bis- o tri-(2-hidroxietil)amina, 2-hidroxi-terc-butilamina o tri-
(hidroximetil)metilamina, N,N-dialquil-N-(hidroxi alquil)aminas, tales como N,N-dimetil-N-(2-hidroxietil)amina o tri-(2-
hidroxietil)amina; N-metil-D-glucamina; y aminoacidos tales como arginina, lisina y similares.

Ciertos compuestos utiles de acuerdo con la invencion y sus sales pueden existir en mas de una forma cristalina (es
decir, polimorfas); la presente invencion incluye el uso de cada una de las formas cristalinas y mezclas de las mis-
mas.

Ciertos compuestos utiles de acuerdo con la invencion pueden contener uno o varios centros quirales y existir en
diferentes formas oOpticamente activas. Cuando los compuestos Utiles de acuerdo con la invenciéon contienen un
centro quiral, los compuestos existen en dos formas enantioméricas y la presente invencion incluye el uso de ambos
enantiémeros y mezclas de enantidomeros, tales como mezclas racémicas de los mismos. Los enantimeros se pue-
den determinar por métodos conocidos por los expertos en la técnica; por ejemplo, los enantiomeros se pueden
determinar por la formacion de sales de diastereoisdmeros que se pueden separar, por ejemplo, mediante cristaliza-
cion; la formacion de derivados o complejos de diastereoisémeros que se pueden separar, por ejemplo, mediante
cristalizacion, cromatografia gas-liquida o liquida; la reaccion selectiva de un enantidmero con un reactivo especifico
del enantiémero, por ejemplo, a través de una esterificacion enzimatica; o cromatografia gas-liquida o liquida en un
entorno quiral, por ejemplo, sobre un soporte quiral (por ejemplo, silice con un ligando quiral unido) o en presencia
de un disolvente quiral. Cuando el enantidmero deseado se convierte en otra entidad quimica mediante uno de los
procedimientos de separacion descritos anteriormente, se puede emplear una etapa adicional para liberar el enan-
tiomero purificado deseado. Alternativamente, los enantiomeros especificos se pueden sintetizar mediante sintesis
asimétrica usando reactivos, sustratos, catalizadores o disolventes 6pticamente activos o convirtiendo un enantiéme-
ro en el otro mediante una transformacion asimétrica.

Cuando un compuesto util de acuerdo con la invenciéon contiene mas de un centro quiral, puede existir en formas
diastereoisémeras. Los compuestos diastereoisémeros se pueden separar por métodos conocidos por los expertos
en la técnica (por ejemplo, cromatografia o cristalizacion) y los enantidmeros individuales se pueden separar como
se ha descrito anteriormente. La presente invencion incluye el uso de varios diastereoisémeros de compuestos Utiles
de acuerdo con la invencion y mezclas de los mismos. Los compuestos Utiles de acuerdo con la invencion pueden
existir en diferentes formas tautoméricas o como diferentes isémeros geométricos y la presente invencion incluye el
uso de cada tautémero y/o isémero geométrico de compuestos Utiles de acuerdo con la invencion y mezclas de los
mismos. Los compuestos Utiles de acuerdo con la invencion pueden existir en forma de ion hibrido. La presente
invencion incluye el uso de cada forma de ion hibrido de compuestos utiles de acuerdo con la invencion, y mezclas
de los mismos.

KITS

Un antagonista de EZH2, si se desea, se puede presentar en un kit (por ejemplo, un envase o un dispositivo dispen-
sador) que puede contener una o varias formas de dosificacion unitarias que contienen el antagonista de EZH2. El
envase puede comprender, por ejemplo, una lamina de metal o plastico, tal como un envase blister. El envase o el
dispositivo dispensador puede ir acompafado por instrucciones para la administracién. Las composiciones que
comprenden un antagonista de EZH2 de la invencién formulado en un vehiculo farmacéutico compatible también se
pueden preparar, colocar en un recipiente apropiado y etiquetar para el tratamiento de una afeccion indicada. Tam-
bién se pueden proporcionar instrucciones de uso.

También se proporciona en el presente documento kits que comprenden una pluralidad de reactivos de deteccion de
la metilacion que detectan H3-K27 metilada. Por ejemplo, el kit incluye reactivos de deteccion de H3-K27 monometi-
lada, H3-K27 dimetilada y H3-K27 trimetilada. El reactivo de deteccion es, por ejemplo, anticuerpos o fragmentos de
los mismos, un polipéptido o aptameros.

Un kit también puede incluir un reactivo de deteccién de un mutante de EZH2, por ejemplo, acidos nucleicos que
identifican especificamente una secuencia de acido nucleico de EZH2 mutante por tener secuencias de acido nuclei-
co homodlogas, tales como secuencias de oligonucleotidos, complementarias a una porcion de la secuencia de acido
nucleico de EZH2 mutante o anticuerpos para proteinas codificadas por los acidos nucleicos de EZH2 mutante,
envasados juntos en forma de un kit. Los oligonucleétidos pueden ser fragmentos del gen de EZH2. Por ejemplo, los
oligonucledtidos pueden tener una longitud de 200, 150, 100, 50, 25, 10 nucleétidos o menos. El kit puede contener
en recipientes separados un aptamero o un anticuerpo, formulaciones de control (positivo y/o negativo), y/o un mar-
cador detectable tal como fluoresceina, proteina verde fluorescente, rodamina, colorantes de cianina, colorantes
Alexa, luciferasa, radiomarcadores, entre otros. Las instrucciones (por ejemplo, por escrito, una casete, VCR, CD-
ROM, etc.) para llevar a cabo el ensayo pueden estar incluidas en el kit. EI ensayo puede estar, por ejemplo, en
forma de un analisis de transferencia Western, inmunohistoquimico (IHC), de inmunofluorescencia (IF), secuencia-
cion y espectrometria de masas (MS), como se conoce en la técnica.
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DEFINICIONES

Por conveniencia, ciertos términos empleados en la memoria descriptiva, los ejemplos y las reivindicaciones adjun-
tas se recogen en este documento. Todas las definiciones, tal y como se definen y se utilizan en el presente docu-
mento, sustituyen a las definiciones de un diccionario, definiciones en documentos incorporados como referencia y/o
significados corrientes de los términos definidos.

Los articulos "un" y "uno" se utilizan en este documento para referirse a uno o a mas de uno (es decir, por lo menos
a uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento” significa un elemento o mas de un ele-
mento.

La expresion "y/o", tal y como se utiliza en este documento en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones, cabe
entender que significa "cualquiera o ambos" de los elementos asi reunidos, es decir, elementos que estan presentes
conjuntivamente en algunos casos y disyuntivamente presentes en otros casos. Mdltiples elementos enumerados
con "y/o" se deben interpretar de la misma forma, es decir, "uno o mas" de los elementos asi reunidos. Otros ele-
mentos pueden estar presentes opcionalmente de forma diferente a los elementos especificamente identificados por
la clausula "y/0", relacionados o no con aquellos elementos especificamente identificados. De esta forma, a modo de
un ejemplo no limitante, una referencia a "A y/o B", cuando se utiliza junto con una forma indefinida tal como "que
comprende"”, se puede referir, en una realizacion, a A solo (opcionalmente incluyendo elementos diferentes de B); en
otra realizacion, a B solo (opcionalmente incluyendo elementos diferentes de A); en todavia otra realizacion, a Ay a
B (opcionalmente incluyendo otros elementos); etc.

Tal y como se utiliza en este documento en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones, "o" debe entenderse
que tiene el mismo significado que "y/0" como se ha definido anteriormente. Por ejemplo, cuando se separan ele-
mentos en una lista, "0" o "y/o" se deben interpretar como inclusivos, es decir, la inclusion de al menos uno, pero
incluyendo también mas de uno, de un nimero o una lista de elementos, y, opcionalmente, elementos no enumera-
dos adicionales. Solamente los términos que indican claramente lo contrario, como "solo uno de' o 'exactamente uno
de', o, cuando se utilizan en las reivindicaciones, 'que consiste en', se refieren a la inclusién de exactamente un
elemento de un nimero o una lista de elementos. En general, el término "o" tal y como se utiliza en este documento
se debe interpretar solamente como una indicacién de alternativas exclusivas (es decir, "uno o el otro, pero no am-
bos") cuando esta precedido por términos de exclusividad, como "o bien", "uno de", "solo uno de" o "exactamente
uno de". "Que consiste esencialmente en", cuando se utiliza en las reivindicaciones, tendra su significado ordinario
tal y como se utiliza en el campo de la ley de patentes.

Tal y como se utiliza en este documento en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones, la expresion "al menos
uno", en referencia a una lista de uno o varios elementos, debe entenderse que significa al menos un elemento se-
leccionado a partir de uno cualquiera o mas de los elementos en el lista de elementos, pero que no incluye necesa-
riamente al menos uno de cada uno y todos los elementos indicados especificamente en la lista de elementos y que
no excluye ninguna combinacion de elementos en la lista de elementos. Esta definicion también permite que puedan
estar presentes opcionalmente elementos distintos de los elementos identificados especificamente dentro de la lista
de elementos a la que se refiere la frase "al menos uno", ya sea relacionados o no relacionados con los elementos
identificados especificamente. Por lo tanto, a modo de un ejemplo no limitante, "al menos uno de A y B" (o, equiva-
lentemente, "al menos uno de A o B" o, el equivalente, "al menos uno de A y/o B") puede referirse, en una realiza-
cion, a al menos uno, incluyendo opcionalmente mas de uno, A, sin que B esté presente (y que incluye opcionalmen-
te elementos distintos de B); en otra realizacion, a al menos uno, que incluye opcionalmente mas de uno, B, sin que
A esté presente (y opcionalmente incluyendo elementos distintos de A); en todavia otra realizacion, a al menos uno,
que incluye opcionalmente mas de uno, A y al menos uno, incluyendo opcionalmente mas de uno, B (y que incluye
opcionalmente otros elementos); etc.

También debe entenderse que, a menos que se indique claramente lo contrario, en cualquiera de los métodos des-
critos en este documento que incluyen mas de una etapa o accion, el orden de las etapas o acciones del método no
se limita necesariamente al orden en el cual se indican las etapas o las acciones del método.

En las reivindicaciones, asi como en la memoria descriptiva anterior, todas las expresiones de transicion, tales como
"que comprende”, "que incluye", "que es portador”, "que tiene", "que contiene", "que implica", "que sostiene", "com-
puesto de" y similares, deben entenderse como indefinidas, es decir, en el sentido de que incluye, pero no limitadas
a. Solo las expresiones de transicion "que consiste en" y "que consiste esencialmente en " deberan ser expresiones
de transicion definidas o semidefinidas, respectivamente, tal y como se establece en el Manual de la Oficina de Pa-
tentes de los Estados Unidos de Procedimientos de Examinacion de Patentes, Seccién 2111.03.

Los términos "coadministracion" y "coadministrar" se refieren tanto a la administracion concurrente (administracion
de dos 0 mas agentes terapéuticos al mismo tiempo) como a la administracion que varia en el tiempo (administra-
cion de uno o varios agentes terapéuticos en un momento diferente al de la administracion de un agente o agentes
terapéuticos adicionales), siempre y cuando los agentes terapéuticos estén presentes en el paciente en cierta medi-
da al mismo tiempo.

La expresion "afeccion precancerosa” o "afeccion premaligna” se refiere a una enfermedad, un sindrome o una de-
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teccion que, si no se trata, puede conducir a un cancer. Es un estado generalizado asociado con un aumento signifi-
cativo del riesgo de cancer.

El término "tratar" tal y como se usa en este documento, se refiere a aliviar al menos un sintoma de la enfermedad,
trastorno o afeccion. El término incluye la administracion y/o la aplicacion de uno o varios compuestos descritos en
este documento, a un sujeto, con el fin de proporcionar un control o un remedio de una afeccion. El "tratamiento”
para los fines de esta descripcion, puede proporcionar una cura, pero no tiene por qué; mas bien, el "tratamiento”
puede estar en forma de un control de la afeccién. Cuando los compuestos descritos en el presente documento se
usan para tratar células proliferantes no deseadas, incluyendo canceres, el "tratamiento" incluye una destruccion
parcial o total de las células proliferantes no deseables con efectos destructivos minimos sobre las células normales.
Un mecanismo deseado para tratar las células que proliferan rapidamente no deseadas, incluyendo las células can-
cerosas, a nivel celular, es la apoptosis.

El término "prevenir" tal y como se usa en este documento, incluye o bien prevenir o ralentizar por completo la apari-
cion de la progresion de una enfermedad clinicamente evidente o prevenir o ralentizar la aparicién de un estadio
preclinicamente evidente de una enfermedad en individuos con riesgo. Esto incluye un tratamiento profilactico de los
individuos con riesgo de desarrollar una enfermedad.

El término "sujeto” tal y como se usa en este documento para fines de tratamiento, incluye cualquier sujeto humano
que ha sido diagnosticado, tiene sintomas o tiene riesgo de desarrollar un cancer o una afeccién precancerosa. Para
los métodos de prevencion, el sujeto es cualquier sujeto humano. Para ilustrar, con fines de prevencioén, un sujeto
puede ser un sujeto humano que tiene riesgo o esta predispuesto genéticamente a adquirir un trastorno caracteriza-
do por una proliferacion celular no deseada, rapida, como el cancer. El sujeto puede tener riesgo debido a una expo-
sicion a agentes carcinégenos, estando predispuesto genéticamente a trastornos caracterizados por una prolifera-
cion celular no deseada, rapida y asi sucesivamente.

Salvo que se indique lo contrario, se pueden emplear métodos convencionales para la produccion de polipéptidos
recombinantes y sintéticos, proteinas de fusion, anticuerpos o fragmentos que se unen a antigeno de los mismos, la
manipulaciéon de secuencias de acido nucleico, la produccion de células transformadas y similares. Tales técnicas
son conocidas para los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 32 ed. (Cold Spring Harbor, Nueva York, 2001); F.M. Ausubel et al. Current Protocols in Molecular Biology
(Green Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc., Nueva York).

La expresion "polipéptido EZH2" incluye fragmentos funcionales de polipéptidos de longitud completa y equivalentes
funcionales de cualquiera de los anteriores que tienen secuencias de aminoacidos sustancialmente similares o sus-
tancialmente idénticas (al menos aproximadamente un 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o mas de similitud o identi-
dad de secuencia de aminoacidos), en donde el fragmento funcional o el equivalente funcional conserva una o varias
de las propiedades funcionales del polipéptido natural.

Por "funcional" se entiende que el polipéptido (o el acido nucleico) tiene la misma actividad o sustancialmente una
actividad similar con respecto a una o varias de las propiedades bioldgicas del polipéptido natural (o el acido nuclei-
co), por ejemplo, al menos aproximadamente 50%, 75%, 85%, 90%, 95% o 98% o mas de la actividad del polipépti-
do natural (o acido nucleico).

El término "modular” (y equivalentes gramaticales) se refiere a un aumento o una disminucién de la actividad. El
término "aumentar" o "mejorar" (y equivalentes gramaticales) puede significar un aumento de al menos aproximada-
mente 25%, 50%, 75%, 2 veces, 3 veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces o mas. Los términos "disminuir" o
"reducir" (y equivalentes gramaticales) significan una disminucion de al menos aproximadamente 25%, 40%, 50%,
60%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o mas. La actividad, la sustancia u otro parametro indicados pueden no ser
detectables. Especificamente se proporcionan antagonistas de EZH2.

La expresion "marcador farmacodinamico"” se refiere a un marcador molecular de la respuesta a un farmaco que se
puede medir en pacientes que reciben el farmaco. El marcador debe ser una medida directa de modulacién de la
diana del farmaco y ser capaz de mostrar cambios cuantitativos como respuesta a la dosis. Un marcador farmacodi-
namico potencial de los antagonistas de EZH2 podria ser los niveles de metilacion en H3-K27 de las histonas en o
un tejido enfermo o experimental.

Tal y como se utiliza en este documento, el término "capacidad de respuesta” es intercambiable con los términos
"que responde”, "sensible" y "sensibilidad" y se entiende que en un sujeto que muestra una respuesta terapéutica
cuando se administra un inhibidor de EZH, por ejemplo, las células tumorales o los tejidos tumorales del sujeto expe-
rimentan apoptosis y/o necrosis, y/o muestran un crecimiento, division o proliferacion reducidos.

El término "control" o "referencia" se refiere a los niveles de metilacion (por ejemplo, nivel de monometilacion, nivel
de dimetilacion o nivel de trimetilacion) detectados en un tejido no tumoral adyacente, aislado del sujeto, detectado
en un tejido sano de un sujeto sano o establecido por un patélogo con los métodos convencionales en la técnica.

Por "muestra” se entiende cualquier muestra bioldgica obtenida a partir del sujeto, incluye pero no se limita a, célu-
las, muestras de tejidos y fluidos corporales (incluyendo, pero no limitados a, mucosidad, sangre, plasma, suero,
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orina, saliva y semen).

En toda la descripcién, cuando se describen composiciones que tienen, incluyen o comprenden componentes espe-
cificos, se contempla que las composiciones también consisten esencialmente en o consisten en, los componentes
citados. Asimismo, cuando se describen métodos o procedimientos que tienen, incluyen o comprenden etapas espe-
cificas del procedimiento, los procedimientos también consisten esencialmente en o consisten en, las etapas citadas
del procedimiento. Ademas, se debe entender que el orden de las etapas o el orden para realizar ciertas acciones,
es indiferente siempre que la invencion siga siendo realizable. Por otra parte, dos o mas etapas o acciones se pue-
den realizar simultaneamente.

Los procedimientos sintéticos de la invencion puede tolerar una amplia variedad de grupos funcionales; por lo tanto,
se pueden emplear diversos materiales de partida sustituidos. Los procedimientos generalmente proporcionan el
compuesto final deseado al terminar o cerca del fin del procedimiento en general, aunque puede ser deseable en
ciertos casos convertir adicionalmente el compuesto en una sal, éster o profarmaco farmacéuticamente aceptable
del mismo.

Los compuestos de la presente invencion se pueden preparar a través de una variedad de maneras, usando mate-
riales de partida disponibles comercialmente, compuestos conocidos en las publicaciones o intermedios preparados
facilmente, mediante el empleo de métodos y procedimientos sintéticos convencionales bien conocidos por los ex-
pertos en la técnica o que seran evidentes para el experto en la materia de cara a las ensefianzas del presente do-
cumento. Los métodos y procedimientos sintéticos convencionales para la preparacion de moléculas organicas y
transformaciones y manipulaciones de grupos funcionales se pueden obtener a partir de publicaciones cientificas
relevantes o de libros de texto convencionales en ese campo. Aunque no se limita a una cualquiera o a varias fuen-
tes, textos clasicos tales como Smith, M. B., March, J., March's Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mecha-
nisms, and Structure, 52 edicion, John Wiley & Sons: New York, 2001; y Greene, T.W., Wuts, P.G. M., Protective
Groups in Organic Synthesis, 32 edicion, John Wiley & Sons: New York, 1999, son libros de texto de sintesis organi-
ca de referencia, utiles y reconocidos, conocidos por los expertos en la materia. Las siguientes descripciones de
métodos sintéticos se disefian para ilustrar, pero no para limitar, los procedimientos generales para la preparacion
de compuestos de la presente invencion.

Los compuestos de la presente invencion se pueden preparar convenientemente mediante una variedad de métodos
conocidos por los expertos en la técnica. Los compuestos de esta invencion con cada una de las férmulas descritas
en este documento, se pueden preparar de acuerdo con los siguientes procedimientos a partir de materiales de
partida disponibles comercialmente o materiales de partida que se pueden preparar utilizando procedimientos de
publicaciones. Esos procedimientos muestran la preparacion de compuestos representativos de esta invencion.

Los compuestos disefiados, seleccionados y/u optimizados por métodos descritos anteriormente, una vez produci-
dos, se pueden caracterizar usando una variedad de ensayos conocidos por los expertos en la técnica para determi-
nar si los compuestos tienen actividad bioldgica. Por ejemplo, las moléculas se pueden caracterizar mediante ensa-
yos convencionales, incluyendo pero no limitados a los ensayos descritos a continuacion, para determinar si tienen
una actividad prevista, actividad de union y/o especificidad de unién.

Ademas, se puede emplear un escrutinio de alto rendimiento para acelerar el analisis usando tales ensayos. Como
resultado, es posible escrutar rapidamente las moléculas descritas en la presente memoria en busca de actividad,
usando métodos conocidos en la técnica. Metodologias generales para la realizacion de un escrutinio de alto rendi-
miento se describen, por ejemplo, en Devlin (1998) High Throughput Screening, Marcel Dekker; y en el documento
de Patente de EE.UU. n°® 5.763.263. Los ensayos de alto rendimiento pueden emplear una o varias técnicas de en-
sayo diferentes, incluyendo, pero no limitadas a, las descritas a continuacion.

La mencién de publicaciones y documentos de patente no pretende ser una admision de que alguno sea una técnica
anterior pertinente, ni constituye una admision en cuanto al contenido o fecha de los mismos. Ahora, una vez que se
ha descrito la invencion por medio de una descripciéon escrita, los expertos en la técnica reconoceran que la inven-
cion se puede poner en practica con una variedad de realizaciones y que la descripcion anterior y los ejemplos si-
guientes tienen un fin ilustrativo y no de limitacién de las reivindicaciones que siguen.

Ejemplos

La invencion una vez que se ha descrito ahora de forma general, se entendera mas facilmente haciendo referencia a
los siguientes ejemplos, que se incluyen meramente con fines ilustrativos de ciertos aspectos y realizaciones de la
presente invencion y que no pretenden limitar la invencion.

Ejemplo 1 - Complejo PRC2 recombinante de cinco componentes

EZH2 de tipo natural (GenBank n° de orden NM_004456) o mutantes Tyr641 se coexpresan con AEBP2 de tipo
natural (GenBank n°® de orden NM_153207), EED (GenBank n° de orden NM_003797), SUZ12 (GenBank n°® de or-
den NM_015355) y RbAp48 (GenBank n° de orden NM_005610) en células de Spodoptera frugiperda (Sf9) utilizan-
do un sistema de expresién de baculovirus. Un marcador FLAG N-terminal en el EED se usé para purificar el com-
plejo PRC2 activo a partir de lisados celulares (BPS Bioscience, numero de catalogo 51004). La pureza de las pre-
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paraciones finales de PRC2 se evalu6é mediante SDS-PAGE con tinciéon con azul Coomassie.
Ejemplo 2 - Panel peptidico de H3, H4

Un banco que consistia en 44 péptidos de 15 aminoacidos se sintetizé cada uno mediante 215t Century Biochemicals
(Marlboro, MA). Este panel peptidico incluia todos los aminoacidos de las histonas H3 y H4 humanas con 5 residuos
que se solapan entre secuencias de péptidos consecutivos. El extremo N-terminal de cada péptido se afadié con
biotina y los extremos C-terminales estaban representados como la amida. La pureza (>95%) y la identidad se con-
firmaron por analisis de cromatografia liquida/espectro de masas.

Para el estudio de dependencia del estado de metilacién de H3-K27 de la actividad enzimatica, los péptidos se sinte-
tizaron representando la secuencia de aminoacidos de H3 humana a partir de los residuos 21-44 (H3:21-44), en
donde la lisina 27 se representaba como la amina de la cadena lateral no modificada, monometilada, dimetilada o
trimetilada. Estos péptidos se adquirieron en New England Peptide (Gardner, MA) con biotina afiadida al extremo C-
terminal de cada péptido.

Ejemplo 3 - Evaluacion del estado de metilacion de H3-K27 en las células

Las lineas celulares OCI-LY19 (ACC 528), KARPAS-422 (ACC 32) y WSU-DLCL2 (ACC 575) se obtuvieron a partir
de DSMZ. Las lineas celulares DB (CRL-2289) y SU-DHL6 (CRL-2959) se obtuvieron a partir de ATCC. Las lineas
celulares OCI-LY19, WSU-DLCL2 y DB se cultivaron en medio RPMI-1640 con 10% de FBS y las lineas celulares
KARPAS-422 y SU-DHL6 se cultivaron en RPMI-1640 mas 20% de FBS. Las células se cultivaron hasta una densi-
dad de 1,5-2 x 108 células/ml y 1 x 107 células se recogieron por centrifugacion a 264 x g, se lavaron en PBS enfria-
do con hielo y se lisaron mediante resuspension en 10X un volumen de sedimento de tampén de lisis RIPA que
contenia Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, 0,25% de DOC, 1% de NP-40 y EDTA 1 mM (Millipore n° 20-188), mas
0,1% de SDS y comprimidos inhibidores de proteasa (Roche n° 1836153). Los lisados se sometieron a ultrasonidos
mediante 2 rondas de 10 rafagas de 1 segundo en configuracion 3 con un Misonix XL-2000, para asegurar una ex-
traccion eficaz de las histonas y se aclararon por centrifugacion a 4°C utilizando una centrifuga de mesa a 14.000
rpm durante 10 minutos. La concentracion de proteina se determind mediante un ensayo BCA (Pierce). Cuatro mi-
crogramos de cada lisado se fracciond en un gel de 4-20% de Tris-glicina (Invitrogen), se transfirieron a PVDF y se
sometieron a ensayo con los siguientes anticuerpos en tampoén de bloqueo Odyssey: de raton anti-EZH2 (CST 3147;
dilucion 1:2000), de conejo anti-H3-K27me3 (CST 9733; dilucion 1:10000), de conejo anti-H3-K27me2 (CST 9755;
dilucion 1:5000), de conejo anti-H3-K27me1 (Active Motif 39377; dilucién 1:5000) y de raton anti-H3 total (CST 3638;
dilucion 1:20000). Después de la incubacion con el Ac primario, las membranas se sometieron a ensayo con Ac
secundario de IgG de burro anti-ratén IRDye 800CW (LICOR n° 926-32212) o IgG de cabra anti-conejo Alexa Fluor
680 (Invitrogen n° A-21076) y se formaron imagenes utilizando el sistema LICOR Odyssey.

Ejemplo 4 - Enzimologia

Como se ha sefialado anteriormente, previamente se habia llegado a la conclusién de que los cambios asociados a
la enfermedad en Tyr641 daban lugar a una pérdida de funcion con respecto a la metilacion de H3-K27catalizada
por EZH2. Sin embargo, una presunta reduccion de la tasa de metilacién de H3-K27 debida a la heterocigosidad de
la enzima era dificil de racionalizar como la base de un fenotipo maligno, especialmente de cara a los datos anterio-
res que indicaban que una sobreexpresion de EZH2, mutaciones de pérdida de funcion en la desmetilasa corres-
pondiente de H3-K27, UTX o una sobreexpresion de componentes del PRC2, tales como PHF19/PCL3, implicaban
un aumento de la trimetilacion de H3-K27, todo ello dando como resultado fenotipos malignos en canceres humanos
especificos. Morin et al. (2010) Nat Genet 42:181-5; Martinez-Garcia et al. (2010) Nat Genet 42:100-1; Bracken et al.
(2003) EMBO J 22:5323-35; Kleer et al. (2003) Proc Natl Acad Sci USA 100:11606-11; Varambally et al. (2002) Na-
ture 419:624-9; Simon et al. (2008) Mutat Res 647:21-9; van Haaften et al. (2009) Nat Genet 41:521-3; Wang et al.
(2004) Gene 343:69-78; Cao et al. (2008) Mol Cell Biol 28:1862-72; y Sarma et al. (2008) Mol Cell Biol 28:2718-31).
Por lo tanto, la enzimologia de esas mutaciones se explord con mayor detalle.

Los complejos PRC2 recombinantes se prepararon con versiones WT y mutantes Tyr641 de EZH2 humana (véase
el Ejemplo 1 anterior; Cao et al (2004) Mol Cell. 15:57-67). Concentraciones iguales (nominalmente 8 nM, basadas
en determinaciones proteicas) de cada complejo se sometieron a ensayo inicialmente para estudiar la capacidad de
catalizar la transferencia de 3H-metilo desde S-adenosil metionina (SAM) marcada a un péptido no modificado que
representaba la secuencia de aminoacidos que rodea H3-K27 (H3:21-44) o a oligonucleosomas de eritrocitos avia-
res naturales. Como se ha informado anteriormente (Morin et al. (2010) Nat Genet. 42: 181-5), se encontr6é que la
enzima WT mostraba una actividad fuerte para la transferencia de metilo a ese sustrato peptidico no metilado, pero
ninguna de las enzimas mutantes mostraba una actividad metiltransferasa significativa (Figura 1A). En contraposi-
cion con los datos indicados anteriormente y los de la Fig. 1A, se encontré que todas las estructuras artificiales de
EZH2 mutantes eran metiltransferasas activas frente al sustrato de nucleosoma aviar (Figura 1B). Los nucleosomas
aislados a partir de la fuente natural aviar representan una mezcla por adicién de estados de modificacién de histo-
nas, incluyendo diversos estados de metilacion de H3-K27 tal y como se interpreta mediante la transferencia Wes-
tern con anticuerpos especificos de una metilaciéon de H3-K27.

Existen diversas explicaciones posibles para la actividad discordante de los complejos PRC2 mutantes sobre sustra-
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tos peptidicos y de nucleosoma. Una posibilidad es que los sitios de reconocimiento de sustrato distales al sitio acti-
vo de la enzima (es decir, los exositios) son determinantes importantes de la union al sustrato y el recambio; estos
sitios involucrarian elementos de reconocimiento complementarios sobre el nucleosoma que no estan disponibles
sobre los pequeiios sustratos peptidicos. Sin embargo, cuando la histona H3 humana recombinante, expresada en
E. coli se sometid a ensayo como un sustrato para los complejos PRC2 WT y mutantes, el patron resultante de la
actividad era idéntico al observado para el sustrato peptidico; es decir, la enzima WT mostraba una actividad metil-
transferasa fuerte frente al sustrato H3, el mutante Y641F mostraba 7% de la actividad del complejo WT y todos los
demas mutantes representaban <1% de la actividad del complejo WT. Por lo tanto, involucrar un exositio parece una
explicacion poco probable para los resultados actuales. El nucleosoma presenta muchos residuos de lisina ademas
de H3-K27 como sitios potenciales de metilacién que no estarian presentes en el sustrato peptidico pequefio. Por lo
tanto, otra posibilidad es que la mutacién Y641 altera la especificidad de sustrato de EZH2 para dar como resultado
una metilaciéon de residuos de lisina distintos de H3-K27. Esta posibilidad es poco probable dada la concordancia
excelente entre la actividad del mutante sobre los sustratos peptidicos pequefios y la proteina H3 recombinante.

La discordancia aparente entre los resultados actuales y los indicados previamente se resolvié cuando la actividad
enzimatica de los complejos PRC2 WT y mutantes se sometié a ensayo frente a un panel de sustratos peptidicos
que representan todos los posibles residuos de lisina (K) de la histona H3 y la histona H4 (véase el Ejemplo 2 mas
arriba). Todas las formas de la enzima mostraban una actividad significativa solo frente a los péptidos que contenian
el equivalente al residuo H3-K27. La actividad especifica de los mutantes, sin embargo, se reducia considerable-
mente en relacién a WT en el orden WT >> Y641F > Y641S ~ Y641H > Y641N, de nuevo compatible con los hallaz-
gos indicados anteriormente.

Ejemplo 5 - Enzimologia

Para entender mejor la actividad enzimatica de esos mutantes y reconciliar la aparente discrepancia entre la activi-
dad frente a los sustratos peptidicos y del nucleosoma, se estudié la capacidad de las formas enzimaticas para cata-
lizar adicionalmente la metilacion de diversos estados de metilacién de H3-K27 en el contexto del péptido H3:21-44.
Tal y como se habia indicado anteriormente, se encontré que todas las enzimas mutantes eran catalizadores defi-
cientes de una metilacion del péptido H3-K27 sin modificar, en relacién con la enzima WT. Sorprendentemente, sin
embargo, se encontré que todas las enzimas mutantes eran superiores a la enzima WT para catalizar adicionalmen-
te la metilacion de los péptidos H3-K27 monometilados, y especialmente los dimetilados (Figura 2). Por lo tanto, los
datos sugieren que la enzima WT es mas eficaz en la catalizacion de la reaccién desde ninguna metilacién a mono-
metilacion. Las enzimas mutantes son defectuosas para catalizar esta etapa inicial, pero son mas eficientes que la
enzima WT para catalizar las etapas posteriores que conducen desde H3-K27 monometilada a H3-K27 dimetilada y
H3-K27 trimetilada.

Los origenes de las diferentes especificidades de sustrato entre EZH2 WT y mutante se exploraron a través de la
cinética enzimatica en estado estacionario. Como se resume en la Tabla 2, las mutaciones tienen efectos minimos
sobre el reconocimiento del sustrato en estado fundamental, como se demuestra por los valores similares de Kn,
para el nucleosoma y de K1, para sustratos peptidicos. En todos los casos, los sustratos peptidicos muestran un
comportamiento de union sigmoidea; por lo tanto, la concentracion de péptido que da lugar a la velocidad media-
maxima se indica ahi como Ki; en lugar de la constante de Michaelis, Kn que es mas comun. Copeland (2005)
Evaluation of Enzyme Inhibitors in Drug Discovery: A Guide to Medicinal Chemists and Pharmacologists, Wiley. La
Km de SAM asimismo mostraba una variacién minima entre las formas de la enzima, que variaban desde 208 + 50 a
304 + 64 nM. En su lugar, las diferencias en la utilizacion del sustrato parecen tener su origen en el reconocimiento
del estado de transicion, como se demostré por las diferencias en los valores de kcat entre las enzimas para diversos
sustratos (Tabla 2). Como resultado, la eficacia catalitica, cuantificada como la relacion ke.#/K (en donde K es o bien
Km 0 K12, en funcién de la identidad del sustrato; véase mas arriba), varia entre las enzimas WT y mutantes para
diferentes estados de metilacion de H3-K27 (Tabla 2).

Tabla 2. Parametros cinéticos en estado estacionario para reacciones de metilacién catalizadas por PRC2 que con-
tiene EZH2 de tipo natural o mutantes Y641 de EZH2.

| Enzima | Estado de metilacion de H3-K27 en el sustrato | | Keat (N x 102) | Keat/K (h'-nM-" x 104)
| 0 | 184%10 | 84030 | 457 +30
1 436+42 | 654+58 15,0 + 2,0
. e | |
| 2 | 178+16 | 60+03 | 3,403
| Nucleosoma | 14131 | 42626 | 30,2+ 6,9
| 0 | 240:19 | 48+03 | 2,0+0,2
1 404124 | 150+4,3 3,7+16
veatF | | | |
| 2 | 191:10 | 84,028 | 440+27
| Nucleosoma | 176+19 | 654:20 | 372+42
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| Enzima | Estado de metilacion de H3-K27 en el sustrato | K (n | Keat (N x 102) | Keat/K (h'-nM-" x 104)
| 0 - - | -
| 1 | 319+57 | 28237 | 8,8 +2,0
Y641H
| 2 | 148+9 | 22809 | 154 + 1,1
| Nucleosoma | 140+22 | 23410 | 16,7 £ 2,7
| 0 - - | -
| 1 | 28011 | 23408 | 8,4+ 0,4
Y641N
| 2 | 157+11 | 96,0+40 | 61,1+5,0
| Nucleosoma | 191£34 | 23413 | 12,3+2,3
| 0 - - | -
| 1 | 249+8 | 27608 | 11,1+0,5
Y6418
| 2 | 1368 | 59420 | 437 3,0
| Nucleosoma | 137+28 | 23414 | 17,1+ 3,6
a Actividad demasiado baja para la medicion.

Ejemplo 6 - Enzimologia

Los parametros de la cinética en estado estacionario indicados en la Tabla 2 permitieron calcular los niveles espera-
dos de diferentes de metilacion de H3-K27 en células heterocigotas para las diversas formas de EZH2 mutantes, en
relacion con células homocigotas para la enzima WT. Para realizar esas simulaciones, se establecieron una serie de
premisas para simplificar: (1) que la cinética enzimatica en estado estacionario es relevante para la metilacion de
H3-K27 catalizada con PRC2 en el contexto celular y que todas las mediciones se realizan en el mismo punto de
tiempo en el crecimiento celular; (2) que la enzima mutante y WT se expresan a niveles iguales en células heteroci-
gotas y que el nivel total de EZH2 es igual en todas las células; (3) que la concentracién celular de SAM, en relacién
a su Ky, es saturante y no cambia entre las células; (4) que la concentracion celular del nucleosoma es similar a su
Km y del mismo modo no cambia entre las células; (5) que la metilacion catalizada por EZH1 de H3-K27 era insignifi-
cante y constante entre las células; y (6) que cualquier actividad desmetilasa de H3-K27 también era constante entre
las células.

Con esas premisas en marcha, se obtuvieron las predicciones ilustradas en la Figura 3A para niveles relativos de
H3-K27me3 (panel superior), H3-K27me2 (panel medio) y H3-K27me1 (panel inferior). Un patrén claro surge a partir
de estas simulaciones. El nivel de H3-K27me3 aumenta en relacién con las células WT en todas las células que
albergan mutantes, oscilando desde un aumento del 30% para el mutante Y641H hasta >400% para el mutante
Y641N. Al mismo tiempo, los niveles de H3-K27me2 disminuyen hasta <50% de WT en todos los mutantes y los
niveles de H3-K27me1 se reducen aproximadamente a la mitad en todos los mutantes, en relacion a WT.

Los niveles relativos de los estados de metilacion de H3-K27 en lineas celulares de linfoma de linfocitos B que se
sabe que son homocigotas para WT EZH2 (OCI-LY19) o heterocigotas para EZH2 Y641N (DB, KARPAS 422 y SU-
DHL-6) o EZH2 Y641F (WSU-DLCL2) se midieron después mediante transferencia Western (Figura 3B). El patron
de estados de metilacion relativos de H3-K27 observado en la Figura 3b coincide totalmente con los resultados de
las simulaciones basadas en parametros cinéticos en estado estacionario in vitro, a pesar de las premisas emplea-
das en las simulaciones y el uso de un péptido experimental no fisioldgico como sustrato.

Por lo tanto, se observé un aumento de H3-K27me3 en todas las células que albergaban mutantes Y641 en relacion
con WT, una disminucion de H3-K27me2 se observo en todas las células mutantes que albergaban mutantes Y641
en relacion con WT y una disminucion de H3-K27me1 se observé en al menos dos de las cuatro lineas celulares
mutantes. Los niveles casi comparables de H3-K27me1 en las células WT y KARPAS 422 y SU-DHL-6 pueden refle-
jar diferentes niveles de expresion de EZH2 WT y mutante, diferentes contribuciones de EZH1 u otros factores no
considerados en las simulaciones. Sin embargo, la concordancia entre los patrones previstos y experimentales del
estado de metilacion de H3-K27 es notable y apoya la opinion de que el acoplamiento enzimatico entre EZH2 WT y
mutante conduce a un aumento de H3-K27me3, lo que da lugar al fenotipo maligno de las células que son heteroci-
gotas para esos mutantes.

Ejemplo 7 - Ensayos in vitro de la actividad metiltransferasa de PRC2

Ensayo en placa Flashplate con sustrato peptidico. Para una comparacion inicial de EZH2 WT y mutantes Y641 de
EZH2, el péptido H3:21-44 de la histona biotinilada que contenia K27 no metilada (New England Peptide), K27 mo-
nometilada (Millipore) o K27 dimetilada (Millipore) a una concentracion de 800 nM, se combin6 con una mezcla de S-
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adenosilmetionina-Cl (SAM) 1700 nM y SAM tritiada 300 nM (Perkin Elmer). Esta combinacién de sustratos se afa-
dié después a PRC2 en tampdn de ensayo (BICINE 20 mM, DTT 1 mM, 0,002% de Tween 20, 0,005% de gelatina
de piel bovina (BSG), pH 7,6). Las reacciones se dejaron proceder durante el intervalo de tiempo indicado y después
se inactivaron por adicion de un exceso de SAM fria (600 uM de concentracion final). Las mezclas de reaccion inac-
tivadas se transfirieron a una placa Flashplate recubierta con estreptavidina (Perkin Elmer, nimero de catalogo
SMP410), se permitié la union durante una hora y luego se detectd en un aparato para recuento de centelleo y lumi-
niscencia TopCount NXT HTS (Perkin Elmer). Cada punto de tiempo representaba el promedio de seis reacciones
individuales. Los parametros cinéticos en estado estacionario se determinaron en condiciones de reaccién idénticas,
excepto que la concentracién de péptido o SAM variaba, mientras que el otro sustrato estaba en condiciones de
saturacion. La velocidad se representé como una funcion de la concentracion de sustrato variada y los datos se
ajustaron a la version no transformada de la ecuacion de Michaelis-Menten o a la version no transformada de una
ecuacion cinética sigmoidea para calcular los valores de K y keat. LOs errores estandar de parametros ajustados se
indican en la Tabla 2 y se utilizaron para construir las barras de error ilustradas en la Figura 2 en los paneles By C.
El error asociado con kg./K (Tabla 2) se calcul6 de acuerdo con métodos convencionales de propagacion de errores;
el error fraccional de keat/K se determind como:

k Y (uk
U Tear H cat + H
K k K 0

cat

en donde pkcat es el error estandar de kcat y UK es el error estandar de K.

Ensayo en placa filtrante con oligonucleosoma. Oligonucleosomas de eritrocitos de pollo se purificaron como se ha
descrito previamente. Fang y col. (2004) Methods Enzymol 377:213-26. Los nucleosomas se combinaron con una
mezcla de SAM y SAM tritiada y se afiadieron a PRC2 en tampén de ensayo (BICINE 20 mM, KCI 100 mM, DTT 1
mM, 0,002% de Tween 20, 0,005% de BSG, pH 7,6). Las reacciones se realizaron y se inactivaron como anterior-
mente. La mezcla de reaccion inactivada se transfirio a una placa filtrante de fibra de vidrio (Millipore, nimero de
catalogo MSFBNGB) y se lavo tres veces con acido tricloroacético al 10% y se dejo secar. Se afiadié Microscint Zero
(30 pl) y se detectd la incorporacion de tritio en un aparato de recuente de centelleo y luminiscencia TopCount. Los
parametros en estado estacionario se determinaron con condiciones de reaccion idénticas, excepto que la concen-
tracion de nucleosoma o de SAM variaba mientras que el otro sustrato estaba en condiciones de saturacién. La
velocidad se representd como una funcién de la concentracién de sustrato variada y se ajusto a la version no trans-
formada de la ecuacion de Michaelis-Menten para derivar los valores de Km y keat coOmo se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 8 - Preparacion del Compuesto

A. PREPARACION DEL COMPUESTO DE REFERENCIA 63

NH;

/N =N
<NI:,)

FmocHN .~ C 63
"
0__0b
Me" Me

A una solucion de 9-((3aR,4R,6R,6aR)-6-(aminometil)-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)-9H-purin-6-
amina (Townsend, A. P. et al. (2009) Org. Let. 11:2976-2979) (3,05 g, 9,96 mmol) en DCE (250 mL) se afiadio (2-
oxoetil)carbamato de (9H-fluoren-9-il)metilo (2,8 g, 9,96 mmol) y NaB(OAc)sH (2,96 g, 13,95 mmol), la mezcla se
agitoé durante 4 h a temperatura ambiente. Se afiadié una solucién de K;CO3 a pH a 8-9. Se afiadio DCM, la capa
organica se seco con Na;S04, se concentrod y se purificé por SGC (DCM: MeOH = 30:1) para proporcionar 63 (2,9 g,
rendimiento: 50,9%).

B. PREPARACION DEL COMPUESTO DE REFERENCIA 65

63
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A una solucién de 63 (2,9 g, 5,08 mmol) en DCE (250 ml), se afadié 2-((terc-butoxicarbonil)amino)-4-oxobutanoato
de (S)-bencilo (1,56 g, 5,08 mmol) y NaB(OAc)sH (1,51 g, 7,11 mmol), la mezcla se agitdé durante 4 h a temperatura
ambiente. Se afadié una solucion de K.CO3 a pH 8-9. Se afadié DCM, la capa organica se secd con Na;SO,, se
concentré y se purificd con SGC (DCM: MeOH = 100:1) para proporcionar 65 (2,8 g, rendimiento: 63,9%).

C. PREPARACION DEL COMPUESTO DE REFERENCIA 75

NH,
N X
N
< I
NTN 72
H,N o)
z -\/\N/‘U
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NH,
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Etapa 1. A una solucién de 65B (2,2 g, 2,55 mmol) en DCM (10 ml), se afiadié Et.2NH (1,1 g, 15,3 mmol), la mezcla
se agité durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla se concentré para proporcionar 72 bruto (2,2 g).

Etapa 2. A una solucién agitada de 72 (167 mg, 0,26 mmol) en MeOH (4 ml), se afiadi6é 2-(4-clorofenil) acetaldehido
(40 mg, 0,26 mmol) y se agitdé a temperatura ambiente durante 20 min. Después se afiadieron Na(OAc);BH (83 mg,
0,39 mmol) y HOAc (0,4 ml) y se agitaron durante la noche. Después se afiadi6 NaHCO3 (ac) y se extrajo con DCM
(25 ml x 3), se lavé con salmuera, se secé con Na;SO4 y se concentré. El producto bruto se purificd por TLC prepa-
rativa (DCM / MeOH = 10:1) para proporcionar 73 (30 mg, rendimiento: 14%) como un polvo blanco. LC/MS (m/z):
779,7 [M+1]*.

Etapa 3. Una mezcla de 73 (30 mg, 0,038 mmol) y 10% de Pd/C (15 mg) en MeOH (2 ml) se agité a temperatura
ambiente bajo atmdsfera de H; durante la noche. La mezcla se filtrd y el filirado se concentré para proporcionar el
producto bruto. El producto bruto se purificé por TLC preparativa (DCM / MeOH = 8:1) para proporcionar 74 (20 mg,
rendimiento: 69%) como un polvo blanco. LC/MS (m/z): 689,7 [M+1]*.

Etapa 4. Una solucién de 74 (20 mg, 0,028 mmol) en 90% de TFA (1 ml) se agit6é a temperatura ambiente durante 1
h y se concentré como un sélido para eliminar TFA para proporcionar el compuesto 75 (sal de TFA) como un aceite
incoloro sin purificacion. LC/MS (m/z): 549,7 [M+1]*.

Ejemplo de Referencia 9 - Inhibicién de EZH2 de tipo natural y mutantes Y641 mediante SAH

S-adenosil-L-homocisteina (SAH) se diluyo en serie 3 veces en DMSO para 10 puntos y 1 pyl se sembré en una placa
de microtitulacion de 384 pocillos. El control positivo (100% de patrén de inhibicion) tenia una concentracion final de
100 uM de SAH y el control negativo (0% de patron de inhibicién) contenia 1 pl de DMSO. A continuacion se incubd
SAH durante 30 minutos con 40 pl por pocillo de EZH2 de tipo natural y mutantes a 8 nM en tamp6n de ensayo a pH
7,6 (BICINE 20 mM, KCI 100 mM, DTT 1 mM, 0,002% de Tween 20, 0,005% de BSG). Se afiadié una mezcla de
sustrato a 10 pL por pocillo que contenia S-adenosilmetionina-Cl (SAM) a 150 nM y SAM ftritiada a 100 nM y oligo-
nucleosoma biotinilado a 150 nM en tampdn de ensayo a pH 7,6. La reaccidon enzimatica inactivada se transfirié a
una placa Flashplate (Perkin Elmer, nimero de catalogo SMP410) recubierta con estreptavidina, se permitié la unién
durante una hora y se detectd en un aparato TopCount NXT HTS (Perkin Elmer).

Los resultados se muestran en la Figura 7. Los valores de CI50 se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Inhibicion de EZH2 WT y mutantes Y641 de EZH2 mediante SAH.

\ | WT | Y641H | Y641S | Y641N | YB41F
| clsouM | 0467 | 0,263 | 0,283 | 0,380 | 480
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Ejemplo de Referencia 10 - Inhibicion de EZH2 de tipo natural y mutantes Y641 mediante el Compuesto 75

El Compuesto 75 se diluy6 en serie 3 veces en DMSO para 10 puntos y 1 ul se sembré en una placa de microtitula-
cion de 384 pocillos. El control positivo (100% de patrén de inhibicion) tenia una concentracion final de 100 uM de
SAH vy el control negativo (0% de patrén de inhibicion) contenia 1 yl de DMSO. A continuacion se incubd el Com-
puesto 75 durante 30 minutos con 40 pl por pocillo de EZH2 de tipo natural y mutantes a 8 nM en tampdn de ensayo
a pH 7,6 (BICINE 20 mM, KCI 100 mM, DTT 1 mM, 0,002% de Tween 20, 0,005% de BSG). Se afiadié una mezcla
de sustrato a 10 yL por pocillo que contenia S-adenosilmetionina-Cl (SAM) a 150 nM y SAM tritiada a 100 nM y
oligonucleosoma biotinilado a 150 nM en tampdn de ensayo a pH 7,6. La reaccion enzimatica inactivada se transfirié
a una placa Flashplate (Perkin Elmer, niumero de catdlogo SMP410) recubierta con estreptavidina, se permitio la
unién durante una hora y se detect6 en un aparato TopCount NXT HTS (Perkin Elmer).

Los resultados se muestran en la Figura 8. Los valores de CI50 se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Inhibicion de la EZH2 WT y mutantes Y641 de EZH2 con el compuesto 75.

| . owr | ve41s | YB4IN | YB4IF | YB4TH
| clsouM | 895 | 2,50 | 4,10 | 7,18 | 756

Ejemplo 11 - Relaciones entre H3-K27me2/me3 predicen la sensibilidad frente a un inhibidor de EZH2

Las lineas de células tumorales heterocigotas para la mutacion de EZH2 (Y641) muestran un aumento de los niveles
de H3-K27me3, el estado de metilacion de H3-K27 que se cree que es importante en la tumorigénesis. Se evaluaron
los niveles de las formas monometiladas (H3-K27me1), dimetiladas (H3-K27me2) o trimetiladas (H3-K27me3) de H3-
K27 en un panel de lineas celulares que eran WT para EZH2 o heterocigotas para las mutaciones de EZH2 (Y641).
Las lineas celulares utilizadas se indican en la Tabla 5. La mayoria de las lineas son lineas de linfoma de linfocitos
B, sin embargo también se incluyeron dos lineas de melanoma. IGR1 es una linea de melanoma que se ha encon-
trado recientemente que contiene una mutacion Y641N en EZH2 y se incluyeron células A375 como una linea de
control de melanoma con EZH2 WT. Las Figuras 9A y B muestran los resultados de analisis de transferencia Wes-
tern de las histonas aisladas a partir de este panel de lineas celulares que se sometieron a ensayo con anticuerpos
que reconocian H3-K27me1, H3-K27me2 o H3-K27me3. En general, los niveles globales de H3-K27me3 son mas
altos en las lineas celulares que contienen el mutante Y641 que en lineas celulares que expresan EZH2 WT exclusi-
vamente. La excepcion son las células Farage, en donde los niveles de H3-K27me3 eran similares a los de las li-
neas WT. Mas sorprendentes son los niveles mucho mas bajos de H3-K27me2 en lineas celulares mutantes Y641
de EZH2 en relacién con las lineas celulares de tipo natural. Se observé una sefial baja o ninguna de H3-K27me2 en
la transferencia Western de las histonas extraidas a partir de lineas celulares mutantes Y641, mientras que la sefal
observada con el mismo anticuerpo en lineas de células WT era mas intensa que la observada con el anticuerpo
especifico de H3-K27me3. En general, en las lineas de células WT, la sefial de la transferencia Western con un
anticuerpo de HK27me2 era mayor que la sefial observada con el anticuerpo de H3-K27me3, mientras que lo contra-
rio era cierto en las lineas celulares de mutante Y641. Por tanto, la relacion entre la sefal de HK27me3/me2 en las
lineas Y641 es mayor que la observada en las lineas WT.

El estado de metilacion de H3-K27 también se puede examinar por espectrometria de masas (MS), un método inde-
pendiente que no depende de reactivos de anticuerpos. El analisis MS demostré que los niveles de H3-K27me3 son
mas altos en las lineas de células mutantes Y641 y Pfeiffer (A677G) que en las otras lineas WT, mientras que lo
contrario es cierto para los niveles de H3-K27me2. En las lineas de células mutantes Y641 y Pfeiffer (A677G), los
niveles de H3-K27me3 eran mas altos que los niveles de H3-K27me2, mientras que lo contrario era cierto en las
otras lineas WT. Estos resultados son compatibles con los observados por analisis de transferencia Western en la
Figura 9Ay B.

Las diferencias en el estado de metilaciéon de H3-K27 se detectaron también por inmunocitoquimica utilizando anti-
cuerpos contra H3-K27me2 o H3-K27me3. Este ensayo de inmunohistoquimica se usa para detectar relaciones
aberrantes entre H3-K27me2/3 asociadas con EZH2 mutante Y641 en muestras de tejidos de tumores de pacientes
fijadas con formalina y embebidas en parafina. Un panel de cinco sedimentos de lineas celulares de linfoma WT y
cinco mutantes Y641 se fijaron y se embebieron en bloques de parafina y se tifieron con anticuerpos anti-H3-
K27me2 o anti-H3-K27me3. Un anticuerpo para la histona H3 se incluyé como control positivo, ya que todas las
células debian contener la histona H3 nuclear. La Figura 10 muestra que todas las lineas celulares eran positivas en
el 100% de las células tanto para la tincion de H3-K27me3 como de H3. En esas condiciones, no se observo ningu-
na diferencia clara en la intensidad de la tincion de H3-K27me3 entre las lineas de células WT y mutantes Y641.
Esto puede reflejar el intervalo dinamico limitado de la tincion inmunocitoquimica cromogénica en comparacion con
otros métodos de deteccidn. Sin embargo, como se muestra en la Figura 11, las lineas celulares se podian separar
claramente en las que se tefiian de forma positiva o negativa para H3-K27me2. Todas las lineas celulares WT se
tefiian de forma positiva para H3-K27me2, mientras que todas las lineas celulares mutantes Y641 y las células Pfeif-
fer (A677G) no mostraron ninguna tinciéon con el anticuerpo de H3-K27me2. Estos resultados son compatibles con
los obtenidos por analisis Western y MS.
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Sin desear estar ligado a una teoria, el aumento de los niveles de H3-K27me3 asociados con la ganancia de muta-
ciones funcionales de EZH2 (Y641) puede hacer que las células que son portadoras de mutaciones de EZH2 sean
mas sensibles a inhibidores de molécula pequefia de EZH2. Para evaluar si el aumento de los niveles de H3-
K27me3 y/o la disminucion de los niveles de H3-K27me2 observados en las células Pfeiffer en ausencia de una
mutacion Y641 de EZH2 también se correlacionan con la sensibilidad frente a los inhibidores de EZH2, se sometie-
ron a ensayo dos compuestos que demostraban una potente inhibiciéon de EZH2 en ensayos bioquimicos con CI50s
de 85 y 16 nM, respectivamente. El tratamiento de las células WSU-DLCL2 con cualquiera de los compuestos con-
ducia a una inhibicion de los niveles globales de H3-K27me3, confirmando su capacidad para entrar en las células e
inhibir la actividad metiltransferasa celular de EZH2 (Figura 12).

La sensibilidad de un panel de lineas celulares WT y mutantes Y641 para cada compuesto se evalud en ensayos de
proliferaciéon. Debido a que la actividad antiproliferativa de los inhibidores de EZH2 tarda varios dias en manifestarse,
los compuestos se evaluaron en ensayos de proliferacion de 11 dias. La Figura 13 muestra las curvas de crecimien-
to representativas para WT (OCI-LY19) o para las lineas de células mutantes Y641 (WSU-DLCL2) tratadas con los
compuestos del ensayo. Ambos compuestos demostraron una actividad antiproliferativa contra las células WSU-
DLCL2, pero poca actividad contra las células OCI-LY19. El inhibidor A era un inhibidor mas potente de la prolifera-
cion de WSU-DLCL2 que el inhibidor B y esto es compatible con que el inhibidor A sea un inhibidor mas potente de
EZH2 en los ensayos bioquimicos. Los ensayos de proliferacion se realizaron en un panel de lineas celulares de
linfoma WT y mutantes Y641, con inhibidor B y se obtuvieron los valores de CI90 el dia 11. La Figura 14A muestra
los valores de CI90 de las lineas celulares de linfoma agrupadas por el estado de EZH2 Y641. En general, las lineas
celulares mutantes Y641 demostraron un aumento de la sensibilidad frente a los inhibidores de EZH2 en relacion
con las lineas de células WT, aunque las células RL y SUDHL4 eran significativamente menos sensibles que otras
lineas mutantes. Las células Pfeiffer (A677G) demuestran niveles elevados de H3-K27me3 y niveles bajos de H3-
K27me2 y de este modo la agrupacion de lineas celulares de acuerdo con H3-K27me3 elevada y H3-K27me2 baja
ofrece una mejor discriminacion de la sensibilidad del inhibidor de EZH2, como se muestra para el inhibidor B en la
Figura 14B. Por lo tanto, niveles elevados de H3-K27me3 y niveles bajos de H3-K27me2 se pueden utilizar para
predecir la sensibilidad frente a inhibidores de EZH2, independiente del conocimiento del estado de la mutacion.

Estos resultados demuestran que la identificacion de mutaciones Y641 de EZH2 en tumores de pacientes y/o la
deteccion de niveles bajos de H3-K27me2 con relacion a H3-K27me3 mediante el uso de técnicas tales como trans-
ferencia Western, MS o IHC en un paciente, se pueden utilizar para identificar qué paciente respondera a un trata-
miento con inhibidor de EZH2.

Tabla 5. Lineas celulares utilizadas en este estudio.

Cancer Estado de EZH2 |Linea celular

locI-LY19

HT

'MC116

'BC-1

Linfoma: DLBCL (linfoma difuso de linfocitos B grandes) y otro

linfoma de linfocitos B Tipo natural |BC'3

|Toledo

|DOHH-2

| Farage

'SR

|NU-DHL-1

|NU-DUL-1

|SU-DHL-10 (Y641F)

DB (Y641N)

KARPAS 422
Mutacion Y641 (Y641N)

|SU-DHL-6 (Y641N)

WSU-LDCG-2
(YB41F)
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|Céncer |Estado de EZH2 |Linea celular

| | RL (Y641N)

| | |SU-DHL-4 (Y641S)
|Melanoma |Tip0 nlaltural |A375

| Mutacién Y641 IGR-1 (Y641N)

Ejemplo 12 - Complejos PRC2 recombinantes de 4 componentes

EZH2 de tipo natural (WT) (GenBank n° de orden NM_004456) o mutantes A677G y A687V se coexpresaron con
EED de tipo natural (GenBank n°® de orden NM_003797), SUZ12 (GenBank n°® de orden NM_015355) y RbAp48
(GenBank n° de orden NM_005610) en células de Spodoptera frugiperda (Sf9) utilizando un sistema de expresion de
baculovirus. Un marcador FLAG N-terminal en EED se us6 para purificar el complejo PRC2 activo a partir de lisados
celulares. La pureza de las preparaciones finales de PRC2 se evalué por SDS-PAGE con tincién con azul de
Coomassie y la concentracion de proteinas se determiné usando una curva patron de albumina de suero bovino en
un ensayo Bradford.

Ejemplo 13 - Ensayos in vitro de la actividad metiltransferasa de PRC2

Procedimiento estandar para el ensayo Flashplate con sustratos peptidicos. La actividad de los complejos PRC2 que
contenian EZH2 de tipo natural o mutante se investigé usando una serie de cuatro péptidos que representaban la
secuencia de aminoacidos de H3 humana desde los residuos 21-44 (H3:21-44) con la lisina 27 representada como
la amina de la cadena lateral no modificada, monometilada, dimetilada o trimetilada, que consistia en la siguiente
secuencia, en donde la lisina H3-K27 sujeta a modificacion estda subrayada, ATKAARK-
SAPATGGVKKPHRYRPGGIK-Ahx-Biot]-amida (SEQ ID NO: 20). La biotina (Biot) se afiadi6 a un residuo de lisina C-
terminal (K) a través de un enlazador aminohexilo (AHX) fijado a la amina de cadena lateral de lisina (21t Century
Biochemicals). Para la comparacién del mutante y la actividad de EZH2 WT y mutante, los péptidos H3:21-44 de la
histona biotinilada se combinaron con una mezcla de S-adenosilmetionina (SAM; Sigma-Aldrich) y SAM tritiada (°H-
SAM; American Radiolabeled Chemicals) y PRC2 recombinante de 4 componentes en tampon de ensayo (BICINE
20 mM, DTT 1 mM, 0,002% de Tween 20, 0,005% de gelatina de piel bovina (BSG), pH 7,6). Las reacciones se
dejaron proceder durante el intervalo de tiempo indicado y después se inactivaron mediante la adicion de un exceso
de SAM fria (100 uM de concentracion final). Las mezclas de reaccion inactivadas se transfirieron a una Flashplate
recubierta con estreptavidina (Perkin EImer, numero de catdlogo SMP410) y se permitié la uniéon durante una hora
antes de lavar las placas en una lavadora de placas Biotek EL-405x y se hizo una lectura del centelleo y la luminis-
cencia en un TopCount NXT HTS (Perkin Elmer).

Ejemplo 14 - Enzimologia

Los complejos PRC2 recombinantes de 4 componentes se prepararon con EZH2 de tipo natural y versiones de mu-
tantes A677G o A687V de EZH2 (véase el Ejemplo 12 anteriormente; Cao et al (2004) Mol Cell 15:57-67). En cada
complejo se sometié a ensayo inicialmente la capacidad para catalizar la transferencia de *H-metilo desde la S-
adenosil metionina (SAM) marcada a cada uno de los cuatro péptidos H3:21-44. La enzima se diluy6 en serie y se
afiadio una mezcla de péptido (200 nM) y SAM (®*H-SAM 200 nM y SAM no marcada 800 nM). Las reacciones se
inactivaron a intervalos de 15 minutos mediante la adicion de un exceso de SAM no marcada y la velocidad de la
reaccion se calculd basandose en la regresion lineal de los recuentos en bruto por minuto (CPM) frente al tiempo.
Como se muestra en la Figura 15, las enzimas mutantes mostraban un patrén de actividad diferente que el de la
enzima de tipo natural. Los mutantes A677G y A687V tenian una actividad fuerte sobre todos los péptidos H3:21-44
no metilados, monometilados y dimetilados, mientras que la enzima de tipo natural solo mostraba una actividad
fuerte sobre los péptidos no metilados y monometilados. El péptido de control, que contenia H3-K27 completamente
trimetilada no estaba metilado en el ensayo, lo que indica que H3-K27 era la lisina diana.

Ejemplo 15 - Enzimologia

Para entender mejor la actividad enzimatica de esos mutantes, los origenes de las especificidades de sustrato dife-
renciales de EZH2 de tipo natural y mutante se exploraron a través de la cinética enzimatica en estado estacionario.
Se realizaron reacciones que contenian una valoracion de los péptidos H3-K27 con una enzima fijada (4 nM) y SAM
(3H-SAM 200 nM y SAM no marcada 800 nM). En todos los casos, los sustratos peptidicos mostraban un comporta-
miento de unién sigmoidea; por lo que la concentracion de péptido que daba lugar a la velocidad media-maxima se
indica en ese caso como K1 en lugar de la constante mas comun de Michaelis-Menten, Ky, (Copeland (2005) Eva-
luation of Enzyme Inhibitors in Drug Discovery: A Guide to Medicinal Chemists and Pharmacologists, Wiley). Como
se resume en la Tabla 6, las mutaciones tienen un efecto sobre el reconocimiento del sustrato en estado fundamen-
tal, tal y como se demuestra por una K1, mas baja para los sustratos peptidicos no metilados y valores de K1, mas
elevados para los sustratos peptidicos dimetilados. Ademas, las velocidades maximas de las enzimas estan afecta-
das por las mutaciones. La mutacion A677G conduce a incrementos de 2,9, 3,7 y 22 veces de keat Sobre los sustra-
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tos respectivos del péptido H3-K27 no metilado, monometilado y dimetilado, mientras que la mutacion A687V da
lugar a una reduccion de 3 veces en la kcat sobre el péptido H3-K27 no metilado, pero produce incrementos respecti-
vos de 3,5y 2,5 veces de ket SObre los péptidos H3-K27 monometilados y dimetilados. La K, de SAM mostraba una
variacion minima entre las formas de la enzima, 403 + 64 nM a 899 £ 89 nM en el sustrato que contenia el estado de
metilacion preferido en el residuo de H3-K27.

Tabla 6. Resumen de las cinéticas enzimaticas en estado estacionario para enzimas EZH2 WT y mutantes

Enzima Estado de ;E(Sa:irlaa;(:)iépnegﬁdl}lgc;K27 sobre ‘ Kz (NM) ‘ Keat (h) keat/Ki2 (h-nM™ X 10)
| 0 | 154%12 | 480:020 | 305 + 26
WT | 1 | 337£26 | 333021 | 99+9
| 2 | 144111 | 108:004 | 75+6
| 0 | 88%6 | 14,05:054 | 1590 + 120
AGTTG | 1 | 222151 | 1225:1,67 | 570 £ 150
| 2 | 522:117 | 23,85:3,60 | 450 £ 120
| 0 | 43x3 | 158:008 | 370 £ 30
AGBTV | 1 | 176+13 | 11,49£050 | 650 + 60
| 2 | 352:£155 | 270%065 | 80 + 40
*Los datos del tipo natural se publicaron anteriormente en Wigle et al., Febs Lett (2011) oct 3; 585(19):3011-4
usando EZH2 de 4 componentes.

Ejemplo 16 - Inhibicion de EZH2 de tipo natural y EZH2 mutantes mediante inhibidores de EZH2

Los compuestos del ensayo se diluyeron en serie 3 veces en DMSO en una curva de 10 puntos y 1 uL se colocé en
una microplaca de 384 pocillos por duplicado utilizando un PlateMate Plus equipado con un cabezal de 384 canales
(Thermo Scientific). La concentracion superior final de compuestos de ensayo en el ensayo era de 10 uM. El control
positivo (100% de patrén de inhibicion) tenia una concentracion final de 1 mM de SAH vy el control negativo (0% de
patron de inhibicion) contenia 1 yL de DMSO. Los compuestos del ensayo se incubaron después durante 30 minutos
con 40 pL por pocillo de EZH2 de tipo natural (la concentracion final era de 4 nM), EZH2 Y641F (la concentracion
final era de 0,1 nM) y EZH2 A677G y A687V (para cada uno, la concentracion final era de 2 nM) y el péptido en
tampon de ensayo IX (BICINE 20 mM pH = 7,6, DTT 1 mM, 0,002% de Tween 20, 0,005% de BSG). Para los ensa-
yos de EZH2 de tipo natural y EZH2 A677G, estaba presente péptido biotinilado H3:21-44 con K27 sin metilar a una
concentracion final de 200 nM, mientras que en el ensayo de EZH2 A687V, el péptido biotinilado H3:21-44 con K27
monometilada, estaba presente a una concentracion final de 200 nM y en el ensayo de EZH2 Y641F, el péptido
biotinilado H3:21-44 con K27 dimetilada, estaba presente a una concentracion final de 200 nM. Para iniciar la reac-
cion que contenia la enzima EZH2 de tipo natural, se afiadié una mezcla de sustrato de 10 uL por pocillo que conte-
nia SAM sin marcar (la concentracion final era de 1800 nM) y 3H-SAM (la concentracién final era de 200 nM) en
tampon de ensayo IX. Para iniciar la reaccion que contenia la enzima EZH2 Y641F, se afiadié una mezcla de sustra-
to de 10 uL por pocillo que contenia SAM sin marcar (la concentracion final era de 700 nM) y 3H-SAM (la concentra-
cion final era de 300 nM) en tampon de ensayo IX. Para iniciar las reacciones que contenian EZH2 A677G o A687V,
se afiadio una mezcla de sustrato de 10 pL por pocillo que contenia SAM sin marcar (la concentracion final era de
400 nM) y 3H-SAM (la concentracion final era de 100 nM). Las reacciones prosiguieron durante 90 min, a continua-
cion, se inactivaron con un exceso de SAM sin marcar (167 yM), a continuacion, se transfirieron a una Flashplate
recubierta con estreptavidina (Perkin EImer, nimero de catalogo SMP410), se permitio la uniéon durante una hora y
se detecté en un TopCount NXT HTS (Perkin Elmer). Los valores de Clso se obtienen a partir de ajustes de 4 para-
metros del % de inhibicion de la actividad enzimatica y se tabulan en la Tabla 7. Las formulas utilizadas para derivar
los valores de Clsp se indican a continuacion.

Calculo del % de inhibiciéon

(apm — AP

""(’u

3h fnk = 100 —

‘ C"‘@P? - &pﬁ»w

en donde dpm = desintegraciones por minuto, cmpd = sefial en el pocillo del ensayo, y minimo y maximo son los
respectivos controles de sefial minima y maxima.

Ajuste de CI50 de cuatro parametros
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(Superior - Inferior)

(1+ (2

- )‘Coeﬁciente de Hill
Clzy

Y = Inferior +

en donde el valor superior y el valor inferior son los que normalmente se permite que varien, pero se pueden fijar a
100 o O, respectivamente, en un ajuste de 3 parametros. El coeficiente de Hill permitia normalmente la variacion,
pero también se puede fijar en 1 en un ajuste de 3 parametros. Y es el % de inhibicién y X es la concentracion del
compuesto.

Tabla 7. Inhibicion de EZH2 de tipo natural y mutante mediante inhibidores de EZH2

| Numero de compuesto | Inhibidor de EZH2 | WT (uM) | Y641F (uM) | A677G (uM) | A687V (uM)
\ 1. (referencia) | SAH | 69082 | 166193 | 62379 | 59034
\ 2, | EPZ004710 | 29758 | 37887 | 03187 | 05378
\ 3. | EPZ004744 | 15203 | 07432 | 01128 | 01354
\ 4. | EPZ005030 | 02600 | 01846 | 00418 | 00504
\ 5. | EPZ005100 | 03579 | 02923 | 00316 | 0,059
\ 6. | EPZ005260 | 23755 | 15781 | 02130 | 03189
\ 7. | EPZ005687 | 00950 | 00750 | 00113 | 00082
\ 8. | EPZ006089 | 02300 | 03110 | 00190 | 00277
\ 9. | EPZ006438 | 00062 | 00111 | 00022 | 00015
\ 10. | EPZ006632 | 00025 | 0003 | 00040 | 00032
\ 11. | EPZ007038 | 00099 | 00123 | 00060 | 00032
\ 12. | EPZ007209 | 00065 | 00074 | 00086 | 0,0068
\ 13. | EPZ007210 | 00043 | 00044 | 00038 | 00036
\ 14. | EPZ007227 | 00143 | 00207 | 00122 | 00128
\ 15. | EPZ007426 | 00181 | 00088 | 00034 | 00040
\ 16. | EPZ007428 | 00014 | 00055 | 00019 | 0,0021
\ 17. | EPZ007478 | 00088 | 00114 | 00042 | 0,0071
\ 18. | EPZ007648 | 00025 | 00079 | 00058 | 0,0067
\ 19. | EPZ007649 | 00094 | 00092 | 00096 | 00082
\ 20. | EPZ007655 | 00125 | 00104 | 00192 | 00171
\ 21. | EPZ007692 | 00100 | 00117 | 00116 | 00103
\ 22. | EPZ007789 | 00108 | 00114 | 00048 | 0,0051
\ 23. | EPZ007790 | 00169 | 00158 | 00073 | 0,0065
\ 24. | EPZ008205 | 00129 | 00093 | 00112 | 00101
\ 25. | EPZ008277 | 00333 | 00092 | 00023 | 0,0055
\ 26. | EPZ008278 | 00384 | 00106 | 00093 | 00191
\ 27. | EPZ008279 | 00223 | 00182 | 00022 | 0,0051
\ 28. | EPZ008280 | 00067 | 00029 | 00028 | 0,0039
\ 29. | EPZ008286 | 00043 | 00025 | 00015 | 00018
\ 30. | EPZ008335 | 00065 | 00033 | 00015 | 0,0029
\ 31, | EPZ008336 | 00057 | 0003 | 00013 | 00024
\ 32. | EPZ008337 | 00087 | 00015 | 00008 | 0,0014
\ 33. | EPZ008338 | 00120 | 0009 | 00031 | 00072
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| Numero de compuesto | Inhibidor de EZH2 | WT (uM) | Y641F (uM) | A677G (uM) | AG87V (uM)
\ 34. | EPZ008344 | 00124 | 0003 | 00016 | 00046
\ 35. | EPZ008491 | 00091 | 00014 | 00029 | 0,0029
\ 36. | EPZ008493 | 01320 | | 00127 | 00882
\ 37. | EPZ008494 | 00079 | 00046 | 00028 | 0,0038
\ 38. | EPZ008495 | 00134 | 00104 | 00063 | 00084
\ 39. | EPZ008496 | 00154 | 00104 | 00040 | 0,0076
\ 40. | EPZ008497 | >100uM | 32876 | 09735 | 12184
\ 41. | EPZ008592 | 00145 | 00051 | 0003 | 00075
\ 42. | EPZ008623 | 02440 | 01835 | 00922 | 0,1067
\ 43. | EPZ008630 | 00034 | 00029 | 0003 | 00032
\ 44. | EPZ008681 | 00020 | 00015 | 00027 | 0,0047
\ 45. | EPZ008686 | 00073 | 00055 | 00045 | 00096
\ 46. | EPZ008989 | 00094 | 00069 | 0002 | 00028
\ 47. | EPZ008990 | 00061 | 00067 | 00016 | 0,0017
\ 48. | EPZ008991 | 00348 | 00203 | 00094 | 00193
\ 49. | EPZ008992 | 03333 | 01678 | 00638 | 0,1188
\ 50. | EPZ008994 | 00715 | 00275 | 00121 | 0,0205
\ 51. | EPZ009090 | 00300 | 00111 | 00120 | 00227
\ 52. | EPZ009097 | 00047 | 00039 | 00046 | 00036
\ 53. | EPZ009099 | 00765 | 00255 | 00057 | 00222
\ 54. | EPZ009152 | 00030 | 00031 | 00029 | 00033
\ 55, | EPZ009153 | 00052 | 00032 | 0005 | 0,0037
\ 56. | EPZ009154 | 00278 | 00420 | 00141 | 00438
\ 57. | EPZ009155 | 00563 | 00524 | 00251 | 00623
\ 58. | EPZ009156 | 00034 | 00217 | 00051 | 00132
\ 59. | EPZ009157 | 00397 | 00443 | 00214 | 00436
\ 60. | EPZ009158 | 00021 | 00016 | 00027 | 0,0027
\ 61. | EPZ009161 | 00009 | | 00008 | 0,0011
\ 62. | EPZ009162 | 00657 | 00351 | 00146 | 00178

Ejemplo 17 - El mutante A677 muestra la mayor sensibilidad frente a los inhibidores de EZH2

Las células Pfeiffer se obtuvieron en la ATCC (CRL-2632). Las células WSU-DLCL2 (ACC 575) y OCI-Ly19 (ACC
528) se obtuvieron a partir de DSMZ. Todas las células se conservaron en RPMI + 10% de FBS. Para el analisis de
la proliferacion celular, las células Pfeiffer, WSU-DLC2 u OCI-Ly19 con crecimiento exponencial se sembraron por
triplicado, en placas de 96 pocillos con una densidad de 1x10° células/ml, 5x10* células/ml o 2,5x10% células/ml
(respectivamente) en un volumen final de 150 uL. Las células se incubaron con el Compuesto n® 7 con concentra-
ciones finales que oscilaban de 0,011 a 25 uM para la determinacién de la Clsp durante un curso de tiempo de 11
dias. Las células se incubaron con el Compuesto n° 13 con concentraciones finales que oscilaban desde 0,00004 a
10 uM para la determinacion de la Clsp durante un curso de tiempo de 11 dias. Cada 3-4 dias, se determiné el niume-
ro de células viables usando el ensayo Guava ViaCount (Millipore n° 4000-0040) y se analizaron en un instrumento
Guava EasyCyte Plus. Después de los recuentos de células, el medio de crecimiento y el inhibidor de EPZ2 (Com-
puesto n° 7 o Compuesto n°® 13) fueron sustituidos y las células se dividieron de nuevo hasta tener la densidad de las
placas originales. Se us6 el numero final ajustado por las divisiones de células viables/ml desde el dia 11 del curso
de tiempo para calcular los valores de Clsg de la proliferacion utilizando el programa informatico Graphpad Prism.

La linea celular Pfeiffer, que contiene la mutacion heterocigota A677G de EZH2, muestra que es sensible a la inhibi-
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cion de EZH2 con un Compuesto n° 7 inhibidor de molécula pequefia. La inhibicion de la proliferacion se observa ya
96 h después del tratamiento con inhibidor. La Clso de la proliferacién después de 11 dias para las células Pfeiffer
tratadas con el Compuesto n° 7 es 5,2 nM, en comparacién con las células WSU-DLCL2, que contienen la mutaciéon
heterocigota Y641F y tienen una Clsp de 270 nm o las células OCI-Ly19, que son WT para EZH2 y tienen una Clso de
3000 nm. Estos resultados muestran que en un contexto celular, la sensibilidad de EZH2 WT y mutante frente a una
inhibicién con un inhibidor de molécula pequeia, es A677G >>> Y641F >> WT, medida mediante proliferacion.

La linea celular Pfeiffer, que contiene la mutacion heterocigota A677G de EZH2, muestra que es sensible a la inhibi-
cion de EZH2 con un Compuesto n° 13 inhibidor de molécula pequefia. La inhibicién de la proliferacion se observa
ya 96 h después del tratamiento con inhibidor. La Clso de la proliferacion después de 11 dias para las células Pfeiffer
tratadas con el Compuesto n® 13 es 0,4 nM, en comparacién con las células WSU-DLCL2, que contienen la muta-
cion heterocigota Y641F y tienen una Clso de 4,9 nM o las células OCI-Ly19, que son WT para EZH2 y tienen una
Clso de 430 nM. Estos resultados muestran que en un contexto celular, la sensibilidad de EZH2 WT y mutante frente
a una inhibicién con un inhibidor de molécula pequefia, es A677G >>> Y641F >> WT, medida mediante proliferacion.

EQUIVALENTES

Aunqgue en este documento se han descrito e ilustrado diversas realizaciones de la presente invencion, los expertos
en la técnica facilmente supondran una variedad de otros medios y/o estructuras para realizar las funciones y/u ob-
tener los resultados y/o una o varias de las ventajas descritas en el presente documento. Mas en general, los exper-
tos en la técnica apreciaran facilmente que todos los parametros, dimensiones, materiales y configuraciones descri-
tos en este documento se entiende que son ejemplares y que los parametros, dimensiones, materiales y/o configu-
raciones reales dependeran de la aplicacién o aplicaciones especificas para las que se utilizan las ensefianzas de la
presente invencion. Los expertos en la técnica reconoceran o seran capaces de determinar usando no mas de una
experimentacién de rutina, muchos equivalentes para las realizaciones especificas de la invencion, descritas en este
documento. Por lo tanto, se debe entender que las realizaciones precedentes se presentan solamente a modo de
ejemplo y que, dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas y equivalentes de las mismas, la invencion se
puede poner en practica de otra manera que como se ha descrito especificamente. La presente invencion se dirige a
cada caracteristica, sistema, articulo, el material, kit y/o método individual descrito en este documento. Ademas,
cualquier combinacién de dos o mas de tales caracteristicas, sistemas, articulos, materiales, kits y/o métodos, si
tales caracteristicas, sistemas, articulos, materiales, kits y/o métodos no son mutuamente incompatibles, se incluye
dentro del alcance de la presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un inhibidor de EZH2 seleccionado a partir del compuesto 2 hasta el compuesto 62,
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso en un método de tratamiento del cancer o de sindromes
mielodisplasicos (MDS, anteriormente conocidos como preleucemia) en un sujeto que expresa una EZH2 mutante,
en donde la EZH2 mutante comprende una mutacién por sustitucion en la posicién de los aminoacidos 677, 687 o
641 de SEQ ID No: 1.

H

62

2. Un inhibidor de EZH2 para el uso segun la reivindicacion 1, en donde la EZH2 mutante comprende mas de una
mutacion por sustitucion en la posicién de los aminoacidos 677, 687 o 641 de SEQ ID No: 1.

3. Un inhibidor de EZH2 para el uso segun la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de EZH2 es

4. Un inhibidor de EZH2 para el uso segun la reivindicacion 1, en donde el cancer se selecciona a partir de

a) linfoma, opcionalmente en donde el linfoma se selecciona a partir del grupo que consiste en linfoma no Ho-
dgkin, linfoma folicular y linfoma difuso de linfocitos B grandes, o

b) leucemia, opcionalmente en donde la leucemia es leucemia mieloide cronica (LMC),
c) melanoma.

5. Un inhibidor de EZH2 para el uso segun la reivindicacion 1, en donde dicha mutacién se selecciona a partir del
grupo que consiste en una sustitucion con glicina (G) de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la posicion del
aminoacido 677 de SEQ ID NO: 1 (A677G); una sustitucién con valina (V) de la alanina (A) del residuo de tipo natu-
ral en la posicion del aminoacido 687 de SEQ ID NO: 1 (A687V); una sustitucion con fenilalanina (F) de la tirosina (Y)
del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641F); una sustituciéon con histidina
(H) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641H); una
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sustitucion con asparagina (N) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 641 de
SEQ ID NO: 1 (Y641N); una sustitucion con serina (S) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicién del
aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641S); y una sustitucion con cisteina (C) de la tirosina (Y) del residuo de tipo
natural en la posicién del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641C).

6. Un método para determinar in vitro la sensibilidad de un sujeto que tiene cancer o sindromes mielodisplasicos
(MDS, anteriormente conocidos como preleucemia), frente a un inhibidor de EZH2 seleccionado a partir del com-
puesto 2 al compuesto 62,
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que comprende detectar la presencia de una mutacion en EZH2 en una muestra obtenida a partir del sujeto, en
donde la mutacién es o se expresa como una mutacioén por sustitucién en la posicién de aminoacidos 677, 687 o 641
de SEQ ID No: 1, en donde la presencia de dicha mutacién indica que el sujeto es sensible al inhibidor de EZH2.

7. Un método segun la reivindicacion 6, en donde el método incluye detectar la presencia de mas de una mutacion
por sustitucion en la posiciéon de los aminoacidos 677, 687 o 641 de SEQ ID No: 1.

8. Un método segun la reivindicacion 6, en donde el cancer se selecciona a partir de

a) linfoma, opcionalmente en donde el linfoma se selecciona a partir del grupo que consiste en linfoma no Ho-
dgkin, linfoma folicular y linfoma difuso de linfocitos B grandes, o

b) leucemia, opcionalmente en donde la leucemia es leucemia mieloide cronica (LMC), o
c) melanoma.

9. Un método segun la reivindicacion 6, en donde dicha mutacion se selecciona a partir del grupo que consiste en
una sustitucion con glicina (G) de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 677 de SEQ
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ID NO: 1 (A677G); una sustitucion con valina (V) de la alanina (A) del residuo de tipo natural en la posicion del ami-
noacido 687 de SEQ ID NO: 1 (A687V); una sustitucién con fenilalanina (F) de la tirosina (Y) del residuo de tipo
natural en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641F); una sustitucion con histidina (H) de la tirosina
(Y) del residuo de tipo natural en la posicién del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641H); una sustitucion con
asparagina (N) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1
(Y641N); una sustitucion con serina (S) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la posicion del aminoacido
641 de SEQ ID NO: 1 (Y641S); y una sustitucion con cisteina (C) de la tirosina (Y) del residuo de tipo natural en la
posicién del aminoacido 641 de SEQ ID NO: 1 (Y641C).

108



-
B 20000
d
15006
10600

ES 2718900 T3

FIG. 1

245000 -

4

&% 80 160 124

Tiempo (min)

109

150040 -

T 0000
i

S e

&0 i) 1083 120

Tiempo (min)




velocidad (CPM/minuto)

ES 2718900 T3

FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 6

Panel de péptidos de H3
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FIG. 7

Potencia de SAH frente a mutantes de EZH2
100~

- WT
-= YB41F
- YB41S
50- = Y641N
—- Y641H
o-
3 2 - 0 ' 2

115



ES 2718900 T3

FIG. 8

Potencia del compuesto 75 frente a EZH2 WT y mutantes Y641
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FIG. 9
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FIG. 10
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FIG. 11
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FIG. 12
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FIG. 13
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FIG. 14
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FIG. 15

Tipo Natural: V frente a [E] por estado de metilacién
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